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FIGUEIREDO, A.M. Influéncia da suplementagdo de agai (Euterpe oleracea Mart.) na ragao
sobre a remodelagdo cardiaca em ratos submetidos a infarto agudo do miocardio. 2016.
132f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2016.

Introdugdo: A remodelagdo cardiaca tem papel importante na disfungao ventricular pds-
infarto. Alguns mecanismos como estresse oxidativo, metabolismo energético e processo
inflamatdério modulam este processo. Neste contexto, ha interesse em utilizar alimentos
naturais, com propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, destacando-se o agai (Euterpe
oleracea Mart). Objetivo: Avaliar a influéncia da suplementacdo de acai na racdo sobre a
remodelacdo cardiaca apds o infarto do miocardio (IM) em ratos. Métodos: Ratos Wistar
machos, com peso entre 200-250g, foram submetidos ao infarto experimental ou a cirurgia
simulada (Sham) e alocados em seis grupos apds estudo ecocardiografico, para verificar o
tamanho do infarto: 1) grupo Sham alimentado com racdo padrdo (SAO, n=14); 2) grupo
Sham alimentado com racdo padrao suplementada com 2% de polpa de acai pasteurizado
(SA2, n=13); 3) grupo Sham alimentado com ragdo padrao suplementada com 5% de polpa
de acai pasteurizado (SA5, n=14); 4) grupo infartado alimentado com racdo padrdo (IAO,
n=12); 5) grupo infartado, alimentado com racdo padrdo suplementada com 2% de polpa de
acai pasteurizado (IA2, n=12); 6) grupo infartado, alimentado com racdo padrdo
suplementada com 5% de polpa de acai pasteurizado (IA5, n=12). Os animais foram
suplementados por trés meses e foi observada a mortalidade. Apds esse periodo, os animais
foram submetidos a segunda avaliacdo ecocardiografica e posteriormente a eutandsia e
coleta de material biolégico para realizacdo das demais avaliagbes. Os dados foram
apresentados como média + erro padrdo. As comparagdes foram feitas por teste ANOVA de
duas vias, com nivel de significancia adotado de 5%. Resultados: infarto induziu alteragdes
cardiacas morfoldgicas e funcionais (sistélicas e diastdlicas), com hipertrofia do ventriculo,
maior concentracdo de hidroperéxido de lipideo e malondialdeido, maior atividade de
superdxido dismutase, menor atividade da glutationa peroxidase e menor expressao de fator
nuclear eritrdide 2, menor atividade do complexo piruvato desidrogenase, de citrato sintase,
do Complexo | e Il da cadeia respiratéria, da ATP sintase e de beta-hodroxiacil Coenzima A
desidrogenase, maior atividade do lactato desidrogenase, maior concentra¢ao de
interleucina-10, menor concentra¢do de interferon gama, maior concentracdo de inibidor
tecidual de metaloproteinase e maior expressdao de colageno |. Os animais infartados que
receberam suplementacdo de polpa de acai apresentaram menor concentra¢do do
malondialdeido e menor atividade de superdxido dismutase, maior atividade do complexo
piruvato desidrogenase, de citrato sintase, do Complexo | da cadeia respiratéria, de beta-
hidroxiacil Coenzima A desidrogenase, menor atividade de ATP sintase, do lactato
desidrogenase, menor concentracdao de interleucina-10 e de inibidor tecidual de
metaloproteinase. Conclusdo: A suplementacdo de polpa de acai nos animais infartados
atenuou o estresse oxidativo, melhorou o metabolismo energético e modulou o processo
inflamatdrio no coracdo. A influéncia da suplementacdo de acai foi dose dependente.

Palavras-chave: Acai; Infarto do miocardio; Estresse oxidativo, Metabolismo energético;
Inflamacao.
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FIGUEIREDO, A.M. Influence of agai supplementation (Euterpe oleracea Mart.) in chow on
cardiac remodeling in rats after myocardial infarction. 2016. 132f. Dissertation (Master) -
Faculty of Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

Introduction: Cardiac remodeling plays a key role in post-infarction ventricular dysfunction.
Some mechanism, such as oxidative stress, energy metabolism and inflammation can
modulate this process. In this context, there is great interest in natural foods, with
antioxidant and anti-inflammatory properties, as acai (Euterpe oleracea Mart). Objective: To
analyze the influence of acai supplementation in chow on cardiac remodeling after
myocardial infarction (MI) in rats. Methods: Male Wistar rats with 200-250 g, were
submitted to the experimental infarction or simulated surgery and divided into six groups: 1)
Sham group fed standard chow and not subjected to the IM (SAO, n=14); 2) Sham group fed
standard chow supplemented with 2% acai pulp pasteurized and not subjected to IM (SA2,
n=13); 3) Sham group fed standard chow supplemented with 5% acai pulp pasteurized and
not subjected to IM (SA5, n=14); 4) group submitted to Ml and fed standard chow (IAO,
n=12); 5) group submitted to Ml and fed standard chow supplemented with 2% acai pulp
pasteurized (IA2, n=12); 6) group submitted to Ml and fed standard chow supplemented
with 5% acai pulp pasteurized (IA5, n=12). The animals were supplemented for three months
and observed mortality. After this period, the animals underwent echocardiography and
subsequently euthanized and collecting biological material for other evaluations. The values
were expressed as mean t standard error. The comparisons were made by two-way ANOVA
test with significance level of 5%. Results: Infarction induced heart morphological and
functional changes (systolic and diastolic), ventricular hypertrophy, higher concentration of
lipid hydroperoxide and malondialdehyde, higher activity of superoxide dismutase, decrease
glutathione peroxidase activity and lower expression of Nrf-2, decrease pyruvate
dehydrogenase complex, citrate synthase, complex | and Il, ATP synthase and B-hydroxyacyl
CoA dehydrogenase activity, higher activity of lactate dehydrogenase, higher concentration
of interleukin-10 and lower concentration of interferon gamma, higher concentration of
tissue inhibitor of metalloproteinase and higher expression of collagen I. The infarcted
animals that received acai pulp supplementation decrease malondialdehyde concentration
and decrease superoxide dismutase activity, higher activity of pyruvate dehydrogenase
complex, citrate synthase, complex |, B-hydroxyacyl CoA dehydrogenase, decrease ATP
synthase and lactate dehydrogenase activity,

decrease interleukin-10 and tissue inhibitor of metalloproteinase concentration. Conclusion:
The supplementation with acgai pulp attenuated cardiac remodeling after infarction by acting
on oxidative stress, energy metabolism, inflammation and tissue inhibitor of
metalloproteinase in heart. The findings of this study also suggest that supplementation with
acai pulp appears to be dose dependent response.

Keywords: Acai; Myocardial infarction; Oxidative stress, Energy metabolism; Inflammation.
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As doencas cardiovasculares constituem uma das principais causas de morte no
Brasil. Entre elas, destaca-se o infarto do miocardio (IM), responsavel por mais de 80.000
Obitos no ano de 2012, segundo o DATASUS (1, 2). Estima-se que, em 2030, o niumero de
mortes envolvendo as doencgas cardiovasculares serdo responsaveis por aproximadamente
23,6 milhdes (3).

O IM é definido como foco de necrose resultante de baixa perfusdao tecidual, com
sinais e sintomas consequentes da morte celular cardiaca (4). Apds o IM, ocorrem alteracdes
complexas na arquitetura ventricular, envolvendo tanto a regido infartada quanto a nao
infartada. Essas alteragdes morfoldgicas sdao consequéncias de alteragdes genéticas,
celulares e intersticiais cardiacas que ocorrem em resposta a isquemia. Entre as alteracdes
celulares e moleculares estao o estresse oxidativo, a inflamagao, a apoptose, e alteragdes no
metabolismo energético cardiaco (5-7). O conjunto dessas adaptacdes, que sdo detectadas
clinicamente por alteragdes na composi¢ao, na massa, no volume e na geometria ventricular
apos a lesdo cardiaca, € chamado “remodelacdo cardiaca” (8, 9). Inicialmente, essas
alterag6es morfoldgicas sdo importantes para a manutencdo da funcdo cardiaca. No
entanto, cronicamente pode causar disfunc¢do diastdlica e/ou sistdlica (8, 10).

Em decorréncia da expansao do infarto, o ventriculo esquerdo (VE) perde sua forma
eliptica e assume a conformacao esférica causando elevagao do estresse parietal diastélico e
sistolico, principalmente na regido apical do VE. O aumento do estresse parietal é
importante estimulo para a sintese de sarcébmeros, preferencialmente em série.
Cronicamente, ocorre aumento do raio da cavidade e reducdo da espessura da parede
ventricular esquerda, alteragbes caracteristicas da hipertrofia excéntrica. Todas essas
alteragGes também envolvem a regiao nao infartada e ativam os sistemas neuro-hormonais,
como o sistema nervoso autbnomo simpatico e o renina-angiotensina-aldosterona (11, 12).
Desta forma, a remodelacdo cardiaca é um fator importante na progressdo da doenca
cardiovascular, pois desempenha papel fundamental na fisiopatologia da disfuncao
ventricular (8, 11, 13). Entretanto, caso o insulto exceda a capacidade de adaptacdes, as
alteragdes podem progressivamente levar ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (IC),

principal responsavel pelo aumento da mortalidade apés o IM (6).
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Durante o IM ocorre isquemia do miocardio e necrose dos cardiomidcitos, seguido
por aumento do estresse oxidativo. Este é caracterizado pelo desequilibrio entre a produgao
e remocao de agentes oxidantes no organismo, decorrente da geracao excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio, e/ou diminuicdo de antioxidantes endégenos (14).
No estresse oxidativo, a membrana é um dos componentes celulares mais atingidos, isso
ocorre devido a peroxidagao lipidica dos fosfolipidios da membrana celular, que acarreta
alteragGes na estrutura e permeabilidade celular. O malondialdeido (MDA) é proveniente da
peroxidagao lipidica e se encontra em concentragdes elevadas em patologias associadas ao
estresse oxidativo (15, 16).

Durante o processo de isquemia hd reducdo das enzimas antioxidantes, como a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Assim como
ocorre aumento da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) oxidase, 6xido nitrico
sintase (NOS), xantina oxidase, citocromo P450 e ciclooxigenase (17). Os quais sdo sistemas
geradores de EROs e nitrogénio, que levam ao estresse oxidativo no infarto do miocardio.

O fator de transcri¢cdo nuclear eritréide-2 (Nrf-2) desempenha importante funcao na
protecdo celular contra o estresse oxidativo. Quando o Nrf-2 estd presente no nucleo,
acopla-se a elementos de resposta antioxidante (ARE), na regido promotora de genes alvo,
induzindo a transcricdo de diversos genes relacionados a defesa celular (18).

As EROs ou o estresse oxidativo podem também ativar o fator nuclear Kappa B (NF-
KkB). Assim, a produg¢ao de EROs durante o infarto do miocdardio, torna ativa a resposta
inflamatdria. Desta forma, ocorre liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, como o fator
necrose tumoral-o. (TNF-a), interleucinas 1B e 6 (IL-1B e IL-6), que podem estimular a
expressao de outros mediadores inflamatdrios por leucdcitos e células endoteliais. Estes sao
responsaveis por realizar a fagocitose de células necréticas e por iniciar o depdsito de
coldgeno (19, 20). Além disso, as EROs e citocinas inflamatdrias sdo capazes de mediar o
reparo e o remodelamento cardiaco através da ativacdo de metaloproteinases (MMP) e do
depdsito de colageno, que contribuem para reparacdo do tecido lesado e mudancas
estruturais no coracdo (11, 21). Apds o IM, inicia-se o processo de reparacao cardiaca por
meio da ativacdo de MMPs latentes, que degradam a matriz celular. O aumento das MMPs e

diminuicdo dos inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) podem levar a degradacdo do
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coldgeno normal e aumento do coldgeno tipo | (12). Progressivamente, a distor¢do na
estrutura tecidual cardiaca devido ao acumulo adverso de colageno pode levar ao prejuizo
na fungdo ventricular (22).

Outras alteragdes, também, estdo ocorrendo durante a remodelagao cardiaca. Em
condicGes normais, os substratos energéticos utilizados para sua producao sdo fornecidos
por meio da oxidagao dos acidos graxos e glicose. Os acidos graxos sdao o substrato principal
e sua metabolizagdo contribuem com 60 a 90% da formagdo de ATP (23). Com a
remodelacdo cardiaca, ocorre aumento da concentragdo de catecolaminas e cortisol, que
estimulam a lipdlise e aumentam os acidos graxos no soro e no miocardio. Além disso, para
produzir a mesma quantidade de ATP, os 4cidos graxos necessitam de acréscimo de 10 a
12% de oxigénio, quando comparados com a glicose (24, 25). Adicionalmente, o uso de
glicose como substrato pode gerar mais radicais superdxidos, manutencdo estresse
oxidativo, estimula o processo inflamatério o que aumenta o dano para o coragao (23).

As citocinas inflamatdrias também podem estimular a apoptose, esta pode ocorrer
tanto por meio da ativagdo da via de receptor TNF-a/caspase, como por aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial (21). Entretanto, a resposta inflamatdria esta
mais relacionada com o aumento da expressdao de TNF-a. que ao se ligar a receptores
especificos transmembranicos ativa diferentes cascatas de sinalizacdo (26, 27). Assim, apds
ocorrer o infarto do miocardio, ha superproducdo de TNF-o. de modo explosivo, ou seja, sua
concentracdo plasmatica se encontra elevada, porém sua duragdo é transitoria (28).

Diante disso, o estresse oxidativo e o processo inflamatdrio sdo potenciais alvos para
atenuar o processo de remodelacdo ventricular apds o infarto.

Com a finalidade de atenuar a remodelagao cardiaca e reduzir a mortalidade apés o
IM, tem-se utilizado suplementos antioxidantes que podem ser benéficos apds a injuria do
miocardio. Em estudos com modelo de infarto que utilizaram antioxidantes como acido
ascorbico, quercetina e alfa-tocoferol, observou-se que o uso de antioxidantes exerceu
efeito protetor contra danos ao tecido cardiaco (29, 30). Também tém sido utilizados
produtos naturais, como alecrim e tomate, que atenuaram o processo de remodelacdo
cardiaca causada pelo infarto do miocardio em ratos (31, 32). Neste contexto, grande

interesse tem sido focado nas propriedades antioxidantes de produtos naturais, fontes de
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compostos cardioprotetores (33). Dentre estes produtos, destaca-se o acai (Euterpe oleracea
Mart.), com elevado teor de compostos fendlicos e antocianinas (34).

Santos e colaboradores estudaram a atividade antioxidante da polpa de acai e a sua
associagao com os compostos bioativos (vitamina C, carotenoides, antocianinas e compostos
fenodlicos) presentes na polpa de acai (35). Os autores mostraram que a atividade
antioxidante do acai esteve associada, principalmente, com as antocianinas e os compostos
fendlicos (35).

Estudos experimentais mostraram que a suplementagdo de agai atenuou o estresse
oxidativo em varios modelos de agressdao. Em ratos hipertensos, o extrato de agai reduziu a
concentracdo de MDA, aumentou da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e
diminuiu a NADPH oxidase na artéria mesentérica dos animais tratados (36). Em ratos
submetidos a racdo hipercolesterolémica, observou-se menor atividade de SOD no soro dos
animais suplementados (37). Em ratos diabéticos, observou-se menor concentracdo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e proteina carbonil, dosadas no figado
de animais suplementados (38). E, finalmente, em camundongos expostos a fumaca de
cigarros, a suplementacdo de acai diminuiu a atividade da SOD, da CAT e do GPx no pulmao
(39). O acai pode atuar de outros modos além do estresse oxidativo. Em modelo de
aterosclerose em coelhos, Feio e colaboradores mostraram a a¢dao do agai na reducdo da
sintese e da absorcdo de esterdis e na melhora da funcdo endotelial (40).

O acai pode estar atuando no organismo por meio de sua atividade anti-inflamatéria.
Em estudo realizado com camundongos expostos a fumaca de cigarros, Moura e
colaboradores relatam que o efeito anti-inflamatdrio do extrato do acai pode ser atribuido a
inibicdo da expressdao do TNF-a (39). Em outro trabalho, com células miofibrobldsticas de
c6lon de humanos, Dias e colaboradores mostraram que o extrato de acgai apresentou
atividade anti-inflamatdria por reducdo da ativacdo do NF-kB, diminuicdao da expressdao de
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e da molécula de adesdo celular-vascular-1
(VCAM-1) (41). A acdo anti-inflamatdria do acai pode ser fornecida pelos compostos
fenodlicos e pelas antocianinas (42, 43). S3o descritos como mecanismo de acdo das
antocianinas: a inibicdo da ativacdo do NF-kB, a reducdo da concentracdao plasmatica da

proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), a inibicdo da resposta inflamatodria e da
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apoptose de células endoteliais humanas induzidas pelo fator CD40, a inibicdo da producao
de 6xido nitrico e da expressao de iNOS (6xido nitrico sintase induzida) (43).

A literatura apresenta poucos trabalhos relativos ao acai (Euterpe oleracea Mart.) e
coragdo (44-47) e nenhum deles trata das agGes antioxidante e/ou anti-inflamatoéria.
Contudo, ha um estudo que associou suplementacdo do extrato hidroalcodlico do caroco
de agai em animais submetidos ao infarto do miocardio e atividade fisica. A suplementagao
durante 4 semanas atenuou a hipertrofia, a fibrose e a disfuncdo cardiaca. Porém, existe
grande problema neste trabalho. O estudo nao avaliou o tamanho de infarto nos grupos
suplementados e ndo suplementados com acai. E conhecido que animais com menores
tamanhos de infarto apresentam melhores parametros de funcdo sistdlica e diastdlica do
gue animais com maiores tamanho de infarto. Desta forma, o grupo que recebeu
suplementacdo de acai pode ter tamanho de infarto menor e isso explicaria a menor

hipertrofia, menor fibrose e melhor fungao no coracao infartado dos animais tratados (48).
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Hipétese

e Asuplementacdo de polpa de acai atenua a remodelacdo cardiaca apds o infarto
agudo do miocardio.

e Areducgdo do estresse oxidativo e do processo inflamatdrio sdo os mecanismos

envolvidos nesse modelo.

Objetivo

Objetivo geral

Verificar se a influéncia de suplementacdo de polpa de acai na racdo atenua as
alteracbes na morfologia e fungdo cardiaca, o aparecimento de estresse oxidativo,
alterag6es dos mediadores inflamatérios, do metabolismo energético e da apoptose,

decorrentes da remodelacdo cardiaca apds infarto agudo do miocardio em ratos.

Objetivos especificos

v Avaliar o estresse oxidativo cardiaco por meio da producdo de espécies reativas,
marcadores de estresse oxidativo em lipidios, analise da atividade de enzimas
antioxidantes,

v’ Avaliar alteracbes de mediadores inflamatérios,

v’ Avaliar alteracdes no metabolismo energético,

v’ Avaliar a morfologia e fun¢3o cardiaca por meio do ecocardiograma e histologia.
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Delineamento Experimental
O protocolo experimental deste trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu (n21066/2013), em
conformidade com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentag¢ao Animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando aproximadamente 200g a 250g
acondicionados no Biotério da Unidade de Pesquisa Experimental (Unipex) da Faculdade de
Medicina — UNESP, Botucatu. Os animais foram submetidos ao infarto experimental, de
acordo com método descrito inicialmente por Heimburger e modificado por Pfeffer e
colaboradores (49-51), ou a cirurgia simulada (mesmo procedimento do infarto
experimental, porém, sem a oclusdo da artéria coronaria).

Apds 7 dias da realizagdo do procedimento cirurgico, foi realizado o primeiro estudo
ecocardiografico para afericdo do tamanho do infarto e da fracdo de variacdo de drea. Esse
primeiro ecocardiograma foi realizado para garantir que o tamanho do infarto fosse
semelhante entre os grupos infartados antes de iniciar o tratamento. No final dos trés meses
de acompanhamento, foi realizado novo estudo ecocardiografico.

Apds o estudo ecocardiografico inicial, os animais foram expostos a ciclo claro-escuro
de 12 horas, a temperatura ambiente de 22 + 2°C. Permaneceram em gaiolas individuais,
com livre acesso a dgua e comida. A ingestdo alimentar foi controlada diariamente e o peso
corporal (PC) foi medido semanalmente durante todo o periodo experimental.

Os animais foram distribuidos em seis grupos: 1) grupo Sham alimentado com ragao
padrdo e submetido a cirurgia simulada (SAO, n=14); 2) grupo Sham alimentado com racdo
padrao suplementada com 2% de polpa de agai pasteurizado e submetido a cirurgia
simulada (SA2, n=13); 3) grupo Sham alimentado com racdo padrdo suplementada com 5%
de polpa de acai pasteurizado e submetido a cirurgia simulada (SA5, n=14); 4) grupo
infartado alimentado somente com racado padrao (IAO, n=12); 5) grupo infartado, alimentado
com ragdo padrao suplementada com 2% de polpa de agai pasteurizado (IA2, n=12); 6) grupo
infartado, alimentado com racdo padrdo suplementada com 5% de polpa de acai
pasteurizado (IA5, n=12). Os animais foram suplementados por trés meses e foi observada a

mortalidade. Apds esse periodo, os animais foram submetidos a avaliacdo ecocardiografica e
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posteriormente a eutandsia e coleta de material biolégico para realizacdo das demais
avaliagdes.

Neste estudo utilizamos apenas os resultados de animais que apresentaram darea de
infarto avaliado pela analise histolégica, maiores que 30%, pois trabalhos prévios do grupo
observaram alteracdes caracteristica de remodelacdo com drea infartada superior a essa

porcentagem (51).

Suplementagdo com polpa de agai
Toda a polpa de acai foi adquirida comercialmente e, em seguida, homogeneizada

com a finalidade de apresentarem a mesma composi¢ao durante todo o experimento. A
analise da porcentagem do teor lipidico realizada em laboratério para polpa de acai utilizada
neste trabalho foi de 6,02+0,02. Assim, ndo foi necessdrio acrescentar calorias a ra¢do dos
animais que ndo receberam suplementacdo com polpa de acai. A analise de umidade foi de
88%, e esta porcentagem foi considerada para o calculo de quantidade de polpa de agai
utilizada na suplementacgdo. O valor caldrico total, presente no rétulo da polpa de acai, é de
122 kcal para uma porc¢ao de 200 ml.

A dose de 2% utilizada no estudo foi a proposta por Souza e colaboradores (52), que
estudaram o uso de polpa de acai no modelo de hipercolesterolemia. A dose de 5% utilizada
no estudo foi proposta por Fragoso e colaboradores (53), que estudaram a suplementacao
de acai no modelo de carcinogénese de célon. A polpa foi adicionada a ra¢cdo comercial para
ratos a base de cereais da Nuvilab® (Nuvital Nutrientes S/A, Brazil). A composicdo
aproximada por kg de racdo é de 220g de proteina, 40g de gordura, 100g de mineral, 80g de
fibra, e 1.800UI de vitamina D. Inicialmente a rac¢do foi triturada para posterior adicdao de
polpa de acai, sendo que a mistura foi peletizada e, em seguida, secada em temperatura

ambiente. A racdo foi armazenada em freezer (-202C).

Infarto experimental
Apods anestesia com cloridrato de cetamina (70mg/kg) e xilazina (1mg/kg), por

via intraperitoneal, foi realizada toracotomia esquerda, entre o 4°e o 5° espacos
intercostais. O coracdo foi exteriorizado por compressdo lateral do térax e a artéria

coronaria descendente anterior foi ligada a aproximadamente 2 mm da origem, com fio de
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polivinil (5-0 Ethicon), entre a borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar.
A seguir, 0 coragdao foi rapidamenterecolocado na cavidade toracica, os pulmdes
expandidos por ventilagdao positiva com oxigénio a 100% e o térax fechado, com aspiragao

do pneumotérax (49-51).

Avaliagdo ecocardiogrdfica
Nos dois momentos (ecocardiograma inicial: apds 7 dias da cirurgia, e final: apds os 3

meses de acompanhamento) os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(50mg/kg) e xilazina (1mg/kg) via intramuscular. Em seguida foi realizada tricotomia da
regidao anterior do toérax dos animais e posicionados em decubito lateral esquerdo para a
realizacdo do ecocardiograma transtoracico. O equipamento utilizado foi o General Electric
Medical System, modelo Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor eletronico
multifrequencial de 5,0-11,5 MHz.

As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas no modo-M, obtidas com o
feixe de ultrassom orientado pela imagem bidimensional, na posicdo paraesternal eixo
menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o cursor do
modo-M entre os musculos papilares, logo abaixo do plano da valva mitral. As imagens da
aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na posicao paraesternal eixo menor, com o
cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. O registro da imagem
monodimensional (velocidade: 100mm/s) foi realizado por meio da impressora modelo UP-
890MD da Sony Co. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas de acordo com
as recomendacOes da American Society of Echocardiography (54) e ja validadas no modelo
de ratos infartados.

O ecocardiograma inicial foi realizado nos animais infartados para verificar o
tamanho do infarto e a fracdo de variacdo da area, com a finalidade de homogeneizar o
tamanho de infarto entre os grupos.

No ecocardiograma final, as estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos,
cinco ciclos cardiacos consecutivos. O diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE) e
as espessuras diastélicas da parede posterior do ventriculo esquerdo (EDPP) e do septo
interventricular (EDSIV) foram medidos no momento correspondente ao didmetro maximo

da cavidade. O didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo (DSVE) foi medido no momento da
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excursdo sistélica maxima da parede da cavidade. As areas diastdlicas e sistdlicas foram
medidas no modo bidimensional, por meio de planimetria, em dois planos paraesternais:
eixo maior e eixo menor. A espessura relativa do ventriculo esquerdo foi calculada pela
formula: [(2 X EDPP)/DDVE]. O indice de massa do ventriculo esquerdo foi calculado pela
formula: [(DDVE + EDPP + EDSIV)® — DDVE3] x 1,04/1000, sendo que 1,04 representa a
densidade especifica miocardica.

A avaliagdao dos fluxos transvalvar mitral e aodrtico foi realizada com o mesmo
transdutor, operando em 5,0 MHz, na posi¢do apical quatro camaras. A fung¢do diastdlica do
VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) pico de velocidade do enchimento diastélico inicial
(onda E); 2) pico de velocidade do enchimento diastélico tardio (onda A); 3) razao entre as
ondas E e A (E/A); 4) tempo de desaceleragdo da onda E (TDE); 5) tempo de relaxamento
isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e normalizados pela frequéncia cardiaca
(TRIV/RR®?); 6) pico de velocidade de deslocamento diastdlico inicial do anel mitral (E’) e
pico de velocidade de deslocamento diastdlico tardio do anel mitral (A’), obtidas pelo
doppler tissular; 7) razdo entre as ondas E e E’ (E/E’).

A funcdo sistélica do ventriculo esquerdo foi avaliada pelos seguintes indices: 1)
fracdo de variacdo de area (FVA=AD-AS/AD x 100); 2) velocidade de encurtamento da parede
posterior (VEPP), que é a tangente maxima do movimento sistélico da parede posterior; 3)
porcentagem de encurtamento endocardico [(DDVE-DSVE)/DDVE]; 4) velocidade maxima de
deslocamento sistélico do anel mitral (onda S) média obtida por doppler tissular; 5) indice de
performance miocardica do ventriculo esquerdo (indice de Tei). Algumas varidveis

ecocardiograficas foram normalizadas pelo peso corporal e pelo diametro da aorta.

Coleta de material bioldgico

Apds a realizagdo do ecocardiograma final, os animais foram eutanasiados com dose
excessiva de pentobarbital. O coracao foi lavado em soro fisioldgico e dissecado em atrio
direito (AD), atrio esquerdo (AE), ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE) foram
separados e pesados. Em seguida, os corac¢des tiveram o VE seccionado de 4 a 6 milimetros a
partir do apice, sendo um anel de aproximadamente 3 mm, pelo fato deste corte refletir a
média dos resultados dos tamanhos dos infartos de cortes de todo o ventriculo. A base e

ponta do VE, assim como o VD, foram colocados em nitrogénio liquido e depois
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armazenados em freezer a -80°C para posteriores dosagens bioquimicas. O sangue foi
coletado e centrifugado a 3.000 rpm, por 20 minutos a 4°C, e o soro foi coletado e

armazenado a -80°C.

Andlise histoldgica
Apos coleta, o anel do VE foi colocado em formol tamponado (formol a 10%) por 24

horas e, em seguida, foi lavado em agua corrente por mais 24 horas. Apds a fixacdo, os
tecidos foram armazenados em dlcool 70% e inclusos em blocos de parafina (55-57)
obtendo-se, a seguir, cortes coronais para posterior andlise histoldgica.

Foram realizados cortes histoldgicos de 4 um nos blocos de parafina e, os mesmos,
corados com solucdo Hematoxilina - Eosina (HE) para que posteriormente fossem aferidas as
areas seccional transversa dos midcitos (ASM) e do tamanho de infarto. Empregou-se
microscopio LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens digitais ao
computador com programa de analise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, USA). Foram mensuradas de 50 a 70 células por ventriculo analisado. Os
midcitos selecionados foram seccionados transversalmente, apresentaram forma redonda e
nucleo visivel no centro da célula. Este cuidado visou uniformizar ao maximo o conjunto de
midcitos dos diferentes grupos. As areas seccionais médias obtidas para cada grupo foram
utilizadas como indicador do tamanho celular.

O tamanho do infarto foi calculado pela soma do comprimento endocardico e
epicardico do segmento infartado em relagdo a soma do comprimento endocardico e
epicardico total do ventriculo esquerdo x 100. A quantificacdo do tamanho do infarto por
meio da andlise histolégica é considerada mais precisa do que a analise pelo
ecocardiograma. Isso se deve ao ecocardiograma quantificar apenas o perimetro
endocardico do infarto, que pode estar superestimado devido ao processo de expansdo do

infarto (58).

Determinag¢do da atividade das enzimas dos marcadores do estresse oxidativo e do
metabolismo energético
As enzimas do metabolismo energético e os marcadores de estresse oxidativo foram

determinados por método colorimétrico.
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Primeiramente foi realizada a extracdo de proteina em amostras de 100 mg do
ventriculo esquerdo, homogeneizadas em tampdo fosfato de sdédio (0,1M, pH 7,0) e
centrifugadas a 10.000 rpm, durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
utilizado para a determinagdo da concentragdo de proteina total; da atividade das enzimas
do metabolismo energético: lactato desidrogenase, fosfofrutoquinase, complexo piruvato
desidrogenase, citrato sintase, B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase; para atividade das
enzimas antioxidantes: superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase; e para a
concentragdo de hidroperdxido de lipidio. O pellet foi ressuspendido com tampao fosfato de
sodio 0,1M contendo 250mM de sacarose e 2mM de EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acético), e centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C, para posterior determinacdo da
atividade de NADH desidrogenase e de succinato desidrogenase (complexo enzimdtico
mitocondrial de cadeia respiratoria | e |, respectivamente) e da ATP sintase (59).

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

utilizados foram de procedéncia da Sigma (St. Louis, USA).

a) Determinag¢ao dos marcadores de estresse oxidativo
v’ Atividade da superdxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi determinada monitorando a inibicdo da reducdo do
nitroblutetrazélico (NBT) através de radicais superdxidos gerados em solugdo contendo

NADH?2 e fenazina metassulfato (60).
v’ Atividade da glutationa peroxidase (GPx)
Foi determinada a partir da oxidagao do NADPH; em meio a mistura reativa contendo
tampao fosfato de sédio, glutationa reduzida, azida sddica, EDTA, glutationa redutase, a qual

catalisa a reducao da glutationa oxidada (61).

v Atividade da catalase (CAT)
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A atividade enzimatica da catalase foi determinada em tampdo fosfato pH 7,0,
utilizando 15uL de amostra e perdxido de hidrogénio (30%). As leituras espectrofotométricas

foram realizadas a 240nm (62).

v’ Concentragdo de hidroperoxido de lipidio (HL)
O hidroperdéxido de lipidio foi determinado na presenca de sulfato ferroso amoniacal
(Fez*) e alaranjado de xilenol, acido sulfurico e butilato de hidroxitolueno (BHT) em mistura

de metanol 90% (63).

b) Determinagao da atividade das enzimas do metabolismo energético
v’ Lactato desidrogenase (LDH)
A atividade da LDH foi determinada de acordo com metodologia proposta por
Wilkinson (1965) (64) com a utilizagdo do método UV otimizado, onde foi medido o consumo
de NADH;, (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido) que é proporcional a

atividade da enzima presente na amostra.

v’ 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 oxidagdo do NADH,;, segundo método

descrito por Bass et al. (1969) (65).

v" Complexo piruvato desidrogenase (PIDH)

Na presenca de tampdo fosfato de potassio (50mM; pH 7,4) foi determinada a
atividade da PDH em mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato, coenzima A,
ditiotreitol, MgCL,, NBT (nitrobluetetrazdilico), piruvato de sédio e fenazina metasulfato,
onde foi medido a conversdo do piruvato em acetil-CoA através da velocidade da reducdo do

NAD (65).

v’ Citrato sintase (CS)
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A reacdo de condensacdo entre o grupamento acetil da molécula de acetil-CoA e
oxaloacetado, reagdo catalisada pela citrato sintase, cuja atividade foi determinada na
presenca dos substratos acetil-CoA e oxaloacetato e DTNB (dithiobis-2-nitrobenzoato) em

tampao fosfato Tris-HCI 50mM, pH 8,0 (65).

v" B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (B-OH-acil CoA-DH)
Foi determinada na presenca de tampao Tris-HCI 0,1M, pH 7,0, EDTA, acetoacetil-CoA
e NADH (65).

v' Determinacdo da atividade da NADH-desidrogenase (complexo )
A atividade do complexo | foi determinada pelo método de Singer (66) em um
sistema de reacdo composto por tampao fosfato de sédio 80mM pH 7,4, EDTA e NADH, onde

monitorou a velocidade de oxidagdao do NADH.

v’ Succinato desidrogenase (complexo Il)
A atividade enzimatica da succinato desidrogenase foi medida pelo método descrito
por Fischer et al. (1985) (67) em meio com tampdo fosfato de potdssio (50mM; pH 7,4),
contendo succinato de sddio, fenasina metassulfato e DPIP (diclorofenolindofenol), o qual

teve a absorbancia, a 600nm, diminuida.

v ATP sintase
A atividade da ATP sintetase foi determinada em meio tamponado (Tris-HCl 50mM;

pH 8,0), na presenca de MgCl,, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, LDH e piruvato quinase (68).

Determinagdo de malondialdeido
O malondialdeido (MDA) foi determinado no tecido e no soro. Para o tecido é

necessario realizar extragdo do lisado celular total. Para isso foi utilizado 100mg de tecido do
VE. A extracdo foi realizada na luz vermelha e um dia antes da andlise. O tecido foi
transferido para um tubo plastico com 500 pl de PBS e homogeneizado por 10 segundos, 2
vezes em aparelho Polytron (lka Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). Em outro

tubo, foi adicionado 500ul de PBS e colocou no aparelho Polytron (lka Ultra TurraxTM T25
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Basic, Wilmongton USA). O conteudo dos dois tubos foi transferido para um eppendorf. O
aparelho foi lavado antes de homogeneizar uma nova amostra. Todas as amostras foram
colocadas em um isopor fechado (abrigado da luz) e levadas para centrifugar a 3.000 rpm, 10
minutos, 42C. Em seguida, as amostras foram transferidas para um novo eppendorf e foi
realizado a quantificacdo segundo Bradford (69).

Para determinacdao do MDA no soro, é necessario apenas coletar a quantidade de
amostra necessaria, ou seja, 100ul.

A metodologia utilizada foi a descrita por Nielsen et al., (1997). Foi pipetado em um
tubo de vidro 100ul de amostra e adicionado 700ul de acido ortofosférico 1%, em seguida,
foi agitado por 10 segundos no vortex. Adicionou 200ul de TBA 42 mmol/L, agitou por 10
segundos no vortex, e depois aqueceu por 60 minutos a 1009C, seguido por banho de gelo
durante 10 minutos. Foi pipetado 200ul de amostra em um eppendorf e adicionou 200ul de
NaOH : metanol (1:12), agitou por 10 segundos no vortex. Em seguida, foi centrifugado por 3
minutos a 13.000 rpm e 200ul de sobrenadante foi utilizado para injecao (70).

Especificagcdes do aparelho de HPLC:

e Detector ultravioleta (UV — 532 nm)
e Fase mével: 0,5mL/min
e Volume de injecdo: 50ul

Os reagentes utilizados para a determinacdo foram: TBA (42mmol/L) - &cido
tiobarbiturico (0,6g de TBA + 80ml de agua, em seguida foi aquecido a 35-452C até dissolver
e completou com 100ml no balao volumétrico). Também foi utilizado NaOH:metanol (1:12)
(8g de NaOH em 100ml de agua) e a proporc¢ao de 1 vol de NaOH para 12 de metanol.

Para fase moével foi utilizado tampao fosfato: metanol (60V:40V), tampdo fosfato 1
mmol/L — pH 6,8 e acertou o pH com KOH (2mol/L). Em seguida foram preparados os
padrdes com: TEP (tetraetoxipropano 97%), solucdo mae (50ul de TEP em etanol - 400ml/L,
em baldo volumétrico de 25 ml), e solugdo intermedidria (0,5 ml da solu¢do mae em etanol -
400ml/L em baldo volumétrico de 100ml).

Os padrdes foram: P1: 0,61 umol,L (0,150ml de TEP em &gua), P2: 1,22 umol/L (0,300 ml
de TEP em agua), P3: 2,43 umol/L (0,600 ml de TEP em agua) e P4: 4,86 umol/L (1,200 ml de

TEP em agua).
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Os resultados apresentados para determinacdo do tecido cardiaco foram corrigidos

pela quantidade de proteina presente na amostra.

Determinagdo dos mediadores inflamatdrios e do inibidor tecidual de metaloproteinase-1
A dosagem de fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interferon-y (INF-y), interleucina-

10 (IL-10) e inibidor tecidual de metaloproteinase - 1(TIMP-1) foram realizadas pelo método
de ELISA sanduiche.

Primeiramente foi realizada a extragdo da proteina do tecido cardiaco adicionando-se
1,5 ml de tamp3do de extra¢do (50 mM de tampao fosfato de potdssio pH=7,0; 0,3 M sucrose;
0,5 mM de DTT; 1 mM de EDTA pH=8,0; PMSF 0,3 mM; NaF 10 mM e inibidor de protease
1:100) a 60 mg de tecido cardiaco. As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos, 2
vezes em aparelho Polytron (lka Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). O material foi
centrifugado por 20 minutos a 42 C e 12.000 rpm e o sobrenadante foi coletado. A
quantidade de proteina do extrato foi determinada pelo método de Bradford (69) e a
concentracdo final ajustada para 1 mg/ml. Nesse extrato proteico foi avaliada a
concentracdo de TNF-a, INF-y, IL-10 e TIMP-1.

Apds a extracdo de proteina, placas de 96 pogos (Nunc) foram recobertas com
solucdo contendo anticorpo purificado de captura anti-TNF-a, anti- INF-y, anti-IL-10 ou anti-
TIMP de rato (R&D Systems), diluidos em tampdo PBS. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente durante uma noite. Apds sucessivas lavagens com solucdo PBS —
Tween 20 (0,05%) foi adicionada 300 uL da solugdao de bloqueio, constituida de PBS
contendo 1% de albumina, com incubacdo por 2 horas, a temperatura ambiente. As placas
novamente lavadas foram incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com as amostras
e com as respectivas curvas padrdes, diluidas na base 2 em tampao PBS contendo 1% de
albumina. Decorrido o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos anti-TNF-a, anti- INF-y, anti-IL-10 ou anti-TIMP de rato biotinilados durante 2
horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente incubadas com
estreptoavidina diluido 1:200 em tampdo PBS contendo 1% de albumina, durante 20
minutos, a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e reveladas com OPD (Sigma). A

reagao foi interrompida por adi¢gao de H2SO4 16% e a leitura realizada em 492 nm.
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Determinagdo da expressdo proteica por Western Blot
Foi realizada a determinacdo da expressado da proteina fator nuclear eritréide-2 (Nrf-

2) (banda observada de 57kDa — Nrf-2), do coldgeno | e lll (banda observada de 90kDa e 70 —
75kDa, respectivamente), do NF-kB total e fosforilado (banda observada de 65kDa para
ambos), do marcador inflamatério TNF-a (banda observada de 25kDa), do marcador de

apoptose: caspase-3 (banda observada foi a ativa de 17kDa) pela técnica Western Blot.

a) Extragdo do lisado celular total

Para determinacao de todas as proteinas estudadas, exceto o Nrf-2, a extracdo de
proteina foi realizada utilizando-se amostras de 100 mg do ventriculo esquerdo
homogeneizadas com 1ml de tampdo de extracdo contendo NaCl 100 mM, Triton X-100 1%
(v/v), deoxicolato de sédio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v), glicerol 10% (v/v), Tris 10 mM (ph
7,4), EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sédio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de
proteases (P2714, Sigma- Aldrich). As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos, 2
vezes em aparelho Polytron (lka Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). A seguir, as
amostras foram centrifugado por 20 minutos, a 12.000 rpm e a 4° C. O sobrenadante foi
coletado e armazenadas em freezer a -80° C. A concentracdo de proteina total foi analisada
pelo método de Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA) como padrao (69).

b) Extracdo nuclear

Amostras de 60 mg de ventriculo esquerdo foram homogeneizadas com 500ul de
tampado de extragdo (10mM HEPES, 1,5mM MgCl2, 10mM KCl, 0,5mM DTT, 0,05% NP40). As
amostras foram homogeneizadas manualmente, com auxilio de bastdo de vidro.
Posteriormente, as amostras foram centrifugados a 3.000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi separado (fracdo citoplasmatica) e o pellet ressuspendido com tampao
(5mM HEPES, 1,5mM MgCl2, 0,2mM EDTA, 0,5mM DTT, 26% glicerol (v/v)) e NaCl. As
amostras foram homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em aparelho Polytron (lka Ultra
TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). Apds aguardar 30 minutos em gelo, as amostras
foram novamente centrifugadas a 15.000 rpm, por 20 minutos 4°C e coletado o

sobrenadante (fracdo nuclear), que foi utilizado para a quantificacido do Nrf-2. A
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concentracdo de proteina total foi analisada pelo método de Bradford utilizando curva de

BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrao (69).

c) Eletroforese em gel

Apds a quantificacdo da concentracdo de proteina, as amostras foram diluidas em
tampao Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul debromofenol 0,02% e B-
mercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5 minutos. Posteriormente, as amostras
(contendo 50 pg de proteina total) foram separadas por eletroforese utilizando sistema
Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi
realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris - HCL 240mM pH 6,7, poliacrilamida 40%,
APS e Temed) e de resolugao (Tris - HCL 240mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e
Temed) a 4° C.

A concentragdo do gel de empilhamento utilizada foi de 10% e a concentragao do gel
de resolucdo varia de 10 a 15%, de acordo com o peso molecular da proteina determinada.
No primeiro poco do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained
Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) e nos pocos seguintes os grupos foram pipetados de
maneira alternada. A corrida eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e 2 horas a 120 V
(Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina
192 mM e SDS 1%).

d) Transferéncia e Bloqueio

Apds a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se tampdo de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios inespecificos
de ligagdao do anticorpo primario a membrana foram bloqueados mediante incubagao com
solugao de 5% de leite em p6 desnatado, dissolvido em solugdo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0,
NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120 minutos a temperatura ambiente sob constante

agitacao.
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e) Incubagdo com os Anticorpos primario e secundario

Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios
especificos para cada proteina analisada, diluidos em solucdo basal. As membranas
permaneceram incubadas durante a noite a temperatura de 4°C, sob constante agitagao.
Apds a incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas em solugdo basal
pH 8,0 e incubadas com os anticorpos secunddrios especificos, diluidos também em solugao
basal. As membranas permaneceram incubadas por 1 hora e 30 minutos, a temperatura
ambiente, sob agitacdo constante. Posteriormente a membrana sera lavada em solugao
basal pH 8,0 e a imunodetecgao foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia
utilizando o Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, USA.
As imagens foram fotografadas no analisador de imagens Carestream Molecular Imaging
(Carestream Health, Inc, USA).

A expressdo de todas as proteinas analisadas foi normalizada pela expressdo da
proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).

A analise das imagens foi realizada no programa de andlise de imagens Gel pro
Image32 versdo 3.1.00 (Media Cybernetics, Rockville, MD, EUA), que mede as bandas escuras
em fundo claro do blot em unidade de imagem denominada pixel.

Ap0ds essa etapa, foram realizados procedimentos para a determina¢do do GAPDH. As
mesmas membranas foram lavadas em solucdo Stripping por 15 minutos em agitacdo
constante, e entdo, reiniciado o processo de bloqueio, incubac¢ao dos anticorpos para o
GAPDH e imunodeteccao da mesma forma descrita anteriormente.

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

Western Blot.

Os anticorpos primarios utilizados foram os seguintes:

38



Nrf-2, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 722), diluicdo
1:400.

Caspase 3, rabbit monoclonal I1gG (Cell Signaling Technology, Inc, Beverly, MA, USA,
9664), diluicao 1:500.

NF-kB total, mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 8008),
dilui¢ao 1:200.

NF-kB fosforilado, rabbit monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
3302), diluigdo 1:200.

Colageno |, rabbit polyclonal 1gG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 8784),
dilui¢ao 1:100.

Colageno Ill, mouse monoclonal IgG1 (Abcam plc, Inc, Massachusetts, US, ab 6310),
dilui¢ao 1:5.000.

TNF-a, rabbit monoclonal IgG (Cell Signaling Technology, Inc, Beverly, MA, USA,
11948S), diluigao 1:1.000.

GAPDH, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 32233),
dilui¢ao 1:10.000.

Os Anticorpos secundarios utilizados serao os seguintes:
Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2005).

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

Andlise estatistica

Os testes foram realizados por meio do software SigmaStat for Windows v2.03 da

SPSS. Os dados foram apresentados como média + erro padrdo. As variaveis com distribuicdo

ndao normal foram normalizadas por meio de transformacdao matematica mais adequada

para serem testadas no teste de ANOVA de duas vias. Para os dados que ndo conseguiram

ser normalizados, foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis (comparacdo entre os grupos

Sham: SAO, SA2 e SA5; e entre os grupos infartados IAO, IA2 e IA5) e Mann-Whitney

(comparacdo entre os grupos SAO e IAO; SA2 e IA2 e SAS e IA5) e realizado a correcdo por

Bonferroni (o valor de p foi multiplicado por 5, visto que foram realizadas 5 comparacdes).
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Para a comparacao do tamanho do infarto, area sistdlica e area diastdlica foi utilizado
o teste ANOVA de uma via e para avaliar a mortalidade entre os animais infartados, foi
utilizado teste x2. O teste de Andlise de Sobrevivéncia de LogRank foi utilizado para
comparar as curvas de sobrevivéncia dos animais infartados.

Foram analisados os efeitos do infarto (I), do acai (A) e a interagdo entre os fatores
(IxA) por meio do 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,
independentemente do efeito do outro fator, bem como a interagdo entre os dois fatores.
Quando ocorre interacdo significativa entre os fatores (p<0,05), torna-se importante
identificar os grupos que apresentam diferenca entre si. Para tanto, utilizou-se o teste de
comparacdes multiplas Holm-Sidak. No caso de interacdo entre os fatores, os dados foram
representados em graficos de barra tridimensionais, de modo a permitir a visualizacdo dos
seis grupos experimentais avaliados, bem como a influéncia de cada fator sobre as varidveis
estudadas.

Quando nado houve interagao entre os fatores, foram analisados os dados marginais,
a fim de saber se animais infartados diferem dos animais Sham e se os suplementados com
polpa de acai diferem daqueles sem suplementacdo. Neste caso, os dados e as diferencas
foram representados em graficos de barras.

Com base nessas consideracdes, discutimos os resultados da seguinte maneira: 1)
alteracgdes causadas pelo infarto, correspondendo as comparacdes entre os grupos SAO e IAO
na ocorréncia de interagdo, e as comparagdes entre todos os animais sem infarto e todos os
animais com infarto na auséncia de interacdo entre os fatores; 2) influéncia da
suplementacdo de polpa de acai no coragdo sem agressao, correspondendo as comparacoes
entre os grupos SAQ, SA2 e SA5 na ocorréncia de interagdo; 3) influéncia da suplementacao
de polpa de acai tanto no infarto como no coracdo sem agressao, correspondendo a
comparacao entre todos os animais sem suplementagao e todos os animais suplementados
com ambas as doses de polpa de acai na auséncia de interacdo entre os fatores; 4) influéncia
da suplementacdo de polpa de acai nos animais infartados, correspondendo a comparacao
entre os grupos IAO, 1A2 e IA5 na ocorréncia de interacao.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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Para andlise dos dados e a construcao dos graficos, foi utilizado software SigmaStat

para Windows versao 11.0 da SPSS (Systat Software, Inc).
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Resulbades



Numero de animais, mortalidade e tamanho do infarto
O numero de animais, mortalidade e tamanho do infarto estdo na Figura 1. Foram

utilizados 291 ratos Wistar machos, 44 animais foram submetidos a cirurgia simulada e a
mortalidade foi de 2 animais (4,5%), 247 animais foram submetidos ao infarto experimental
e apresentaram 126 mortes (49%), até 48 horas ap0ds a cirurgia.

Ap0ds 7 dias da realizagdo do procedimento cirurgico, foi realizado o primeiro estudo
ecocardiografico para afericdo do tamanho do infarto e da fracdo de variacdo de drea. Esse
ecocardiograma inicial foi realizado para garantir que o tamanho do infarto era semelhante
entre os grupos infartados antes do tratamento, os resultados estdo representados na
Tabela 1.

A principio, foram estudados 42 animais Sham, alocados em SAQ (n=14), SA2 (n=14) e
SA5 (n=14) e 117 animais IM, alocados em IAO (n=39), IA2 (n=42), IA5 (n=36). Porém,
durante os 3 meses de experimento, morreu 1 animal do grupo SA2. Em relacdo a
mortalidade nos animais infartados, morreram 8 animais do grupo IAO, 6 animais do grupo
IA2 e 5 animais do grupo IA5. N3ao houve diferenca na mortalidade entre os grupos
(p=0,728). Na Figura 2 estdo plotadas as curvas de sobrevivéncia dos animais infartados. A
comparac¢do do tempo de sobrevivéncia dos animais de cada grupo pelo teste LogRank nao
mostrou diferenca entre os grupos (p=0,486).

Apds 3 meses de experimento, foi realizada eutanasia dos animais sobreviventes e,
nos animais infartados, foi feito andlise histolégica para verificar o tamanho do infarto.
Foram excluidos os infartos inferiores a 30%. Desta maneira, excluimos 19 animais do grupo
IAO, 24 animais do grupo IA2 e 19 animais do grupo IA5. Assim, os grupos IAO, IA2 e IA5
ficaram com 12 animais cada. A compara¢dao do tamanho do infarto entre os grupos nao

apresentou diferencgas estatisticamente (1A0 42,8+1,9; IA2 39,7+2,7; IA5 42,1+1,8; p=0,556).
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Figura 1. Numero de animais, mortalidade e tamanho do infarto.
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SAOQ: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que receberam ragdo com suplementacdo
de 2% de acai; SA5: animais Sham que receberam ragdo com suplementagdo de 5% de agai; IAO: animais
infartados que receberam ragdo padrao; IA2 animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de

2% de agai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementac¢do de 5% de agai.
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Tabela 1. Estudo ecocardiografico inicial realizado 7 dias apds o IM.

Variavel IAO(n=39)  IA2(n=40) _ IA5(n=38) P
Area sistélica
39,3+1,77 37,3+2,10 38,5+2,20 0,782
(mm?)
Area diastolica
61,9+2,00 57,8+1,98 60,1+2,05 0,342
(mm?)
Tamanho do
34,5+1,77 34,5+1,59 33,741,65 0,924
infarto (%)
*FVA 37,0+1,63 37,0+2,10 37,611,96 0,909

Dados expressos em média * erro padrdo. *variavel normalizada para realizagdo do teste ANOVA de duas vias.
IAO: animais infartados que receberam ra¢do padrdo; IA2 animais infartados que receberam ragdo com
suplementacgao de 2% de agai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 5% de acai.

FVA: fracdo de variagdo da area.
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia dos animais infartados.
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IAO: animais infartados que receberam ra¢do padrdo; IA2 animais infartados que receberam ragdo com

suplementacgdo de 2% de acai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 5% de acai.

P do teste de Andlise de Sobrevivéncia de LogRank.
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Peso dos animais e consumo de ragGo
Os animais foram pesados semanalmente e o ganho de peso médio quinzenal por

grupo esta representado na Figura 3. Os pesos corporais iniciais e finais ndo apresentaram
diferenca significativa e estdo representados na Tabela 2. O consumo médio diario, em

gramas, de ragao consumida entre os grupos nao diferiu significativamente (Tabela 2).

47



Figura 3. Média de ganho de peso corporal em 90 dias de experimento apds a cirurgia.
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SAOQ: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que receberam ragdo com suplementacgao
de 2% de acai; SA5: animais Sham que receberam ragdo com suplementacdo de 5% de acai; IAO: animais
infartados que receberam ragdo padrao; IA2 animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de

2% de agai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementagao de 5% de agai.
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Tabela 2. Peso corporal inicial, final e consumo de ragdo diario.

Varidvel SAO0(n=14) SA2(n=13) SA5(n=14) IAO(n=12) 1A2(n=12) 1A5(n=12) p(l) p(A) p(IxA)
Peso corporal
266+8,95 260+9,08 27548,46 25245,04 260+7,82 258+7,19 0,133 0,605 0,595
inicial (g)
Peso corporal
43019,58 432+13,5 436+11,1 452+11,1 445+13,2 447+13,0 0,127 0,949 0,906
final (g)
Consumo de
23,0+0,55 22,610,72 23,7+0,61 24,8+0,53 23,1+0,49 23,2+0,81 0,257 0,254 0,194

ra¢ao (g/dia)

Dados expressos em média * erro padrao. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que receberam ra¢do com suplementac¢do de 2% de acai;
SAS5: animais Sham que receberam racdo com suplementacdo de 5% de acai; IAO: animais infartados que receberam ragdo padrdo; IA2 animais infartados que receberam

racdo com suplementacdo de 2% de agai; IA5: animais infartados que receberam rag¢do com suplementacdo de 5% de acai.
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Estudo ecocardiogrdfico
Os resultados obtidos pelo estudo ecocardiografico estdo nas Tabelas 3, 4 e 5

(varidveis morfoldgicas e funcionais).

O infarto causou alteracées morfolégicas, tais como maior didmetro sistélico e
diastélico do VE corrigidos pelo PC (Figuras 4 e 5), maior espessura diastélica da parede
posterior do VE (Figura 6) e maior espessura diastdlica do septo interventricular (Figura 7),
maior indice de massa do VE (Figura 8), maior didmetro do atrio esquerdo (Figura 9) e maior
didmetro do atrio esquerdo corrigido pela aorta e pelo peso corporal (Figuras 10 e 11).
Foram observadas alteragdes funcionais sistdlicas, como menor porcentagem de
encurtamento endocardico (Figura 12), menor velocidade de encurtamento da parede
posterior do VE (Figura 13), menor fracdo de ejecdo (Figura 14), menor fracdo de variacdo da
area do VE (Figura 15), maior indice de performance miocardica (Figura 16), menor onda
sistdlica do anel mitral lateral e septal (Figuras 17 e 18), e menor média da onda sistdlica do
anel mitral lateral e septal (Figura 19). Também foram observadas altera¢des funcionais
diastdlicas, como maior onda E do fluxo mitral (Figura 20), menor onda diastdlica tardia do
anel mitral lateral (Figura 21), menor média da onda diastdlica inicial do anel mitral lateral e
septal (Figura 22), menor média da onda diastdlica tardia do anel mitral lateral e septal
(Figura 23).

N3ao observamos influéncia da suplementacdo de polpa de acgai nas varidveis
ecocardiograficas no coracdo sem agressdo. Assim como ndo houve diferenca nas
comparagdes entre todos os animais sem suplementacao e todos os animais suplementados
com ambas as doses de polpa de acai.

Em relagdo a influéncia da suplementagdo de polpa de agai nos animais infartados,

ndo apresentaram diferencas nas variaveis ecocardiograficas no coracdo infartado.
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Tabela 3. Variaveis ecocardiograficas estruturais.

Varidvel SAO0(n=14) SA2(n=13) SA5(n=14) IAO(n=12) 1A2(n=12) 1A5(n=12) p(l) p(A) p(IxA)

*DSVE/PC
(mm/kg) 9,52+0,43  9,39%0,29  8,81+0,33 17,5+0,98 17,6x1,09 18,5+0,84 <0,001! 0,994 0,297

*DDVE/PC
18,4+0,31 18,8+0,51 17,8+0,49 22,7+0,76 22,940,98 23,310,76 <0,001! 0,901 0,428

(mm/kg)

*EDPP (mm) 1,35+0,02 1,39+0,02 1,38+0,02 1,6240,03 1,610,06 1,69+0,07 <0,005* 0,209 0,567
*EDSIV (mm) 1,3610,01 1,40+0,02 1,38+0,02 1,67+0,07 1,48+0,06 1,45+0,07 <0,005* 0,229 0,063
*Esp. Rel. 0,34+0,01  0,35+0,01  0,3610,01 0,3240,01 0,32+0,02 0,3310,01 0,165 0,133 0,928
*IMVE (g/kg) 1,69+0,04  1,82+0,07 1,67+0,07 3,2510,21 2,97%0,20 3,18+0,22 <0,001* 0,921 0,217
*AE (mm) 5,30+0,11  5,59+0,06  5,29+0,12 7,3110,34 6,6610,34 6,77+0,33 <0,005" 0,070 0,351
*AE/AO 1,3610,02 1,41+0,02 1,35+0,03 2,00+0,1 1,7610,10 1,84+0,10 <0,005* 0,216 0,245
*AE/PC (mm/kg) 12,4+0,27 13,1+0,42 12,2+0,33 16,410,96 15,2+1,07 15,3+0,92 0,005* 0,132 0,665

Dados expressos em média * erro padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. # foi realizado teste de Mann-Whitney e de Kruskal-
Wallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformagdes matematicas. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que
receberam ragdo com suplementagdo de 2% de acgai; SA5: animais Sham que receberam rag¢do com suplementa¢do de 5% de acai; IAO: animais infartados que
receberam ragdo padrdo; IA2 animais infartados que receberam ra¢do com suplementacdo de 2% de acai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com
suplementacdo de 5% de acai; |: fator infarto; A: fator acai; IXA: interacdo entre os fatores infarto e acai; ‘Comparacdo para o fator Infarto: animais infartados
diferentes dos animais Sham. PC: Peso corporal (kg); DDVE: diametro diastélico de ventriculo esquerdo; DSVE: diametro sistélico do ventriculo esquerdo; EDPP:
espessura diastdlica da parede posterior do ventriculo esquerdo; EDSIV: espessura diastélica do septo interventricular; Esp. Rel.: espessura relativa do VE; IMVE: indice

de massa do VE; AE: diametro do atrio esquerdo; AO: didmetro da aorta.
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Tabela 4. Variaveis ecocardiograficas da funcao sistélica do VE.

Varidvel SAO(n=14) SA2(n=13) SA5(n=14) IAO(n=12) 1A2(n=12) IA5(n=12) p(l) p(A) p(IxA)
*FC (bpm) 27949,09 276%11,2 267+10 277+12,7 2741134 290+14,5 0,857 0,412 0,699

% Enc. Endo 48,4+1,86 49,8+1,46 50,7+0,98 23,3%+2,32 23,7+1,97 21,0+1,74 <0,001' 0,851 0,38
VEPP (mm/s) 39,8+1,55 38,2+1,56 39,2+1,16 27,0+2,49 25,5+2,59 27,0+1,87 <0,001' 0,696 0,983
“FE 85,611,28  86,9+1,23  87,9+0,72 53,6£3,76 54,6+£3,53 49,9+3,2 <0,001! 0,794 0,338

*FVA 68,911,65 66,7t1,14  68,1+1,19 32,242,99 33,1+1,75 31,4+3,27 <0,005" 0,538 0,605
*Indice de Tei 0,49+0,01  0,49+0,02  0,4710,01 0,70+0,05 0,78+0,06 0,72+0,04 <0,001* 0,662 0,718
*S lateral (cm/s)  3,49+0,09  3,4310,12 3,610,11 3,15+0,08 2,82+0,12 3,29+0,18 0,045! 0,518 0,090
Sseptal (cm/s)  3,29+0,11  3,26%0,13  3,23+0,06 2,89+0,12 2,730,17 2,95+0,16 <0,001* 0,683 0,593
Smédia (cm/s)  3,39+0,09  3,35+0,08  3,4110,06 3,02+0,06 2,77+0,12 3,12+0,13 <0,001* 0,072 0,285

Dados expressos em média * erro padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. *foi realizado teste de Mann-Whitney e de Kruskal-
Wallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformagdes matematicas. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que
receberam ragdo com suplementa¢do de 2% de acgai; SA5: animais Sham que receberam ra¢do com suplementa¢do de 5% de acai; IAO: animais infartados que
receberam ragdo padrdo; IA2 animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 2% de acai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com
suplementacdo de 5% de acai; |I: fator infarto; A: fator acai; IXA: interacdo entre os fatores infarto e acai; ‘Comparacdo para o fator Infarto: animais infartados
diferentes dos animais Sham. FC: frequéncia cardiaca; % Enc. Endo.: porcentagem de encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede
posterior do ventriculo esquerdo; FE: fracdo de ejecdo; FVA: fragcdo de variacdo da é4rea; indice de Tei ou indice de Performance Miocérdica (avalia conjuntamente a
funcgdo sistdlica e diastélica, calculado considerando o tempo de contragdo isovolumétrica + tempo de ejecdo + tempo de relaxamento isovolumétrico); S lateral: onda

sistdlica do anel mitral lateral; S septal: onda sistdlica do anel mitral septal; S média.
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Tabela 5. Variaveis ecocardiograficas da funcao diastdélica do VE.

Variavel SAO(n=14) SA2(n=13) SA5(n=14) IAO(n=12) 1A2(n=12) 1A5(n=12) p(l) p(A) p(IxA)

“E mitral (cm/s) 78,611,76 79,2+1,97 79,6%1,42 96,715,66 78,516,73 87,747,49 0,03! 0,917 0,151
#A mitral (cm/s) 50,9+2,94 50,1+2,79 45,612,73 41,0+6,14 45,8+5,68 46,6+7,19 0,303 0,364 0,791
"E/A 1,6140,09 1,63+0,08 1,82+0,10 3,4710,75 2,4910,65 2,7940,79 0,173 0,209 0,336

*TDE (ms) 46,8+1,71 48,1+1,69 50,5%+1,37 44,1+3,66 49,3+4,43 47,0+3,56 0,501 0,261 0,625
*TRIV/R-R 57,1+1,95 56,4%1,46 55,5+1,37 57,5%2,66 68,814,24 62,2%3,76 0,926 0,769 0,099

%E’ lateral (cm/s) 3,7710,17 4,17+0,22 4,14+0,14 3,9540,23 3,4210,40 3,50+0,31 0,544 0,296 0,471
*A’ lateral (cm/s) 3,7810,21 3,4810,26 3,49+0,22 3,0010,28 3,0810,29 3,40+0,33 0,026 0,809 0,437
E’ septal (cm/s) 4,0140,21 4,1040,21 4,14+0,20 3,8610,23 3,8210,21 3,72+0,15 0,093 0,990 0,800
*A’ septal (cm/s) 3,55%0,25 3,4810,28 3,10+0,20 2,6910,21 2,61+0,31 3,66+0,42 0,085 0,468 0,093
E’ média (cm/s) 3,8910,16 4,14+0,19 4,14+0,12 3,91+0,17 3,6210,21 3,61+0,10 0,012 0,988 0,176
*A’ média (cm/s) 3,6610,20 3,4810,22 3,3%0,17 2,8510,23 2,8510,28 3,53+0,36 0,013! 0,583 0,100
*E/E’ média 20,5+0,70 19,6+0,99 19,440,63 24,3+1,75 21,9+2,13 21,8+2,60 0,075 0,521 0,654
E’/A’ média 1,1040,07 1,2240,07 1,3040,06 1,4540,12 1,3840,16 1,1640,14 0,156 0,781 0,075

Dados expressos em média + erro padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. #foi realizado teste de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis por ndo ter
passado no teste de normalidade apds transformagdes matemadticas. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que receberam ragdo com suplementacdo de
2% de agai; SA5: animais Sham que receberam ragdao com suplementagdo de 5% de agai; IAO: animais infartados que receberam ragdo padrdo; IA2 animais infartados que receberam
ragdao com suplementacgdo de 2% de agai; IA5: animais infartados que receberam ragao com suplementagdo de 5% de acai; |: fator infarto; A: fator agai; IxA: interagdo entre os fatores
infarto e agai; ‘Comparagdo para o fator Infarto: animais infartados diferentes dos animais Sham. E mitral: onda E do fluxo transmitral; A mitral: onda A do fluxo transmitral; TDE: tempo
de desaceleracdo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo; R-R: distdncia de um batimento a outro (para calculo do TRIV/R-R); TRIV/R-R: TRIV
normalizado para a frequéncia cardiaca (TRIV dividido pela raiz quadrada do R-R); E’ lateral: onda diastélica inicial do anel mitral lateral; A’ lateral: onda diastélica tardia do anel mitral

lateral; E’ septal: onda diastdlica inicial do anel mitral septal; A’ septal: onda diastdlica tardia do anel mitral septal; E’ média; A’ media; E/E’ média, E’/A” média.
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Figura 4. Diametro sistdlico do VE corrigido pelo peso corporal.
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Dados expressos em média * erro padrdo. VE: Ventriculo esquerdo; DSVE: Diamentro sistdlico do VE; IM:

infarto. *=p<0,001.
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Figura 5. Diametro diastélico do VE corrigido pelo peso corporal.
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Dados expressos em média + erro padrdo. VE: Ventriculo esquerdo; DDVE/PC: Didmentro diastélico do VE

corrigido pelo peso corporal; IM: infarto. *=p<0,001.

55



Figura 6. Espessura diastélica da parede posterior do VE.
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Dados expressos em média *+ erro padrdo. VE: Ventriculo esquerdo; EDPP: Espessura diastdlica da parede

posterior do VE; IM: infarto. *=p<0,005.
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Figura 7. Espessura diastélica do septo interventricular.
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Dados expressos em média = erro padrdo. VE: Ventriculo esquerdo; EDSIV: Espessura diastdlica do septo

interventricular; IM: infarto. *=p<0,005.
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Figura 8. indice de massa do VE.
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *=p<0,001.
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Figura 9. Diametro do atrio esquerdo.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AO: Didmetro do atrio esquerdo; IM: infarto. *=p<0,005.
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Figura 10. Diametro do atrio esquerdo corrigido pelo diametro da aorta.
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Dados expressos em média * erro padrdo. AE/AO: Didmetro do atrio esquerdo corrigido pelo didmetro da

aorta; IM: infarto. *=p<0,005.
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Figura 11. Diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal.
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Dados expressos em média * erro padrdo. AE/PC: Didmetro do &trio esquerdo corrigido pelo peso corporal; IM:

infarto. *p=0,005.
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Figura 12. Porcentagem de encurtamento endocardico.
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Dados expressos em média + erro padrdo. % Enc. endo: Porcentagem de encurtamento endocardico; IM:

infarto. *=p<0,001.
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Figura 13. Velocidade de encurtamento da parede posterior do VE.
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Dados expressos em média + erro padrdo. VE: Ventriculo esquerdo; VEPP: Velocidade de encurtamento da

parede posterior do VE; IM: infarto. ¥*=p<0,001.
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Figura 14. Fracdo de ejecdo do VE.
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Dados expressos em média + erro padrdo. FE: Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; IM: infarto. *=p<0,001.
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Figura 15. Fracdo de variacdo da area do VE.
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Dados expressos em média * erro padrdo. VE: Ventriculo esquerdo; FAV: Fracdo de variacdo da area do VE; IM:

infarto. *=p<0,005.
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Figura 16. indice de Tei ou indice de performance miocardica.
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *=p<0,001.
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Figura 17. Onda sistdlica do anel mitral lateral.
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Dados expressos em média + erro padrdo. S lateral: Onda sistdlica do anel mitral lateral; IM: infarto. *p=0,045.
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Figura 18. Onda sistdlica do anel mitral septal.
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Dados expressos em média + erro padrdo. S septal: Onda sistélica do anel mitral septal; IM: infarto. *=p<0,001.
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Figura 19. Média da onda sistdlica do anel mitral lateral e septal.
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *=p<0,001.
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Figura 20. Onda E do fluxo transmitral.
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Dados expressos em média + erro padrdo. E mitral: Onda E do fluxo transmitral; IM: infarto. *p=0,03.
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Figura 21. Onda diastolica tardia do anel mitral lateral.
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Dados expressos em média + erro padrdo. A’ lateral: Onda diastdlica tardia do anel mitral lateral; IM: infarto.

*p=0,026.
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Figura 22. Média da onda diastdlica inicial do anel mitral lateral e septal (funcdo diastdlica

realizada por meio do ecocardiograma).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *p=0,012.
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Figura 23. Média da onda diastdlica tardia do anel mitral lateral e septal (funcdo diastdlica

realizada por meio do ecocardiograma).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *p=0,013.
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Estudo morfométrico do ventriculo direito e esquerdo, dtrio direito e esquerdo
Os resultados obtidos no estudo morfométrico estdo representados na Tabela 6.

O infarto apresentou maior peso do VD e VE corrigidos pelo peso corporal (Figuras 24
e 25). Ndo observamos influéncia da suplementacdo de polpa de acai no estudo
morfolégico no coragdo sem agressao. Assim como nao houve diferenga nas comparagdes
entre todos os animais sem suplementacdo e todos os animais suplementados com ambas
as doses de polpa de acai. Em relacdo a influéncia da suplementacdo de polpa de acgai nos
animais infartados, ndo apresentaram diferengas nas varidveis morfométricas no coragao

infartado.
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Tabela 6. Estudo morfométrico dos tecidos.

Variavel SA0(n=13) SA2(n=13) SA5(n=14) IAO(n=11) 1A2(n=12) I1A5(n=12) p(l) p(A) p(IxA)
*VD/PC
0,48+0,03 0,55+0,07 0,52+0,03 0,73+0,10 0,7540,11 0,70+0,05 <0,001' 0,436 0,803
(mg/kg)
*VE/PC
1,81+0,04 1,83+0,09 1,73+0,08 2,02+0,05 1,96%0,09 1,8310,12 0,012 0,287 0,757
(mg/kg)
*A/PC (mg/kg) 0,12+0,01 0,17+0,03 0,13+0,01 0,53+0,27 0,19+0,03 0,22+0,03 0,150 0,453 0,522

Dados expressos em média * erro padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. *foi realizado teste de Mann-Whitney e de Kruskal-
Wallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformagGes matematicas. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que
receberam ragdao com suplementagdo de 2% de agai; SA5: animais Sham que receberam ra¢do com suplementacdo de 5% de acai; IAO: animais infartados que
receberam ragdo padrdo; IA2 animais infartados que receberam ragdao com suplementacdo de 2% de acgai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com
suplementacdo de 5% de acai; |: fator infarto; A: fator acafi; IXA: interac3o entre os fatores infarto e acai. ‘Comparacdo para o fator Infarto: animais infartados
diferentes dos animais Sham. VD: ventriculo direito; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; AD: atrio direito; AE: atrio esquerdo. O peso do tecido (mg) foi

normalizado pelo peso corporal (kg).
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Figura 24. Ventriculo direito normalizado pelo peso corporal em kg (estudo morfométrico).
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Dados expressos em média * erro padrdo. VD/PC: ventriculo direito normalizado pelo peso corporal; IM:

infarto. *=p<0,001.
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Figura 25. Ventriculo esquerdo normalizado pelo peso corporal em kg (estudo

morfométrico).
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Dados expressos em média * erro padrdo. VE/PC: ventriculo esquedo normalizado pelo peso corporal; IM:

infarto. *p=0,012.
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Andlise histolégica do miocardio do ventriculo esquerdo
O resultado obtido na analise histoldgica esta representado na Tabela 7.

O infarto apresentou maior area seccional dos midcitos (Figura 26). Ndo observamos
influéncia da suplementacdo de polpa de acai no estudo morfolégico no coragdo sem
agressao. Assim como nao houve diferenca nas comparagdes entre todos os animais sem
suplementacgdo e todos os animais suplementados com ambas as doses de polpa de agai. Em
relacdo a influéncia da suplementacdo de polpa de acai nos animais infartados, nao

apresentaram diferengas na analise histoldgica no corag¢ao infartado.
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Tabela 7. Andlise histoldgica no miocardio do VE.

Variavel SAO (n=8) SA2(n=8) SA5(n=8) IAO(n=8) 1A2(n=8) I1A5(n=7) p(l) p(A) p(IxA)

Area seccional dos 2071344 252+26,7 245+25,3 304+27,8 275%30,0 289+27,6 0,027* 0,923 0,422
midcitos (um?)
Dados expressos em média + erro padrdo. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que receberam ragdo com suplementac¢do de 2% de

acai; SA5: animais Sham que receberam ragdo com suplementagdo de 5% de acai; IAO: animais infartados que receberam ragdo padrdo; IA2 animais infartados que
receberam ragdo com suplementacgdo de 2% de acai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 5% de acai; |: fator infarto; A: fator agai; IxA:

interac3o entre os fatores infarto e acai. !Comparac3o para o fator Infarto: animais infartados diferentes dos animais Sham.
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Figura 26. Area seccional dos midcitos (analise histoldgica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *p=0,027.
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Avaliagdo do estresse oxidativo cardiaco no miocardio do ventriculo esquerdo
Os resultados para a avaliacdo bioquimica do estresse oxidativo estdo apresentados

na Tabela 8.

O infarto apresentou maior concentracdo de hidroperdxido de lipideo e
malondialdeido (Figuras 27 e 28), maior atividade de superdxido dismutase (Figura 29), além
de menor atividade da glutationa peroxidase e de expressao de Nrf-2 (Figuras 30 e 31).

N3do foi observado influéncia da suplementacdo de polpa de acai no coracdo sem
agressao em relacdo ao estresse oxidativo. Nao houve diferenca nas comparagdes entre
todos os animais sem suplementacdo e todos os animais suplementados com ambas as
doses de polpa de agai.

Em relacdo a suplementacdo de polpa de acai nos animais infartados, os grupos IA5 e
IA2 apresentaram menor concentra¢dao de malondialdeido em comparagdo ao grupo IAQ
(Figura 32). Também foi observado menor atividade de superdxido dismutase no grupo IA5
em comparac¢do com o grupo IA2 e IAO (Figura 33). Assim, a suplementacao de polpa de acai
parece ter resposta dose dependente, sendo possivel observar menor concentracdo de

malondialdeido e atividade de superdxido dismutase com o aumento da suplementacao.
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Tabela 8. Lipoperoxidacdo e atividade das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo no miocardio do VE.

Variavel SAO SA2 SAS IAO IA2 IA5 p(1) p(A) p(IxA)

(n) (8) (8) (8) (8) (8) (8)

*Hidroperéxido de

lpiden (mmol/ing) 250+10,9 241£13,5 251411,9 301£15,0 286£15,2 254+15,4 0,004 0,251 0,169
(n) (8) (8) (8) (8) (8) (8)

MDA tecido (umol/g) 0,35+0,05? 0,36+0,03° 0,31+0,04 1,32+0,25%AC 0,77+0,12°* 0,61+0,12¢ <0,001 0,013 0,023
(n) (8) (8) (8) (8) (8) (8)

MDA soro (pmol/L) 1,14:0,04  1,26:0,10  1,40%0,10 1,2240,18 1,16£0,09 1,11£0,11 0,259 0,798 0,27
(n) (8) (8) (8) (8) (8) (8)

Catalase (umol/mg) 64,5¢423  59,1#+511  56,614,04 47,8+3,17 61,0£3,62 60,5£7,0 0,351 0,709 0,065
(n) (8) (8) (8) (8) (8) (8)

SOD (nmol/mg) 7,06£0,36°  7,34t0,36°  7,59:0,31  8,95:0,38°C  874%0,54®  6,90:0,415C 0,011 0,095 0,006
(n) (8) (8) (8) (8) (8) (8)

GPx (nmol/mg) 45+3,1 43,9t1,87  45,6+1,82 34,6+1,44 39,9+2,31 43,6+2,92 0,006 0,133 0,179
(n) (8) (8) (7) (6) (8) (8)

Nrf-2 (unidade 1,45:0,31  1,48$0,39  1,21%0,38 1,05£0,34 0,66£0,18 0,75:0,16 0,029 0,674 0,760

arbitraria)

Dados expressos em média * erro padrdo. *variaveis normalizadas para realiza¢do do teste ANOVA de duas vias. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que
receberam ragdao com suplementagdo de 2% de agai; SA5: animais Sham que receberam ragdo com suplementagdo de 5% de agai; IAO: animais infartados que receberam ragdo padrao;
IA2 animais infartados que receberam ragdao com suplementagdo de 2% de agai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 5% de agai; I: fator infarto; A: fator
acai; IxA: interagdo entre os fatores infarto e agai. ‘Comparagdo para o fator Infarto: animais infartados diferentes dos animais Sham. MDA: malondialdeido; GPx: glutationa peroxidase;
SOD: superoxido dismutase; Nrf-2: fator nuclear eritrdide 2. Interagdo entre os fatores: as diferengas estdo representadas por letras, em que letras iguais designam as diferengas entre os
grupos = comparac¢do para o fator Infarto: (a—Infarto # Sham entre os grupos AO; b—Infarto # Sham entre os grupos A2); comparagGes para o fator Agai: (A—A0#A2 entre os grupos

infartados; B—A2#A5 entre os grupos infartados; C—A0=A5 entre os grupos infartados).
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Figura 27. Hidroperdéxido de lipideo no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *p=0,004.
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Figura 28. Atividade de malondialdeido no miocardio do VE (HPLC).
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Dados expressos em média = erro padrdo. MDA: Malondialdeido; IM: infarto; AO: Sem suplementag¢do; A2:

Suplementagdo de 2% de acai; A5: Suplementacdo de 5% de agai. *=p<0,001.
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Figura 29. Atividade de superdxido dismutase no miocardio do VE (bioquimica).

sOD (nmol/mg de tecido)

Dados expressos em média * erro padrdo. SOD: Superéxido dismutase; IM: infarto; AO: Sem suplementacao;
A2: Suplementagdo de 2% de agai; A5: Suplementacgdo de 5% de agai. *p=0,011.
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Figura 30. Atividade da glutationa peroxidase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *p=0,006.
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Figura 31. Expressdo proteica do fator nuclear eritréide 2 no miocardio do VE (Western

Blot).
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Dados expressos em média * erro padrdo. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham

que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de agai; SA5: animais Sham que receberam ragdao com

suplementacgdo de 5% de agai; IA2 animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 2% de acai;

IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementacdo de 5% de acgai. Nrf-2: Fator nuclear eitréide

2; IM: infarto. *p=0,029. A figura no topo a direita representa as bandas do Nrf-2 57KDa sobre as bandas do

GAPDH fotografadas.
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Figura 32. Atividade de malondialdeido no miocardio do VE (HPLC).
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Dados expressos em média + erro padrdao. MDA: Malondialdeido; IM: infarto; AO: Sem suplementagdo; A2:
Suplementagdo de 2% de agai; A5: Suplementacgdo de 5% de agai. *p=0,023.
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Figura 33. Atividade de superéxido dismutase no miocardio do VE (bioquimica)

sOD (nmol/mg de tecido)

Dados expressos em média * erro padrdo. SOD: Superdxido dismutase; IM: infarto; AO: Sem suplementacao;
A2: Suplementagdo de 2% de agai; A5: Suplementagdo de 5% de agai. *p=0,006.
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Avaliagdo do metabolismo energético cardiaco no miocdrdio do ventriculo esquerdo
Os resultados da avaliacdo das enzimas do metabolismo energético cardiaco e dos

complexos mitocondriais estdo apresentados na Tabela 9.

O infarto apresentou menor atividade do complexo piruvato desidrogenase e da
citrato sintase (Figuras 34 e 35), menor atividade do Complexo | e Il da cadeia respiratoria
(Figuras 365 e 37). Também observamos menor atividade da ATP sintase e de B-OH-acil CoA-
DH (Figuras 38 e 39) e maior atividade do LDH e (Figura 40).

Ndo observamos influéncia da suplementacdao de polpa de agai no metabolismo
energético no coragao sem agressao. Nas comparacdes entre todos os animais sem
suplementagdo e todos os animais suplementados, os animais suplementados com 5% de
polpa de acai apresentaram menor atividade de ATP sintase e maior atividade de B-OH-acil
CoA-DH em relagdo aos animais suplementados com 2% de polpa de agai e os animais sem
suplementacdo (Figuras 41 e 42). Também observamos que os animais suplementados com
2% e 5% de polpa de acgai apresentaram maior concentragdao de complexo piruvato
desidrogenase e de citrato sintase e em relacdo aos animais sem suplementacao (Figuras 43
e 44). Assim, a suplementacdo de polpa de acai parece exercer papel dose dependente no
metabolismo energético. Observamos maior atividade de B-OH-acil CoA-DH e menor a
atividade de ATP sintase, maior citrato sintase e maior complexo piruvato desidrogenase,
com o aumento da dose de suplementacao de polpa de acai.

Em relacdo a suplementacdo de polpa de acai nos animais infartados, o grupo IA5
apresentou maior atividade do Complexo | da cadeia respiratéria em comparagdo ao grupo
IA2 e o grupo IAO (Figura 45). Além disso, os grupos IA5 e IA2 apresentaram menor atividade
do LDH em comparacgao ao grupo IAO (Figura 46). Desta forma, a suplementacdo de polpa de
acai nos animais infartados parece exercer papel dose dependente, a maior atividade do

Complexo | e menor atividade de LDH ocorrem quando aumenta a suplementacao.
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Tabela 9. Atividade das enzimas do metabolismo energético cardiaco e dos complexos mitocondriais.

Variavel (nmol/g) SA0(n=8) SA2(n=8) SA5(n=8) IAO(n=8) 1A2(n=8) IA5(n=8) p(l) p(A) p(IxA)
“Fosfotrutoquinase 143+5,94 141+9,22 133+9,13 155+4,66 15245,42 143+9,23 0,129 0,939 0,447
Complexo piruvato

286+12,1 300£15,5 317+15,5 218+15,4 293+15,6 298+11,4 0,011! <0,001* 0,085

desidrogenase
*Citrato sintase 86,318,15 108+10,2 13149,87 51,8+2,37 62,615,27 62,6+3,95 <0,0011 0,002 0,291
*Complexo | 5,19+0,07° 4,99+0,14°>  5,11%0,10  3,39+0,29°¢ 3,37+0,35°8 4,78%0,225%¢ <0,001 0,015 0,015
Complexo Il 5,54+10,34 4,6610,34 4,7310,31 3,09+0,16 2,99+0,18 3,48+0,25 <0,0011 0,208 0,094
ATP sintase 37,4+0,91 35,911,16 31,4+1,39 20,6+1,01 21,9+1,06 20,1+0,98 <0,0011 0,007 0,054
B-OH-acil CoA-DH 33,1+2,02 33,611,87 37,2+1,54 20,2+1,45 19+1,6 24,6+1,41 <0,0011 0,014° 0,823

#Lactato

70,312,667 81,1+7,27 65,616,42  139+6,39°AC  70,1+1,77*  65,4%2,16¢ <0,005 0,88 <0,005

desidrogenase

Dados expressos em média * erro padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. #foi realizado teste de Mann-Whitney e de Kruskal-
Wallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformagdes matematicas. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que
receberam ragdo com suplementagdo de 2% de agai; SA5: animais Sham que receberam ra¢do com suplementa¢do de 5% de acai; IAO: animais infartados que
receberam ragdo padrdo; IA2 animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de 2% de acai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com
suplementacdo de 5% de acai; |: fator infarto; A: fator acai; IXA: interacdo entre os fatores infarto e acai. ‘Comparacdo para o fator Infarto: animais infartados
diferentes dos animais Sham. 2Comparac¢des para o fator Acai: ATP sintase e B-OH-acil CoA-DH: A0=A2, A2#A5, A0#A5; Complexo piruvato desidrogenase e Citrato
sintase: A0O#A2, A2=A5, AO#A5. Interacdo entre os fatores: as diferengas estdo representadas por letras, em que letras iguais designam as diferencas entre os grupos;
comparagdes para o fator Infarto: (a—Infarto # Sham entre os tratamentos AO; b—Infarto # Sham entre os tratamentos A2); comparagdes para o fator Infarto x Agai:

(A—AO0=A2 entre os animais infartados; B—A22A5 entre os animais infartados; C—A0#A5 entre os animais infartados).
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Figura 34. Atividade da piruvato desidrogenase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. PIDH: Piruvato desidrogenase; IM: infarto. *p=0,011.
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Figura 35. Atividade da citrato sintase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *=p<0,001.
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Figura 36. Atividade do Complexo | da cadeia respiratdria no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto; AO: Sem suplementagao; A2: Suplementagao de 2% de
acai; A5: Suplementagdo de 5% de agai. *=p<0,001.
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Figura 37. Atividade do Complexo Il da cadeia respiratéria no miocdrdio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *=p<0,001.
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Figura 38. Atividade da ATP sintase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto. *=p<0,001.
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Figura 39. Atividade da B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase no miocardio do VE

(bioguimica).
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Dados expressos em média + erro padrao. B-OH-acil CoA-DH: B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase. IM:

infarto. *=p<0,001.
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Figura 40. Atividade da lactato desidrogenase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. LDH: Lactato desidrogenase; IM: infarto; AO: Sem suplementacdo;

A2: Suplementagdo de 2% de agai; A5: Suplementagdo de 5% de agai. *=p<0,005.
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Figura 41. Atividade da ATP sintase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média * erro padrdo. AO: Sem suplementagdo; A2: Suplementacdo de 2% de acai; A5:

Suplementagdo de 5% de acai. *p=0,007.
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Figura 42. Atividade da B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase no miocardio do VE

(bioquimica).
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Dados expressos em média * erro padrdo. B-OH-acil CoA-DH: B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase. AO: Sem

suplementacgdo; A2: Suplementacgdo de 2% de agai; A5: Suplementacdo de 5% de agai. *p=0,014.
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Figura 43. Atividade da piruvato desidrogenase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média * erro padrdo. PIDH: Piruvato desidrogenase; AO: Sem suplementacdo; A2:

Suplementagdo de 2% de agai; A5: Suplementacgdo de 5% de agai. *=p<0,001.
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Figura 44. Atividade da citrato sintase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média * erro padrdo. AO: Sem suplementagdo; A2: Suplementacdo de 2% de acai; A5:

Suplementagdo de 5% de agai. *p=0,002.
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Figura 45. Atividade do Complexo | da cadeia respiratdria no miocardio do VE (bioguimica)
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Dados expressos em média + erro padrdo. IM: infarto; AO: Sem suplementagdo; A2: Suplementagdo de 2% de
acai; A5: Suplementagdo de 5% de acai. *p=0,015
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Figura 46. Atividade da lactato desidrogenase no miocardio do VE (bioquimica).
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Dados expressos em média + erro padrdo. LDH: Lactato desidrogenase; IM: infarto; AO: Sem suplementacdo;

A2: Suplementacdo de 2% de acai; A5: Suplementagdo de 5% de acai. *=p<0,005.
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Avaliagdo da produgdo de citocinas no miocardio do ventriculo esquerdo
Os resultados da avaliacdo da producdo de citocinas no miocardio do VE estdo

apresentados na Tabela 10.

O infarto apresentou maior concentracdao de IL-10 e menor concentracdo de INF-y
como representado nas Figuras 47 e 48.

Observamos que a influéncia da suplementacdo de polpa de agai no coragao sem
agressao, em relacdo a IL-10, o grupo SA5 apresentou maior concentracdo em comparacao
ao grupo SA2 e o grupo SAO (Figura 49). Desta forma, a maior concentragao de IL-10 parece
ter resposta dose dependente. Ndao houve diferenca nas comparacdes entre todos os
animais sem suplementacdo e todos os animais suplementados com ambas as doses de
polpa de acai.

Em relagdo a suplementacdo de polpa de agai nos animais infartados, o grupo IA5
apresentou menor concentracdo de IL-10 em comparacdo com o grupo |A2, e este
apresentou menor concentra¢do quando comparado com o grupo IAO (Figura 50). Assim, a

menor concentragao de IL-10 parece ter resposta dose dependente.
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Tabela 10. Producdo de citocinas inflamatdrias no miocardio do VE.

Variavel SAO SA2 SA5 IAO 1A2 IAS p(l) p(A) p(IxA)

(n) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
IL-10 (pg/mg) 3,21+0,47>f 4,81+0,71¢ 8,49+1,0%f  6,83+0,44>AC 4,75+0,62"B 2,48+0,27<BC 0,123 0,529 <0,001

(n) (6) (5) (5) (6) (6) (4)
INF-y (pg/mg) 0,48+0,19 1,05+0,32 1,33%0,22 0,48+0,18 0,62+0,27 0,13+0,08 0,008 0,276 0,054

(n) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
*TNF o (pg/mg) 0,1+0,1 0,02+0,02 0,78+0,47 0,24+0,16 0,92+0,49 0,53+ 0,33 0,699 0,250 0,427

(n)
. (6) (8) (8) (7) (8) (7)
TNFa (unidade
oL 4,17+1,12 2,74+0,46 4,58+1,08 2,34+0,77 3,1240,91 4,22+0,79 0,405 0,212 0,458
arbitraria)
(n)
. (8) (8) (6) (6) (6) (7)
NF-xB fosforilado
. o 0,85+0,10 1,24+0,14 1,08+0,21 1,2510,21 1,03%0,27 1,06%0,16 0,696 0,872 0,222
(unidade arbitraria)
) (8) (®) (6) (6) (6) 7)
NF-kB total (unidade
. 0,94+0,16 1,16%0,12 1,0910,25 1,20+0,17 0,9610,20 1,03+0,17 0,990 0,997 0,415
arbitraria)
(n) (8) (®) (6) (6) (6) 7)
*pNF-kB / NF-xB

1,010,1 1,05+0,05 0,97+0,13 1,02+0,07 0,8610,06 0,91+0,11 0,191 0,663 0,377

(unidade arbitraria)

Dados expressos em média + erro padrdo. *varidveis normalizadas para realizagdo do teste ANOVA de duas vias. #foi realizado teste de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis por ndo ter
passado no teste de normalidade apds transformagdes matematicas. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que receberam ragdo com suplementagdo de
2% de agai; SA5: animais Sham que receberam ragdao com suplementagdo de 5% de agai; IAO: animais infartados que receberam ragao padrao; IA2 animais infartados que receberam
ragao com suplementacgdo de 2% de agai; IA5: animais infartados que receberam ragao com suplementacdo de 5% de acai; I: fator infarto; A: fator agai; IxA: interagdo entre os fatores
infarto e acgai. ‘Comparacdo para o fator Infarto: animais infartados diferentes dos animais Sham. Interagdo entre os fatores: as diferengas estdo representadas por letras, em que letras
iguais designam as diferencas entre os grupos; comparagdes para o fator Infarto: (a—Infarto # Sham entre os tratamentos AO; c—Infarto # Sham entre os tratamentos A5); comparagdes
para o fator Agai: (e—A2#A5 entre os animais Sham; f—AO0#A5 entre os animais Sham); comparagdes para o fator Infarto x Agai: (A—AO0#A2 entre os animais infartados; B—A2zA5 entre

os animais infartados; C—AOQ=#A5 entre os animais infartados).
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Figura 47. Interleucina-10 no miocardio do VE (ELISA).
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Dados expressos em média * erro padrdo. IL-10: Interleucina-10; IM: infarto; AO: Sem suplementagdo; A2:

Suplementacgdo de 2% de acai; A5: Suplementac¢do de 5% de acai. *=p<0,001.
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Figura 48. Interferon gama no miocardio do VE (ELISA).
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Figura 49. Interleucina-10 no miocardio do VE (ELISA).
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Dados expressos em média * erro padrdo. IL-10: Interleucina-10; IM: infarto; AO: Sem suplementacgdo; A2:
Suplementagdo de 2% de acai; A5: Suplementac¢do de 5% de agai. *=p<0,001.
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Figura 50. Interleucina-10 no miocardio do VE (ELISA).
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Dados expressos em média * erro padrdo. IL-10: Interleucina-10; IM: infarto; AO: Sem suplementagdo; A2:
Suplementacgdo de 2% de acai; A5: Suplementacdo de 5% de acai. *=p<0,001.
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Determinagdo de inibidor tecidual de metaloproteinase-1, coldgeno I e Ill, caspase-3 no
miocdrdio do ventriculo esquerdo
Os resultados obtidos estdo representados na Tabela 11. O infarto apresentou maior

concentracdo de TIMP-1 (Figura 51) e maior expressao de colageno | (Figura 52).

Ndo observamos influéncia da suplementacdo de polpa de agai no coragdo sem
agressao. Assim como ndo houve diferenca nas comparacdes entre todos os animais sem
suplementacgdo e todos os animais suplementados com ambas as doses de polpa de agai.

Em relacdo a suplementacdo de polpa de acai nos animais infartados, observou-se
que os grupos IA5 e IA2 apresentaram menor concentragdo de TIMP-1 em comparagao com
o grupo IAO (Figura 53). Desta forma, a suplementacdo de polpa de acai nos animais
infartados parece exercer papel dose dependente, ou seja, menor concentragdo de TIMP-1

ocorre quando aumenta a suplementacao.
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Tabela 11. Determinacao de inibidor tecidual de metaloproteinase-1, colageno | e lll, caspase-3 no miocardio do VE.

Variavel SAO SA2 SA5 1A0 1A2 1A5 p(l) p(A) p(IxA)
(n) (6) (4) (2) (4) (4) (4)
*TIMP-1 (pg/mg) 8,94+2,482 9,42+0,90 18,1+8,85 51,4+13,5*A¢ 12,3+1,62* 8,25+1,95¢ 0,05 0,049 <0,001
(n)
. . (8) (6) (6) (6) (6) (6)
Colageno | (unidade 1
. 0,73+0,13 0,8710,17 0,7310,16 1,22+0,21 1,18+0,29 0,85+0,14 0,050 0,439 0,603
arbitraria)
(n)
. . (7) (6) (6) (6) (6) (6)
Colageno Il (unidade
L. 0,84+0,09 1,04+0,14 1,26%0,24 1,14+0,17 1,00%0,07 1,25+0,14 0,503 0,164 0,464
arbitraria)
(n)
Caspase-3 (8) (7) (8) (7) (8) (7)
1,88+0,58 2,81+0,73 3,21+0,65 1,58+0,42 2,6310,68 2,3610,65 0,397 0,182 0,853

(unidade arbitraria)
Dados expressos em média * erro padrdo. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; SA2: animais Sham que receberam ragdo com suplementac¢do de 2% de

acai; SA5: animais Sham que receberam ragdo com suplementagdo de 5% de agai; IAO: animais infartados que receberam ragdo padrdo; IA2 animais infartados que
receberam ragdo com suplementacdo de 2% de acai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementagao de 5% de acai; I: fator infarto; A: fator agai; IxA:
interacdo entre os fatores infarto e acai. 'Comparacdo para o fator Infarto: animais infartados diferentes dos animais Sham. Interacdo entre os fatores: as diferencas
estdo representadas por letras, em que letras iguais designam as diferencas entre os grupos; comparagdes para o fator Infarto: (a—Infarto # Sham entre os
tratamentos AQ); comparagGes para o fator Infarto x Acai: (A—A0#A2 entre os animais infartados; C—AO0zA5 entre os animais infartados). As proteinas colageno |,

colageno Il e caspase-3 foram normalizadas pelo GAPDH.
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Figura 51. Inibidor tecidual de metaloproteinase-1 no miocardio do VE (ELISA).

TIMP (pg/mg de proteina)

Dados expressos em média + erro padrdo. TIMP: Inibidor tecidual de metaloproteinase; IM: infarto; AO: Sem

suplementacgdo; A2: Suplementacdo de 2% de agai; A5: Suplementagdo de 5% de acai. *=p<0,001.
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Figura 52. Expressdo proteica do colageno | no miocardio do VE (Western Blot).

lAS; 1AZ2; 1AD; 5A5; 5A2; SAD
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1,4
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1,0
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0,6 A

0,4 -

Colageno | (unidade arbitraria)

0,2 A

SHAM IM

Dados expressos em média + erro padrdo. SAO: animais Sham que receberam ragdo padrdo; IAO: animais
infartados que receberam ragdo padrao; IA2 animais infartados que receberam ragdo com suplementagdo de
2% de acai; IA5: animais infartados que receberam ragdo com suplementa¢do de 5% de agai. IM: infarto.
*=p<0,05. A figura no topo a direita representa as bandas do coldgeno | sobre as bandas do GAPDH

fotografadas.
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Figura 53. Inibidor tecidual de metaloproteinase no miocardio do VE (ELISA).

60 1

TP (pe/me de proteina}

Dados expressos em média + erro padrdo. TIMP: Inibidor tecidual de metaloproteinase; IM: infarto; AO: Sem

suplementacgdo; A2: Suplementacdo de 2% de agai; A5: Suplementacdo de 5% de agai. *=p<0,001.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementagao de polpa de agai na
remodelacdo cardiaca apds infarto do miocardio. Nossos dados mostraram que o infarto
induziu, como esperado, alteracdes cardiacas morfoldgicas e funcionais, no estresse
oxidativo, no metabolismo energético, no processo inflamatdrio e no inibidor tecidual de
metaloproteinase. Além disso, a suplementacdo de polpa de acai, nos animais infartados,
atenuou o estresse oxidativo, melhorou o metabolismo energético, modulou o processo
inflamatério e diminuiu a concentracdo de inibidor tecidual de metaloproteinase, no
coracdo. E interessante observarmos que a suplementacdo de polpa de acai parece ter

resposta dose dependente.

Alteragdes cardiacas apds o infarto do miocdrdio
No modelo de infarto é importante conhecer o tamanho da area infartada. Areas de

infarto menores do que 30% n3o apresentam alteracdes cardiacas importantes. Area
infartada de 36%, 38% e 40%, apresentam alteragdes morfoldgicas, funcionais e
anormalidades clinicas (51). Desta forma, utilizamos apenas os animais que apresentaram
area de infarto avaliada pela analise histolégica maiores que 30%. Além disso, ndo se podem
comparar diferentes tamanhos de infarto. Por isso, a comparag¢ao dos grupos infartados no
nosso estudo possui o mesmo tamanho de infarto (IA0=42,8+1,9; |A2=39,7+2,7;
IA5=42,1+1,8; p=0,556).

O estudo morfolégico, realizado por meio do ecocardiograma, mostrou que os
animais submetidos ao infarto apresentaram maior diametros sistdlicos e diastélicos do VE
corrigidos pelo PC, acompanhado por maior espessura diastdlica da parede posterior do VE e
espessura diastdlica do septo interventricular, além de maior didametro do atrio esquerdo.
Em relacdo as altera¢des funcionais sistélicas, o IM apresentou menor porcentagem de
encurtamento endocardico, menor velocidade de encurtamento da parede posterior do VE,
menor fragcdo de ejecao e fracao de variacdo da drea do VE. Provocou aumento do indice de
performance miocardica e diminuicdo da onda sistdlica do anel mitral lateral e septal, e
menor média da onda sistélica do anel mitral lateral e septal. Esses achados caracterizam
gue houve piora da funcdo sistdlica apds o IM. Também foram observadas alteracdes
funcionais diastélicas, como maior onda E do fluxo mitral, menor onda diastdlica tardia do

anel mitral lateral e septal, menor média da onda diastélica inicial do anel mitral lateral e
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septal, menor média da onda diastdlica tardia do anel mitral lateral e septal. De acordo com
esses dados, foi possivel observar que houve piora da fungao diastélica apds o IM.

O infarto também apresentou maior massa do VE no estudo ecocardiografico e maior
peso do VE corrigido pelo PC, realizado por meio do estudo morfométrico. Estes dados
associados com a darea seccional dos midcitos mostraram que houve hipertrofia no coracdo
infartado.

O encontro de altera¢des na massa e no volume cardiaco e de disfuncdo sistdlica e
diastdlica no estudo ecocardiografico confirmam a remodelagdo cardiaca (5-10). Entre as
alteragGes celulares e moleculares foram encontradas o estresse oxidativo, a inflamagado, e
altera¢des no metabolismo energético cardiaco que ocorrem no processo de remodelacdo
cardiaca (5-7).

Entre as alteracGes do estresse oxidativo, que ocorre quando ha desequilibrio entre a
producdo de EROs e as reservas antioxidantes do miocdrdio (12). Neste trabalho, o infarto
apresentou maior concentracdo de hidroperéxido de lipideo. Este dado sugere maior
estresse oxidativo apds o IM, ja que este é considerado marcador de estresse oxidativo. Este
trabalho foi o primeiro, dentre os realizados em nosso grupo de pesquisa, que realizou a
determinacdao de MDA. Por meio desta, observamos sua maior concentracdo no tecido
cardiaco. Dentre os danos causados pelo estresse oxidativo, destaca-se a peroxidacao
lipidica, que acarreta alteragdes na estrutura e permeabilidade celular. O MDA ¢é
proveniente da peroxidacao lipidica e importante biomarcador para avaliar o grau do dano
oxidativo, portanto, encontra-se em concentracdes elevadas em patologias associadas ao
estresse oxidativo (15, 16, 71).

A SOD é responsavel pela dismutacdo do radical superdxido para hidroperéxido de
hidrogénio, e este, posteriormente, é convertido em agua pela catalase e glutationa
peroxidase (72). Além disso, a SOD é considerada a primeira linha de defesa para proteger a
mitocondria contra os efeitos deletérios dos radicais superéxido em condigdes
fisiopatoldgicas e patoldgicas (73). Desta forma, a maior atividade de SOD nos animais
infartados poderia ser explicada pela maior producdo de radical superdéxido na cadeia
respiratdria, evidenciado pela menor atividade do Complexo | e Il mitocondrial. De fato, esta

documentado maior producdo de superdxido e outras espécies reativas na remodelacdo
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cardiaca e na insuficiéncia cardiaca (74). Esses dados também foram encontrados em
trabalhos prévios realizados com animais infartados em nosso laboratério (31, 32). A
glutationa peroxidase é uma enzima antioxidante e ndo sé catalisa hidroperdxido de
hidrogénio, mas também previne a formag¢ao de outros radicais téxicos (75, 76). Assim, a
menor atividade de glutationa peroxidase nos animais infartados pode estar relacionada
com piora do estrese oxidativo.

E importante ressaltarmos que o Nrf-2 é um fator de transcri¢do que se liga a regido
promotora de varios genes da resposta antioxidante, como enzimas antioxidantes e enzimas
de fase Il. Em condi¢gdes normais, o Nrf-2 é retido no citoplasma pelo Kelch-like ECH-
associated Protein 1 (Keap-1) e, assim, inativa. O homodimero de Keap-1 serve de
intermediario a ligase E3 ubiquitina (Cul3-Rbx1), que marca por ubiquitinacdo a proteina Nrf-
2 para degradacdo proteossomal. Posto isto, a proteina Nrf-2 ubiquitinada apresenta
concentracdo basal baixa, resultante do balanco entre a sintese e a degradacado
proteossomal (77). Quando a célula se encontra sob estresse oxidativo, o sistema Keap
1/Nrf-2 é ativado e o Nrf-2 se desliga do Keap-1 e migra para o nucleo, onde se liga a regies
especificas do DNA (elementos de resposta antioxidante — ARE), regulando a expressdo de
enzimas antioxidantes (78, 79). Estudos tém mostrado que dependendo do agente indutor
do estresse oxidativo, da intensidade, duracdo, do tipo de célula e seu estado fisioldgico,
diferentes vias de sinalizacdo antioxidante sdo ativadas (80). Assim, na fase inicial da
patologia, existe transloca¢cdao do Nrf-2 para o nucleo e consequente ativagdao do ARE para
defender o coracdo do estresse oxidativo. Entretanto, na fase cronica, a via do Nrf-2 pode
estar exaurida ou suprimida pela expressdo genética anormal do Nrf-2, causando a falha da
manutencdo da homeostase redox, por meio das enzimas mediadas pelo ARE. Ha relatos
gue o Nrf-2 esta envolvido na prote¢do do coracao contra hipertrofia cardiaca e IC, isso se
deve a supressdo do estresse oxidativo (81). Neste trabalho o infarto apresentou menor
expressao de Nrf-2, assim, este achado sugere participacdo desta via no processo de
remodelacdo cardiaca apds o IM (82).

A regulacdo do metabolismo energético é essencial no coracdo. Nossos dados
mostraram que o infarto apresentou menor atividade de citrato sintase, Complexo | e Il da

cadeia respiratoria, ATP sintase e B-OH-acil CoA-DH. Também observamos maior atividade

119



do LDH e menor atividade do complexo piruvato desidrogenase. Isso ocorre devido a
remodelacdo cardiaca apds a isquemia, com isso o coragdo passa a produzir muito lactato,
aumentando o metabolismo anaerébico de carboidratos e atividade de LDH (83, 84).

A inflamagdo constitui processo vital em resposta a dano celular e é acompanhada
por sequéncia de eventos para responder a cicatrizacdo. Nossos dados mostraram que nesta
fase pds-infarto observamos alteracdo do processo inflamatério, por meio da menor
concentracdo de INF-y e maior concentracdo de IL-10. Em outros trabalhos realizados em
nosso laboratério, também observamos que o infarto reduziu a concentragdo de IFN-y (31,
32). Outra citocina importante é a IL-10, ha relatos de que a IL-10 aumenta sua concentragao
apos o IM e pode suprimir a expressdo das citocinas pré-inflamatérias no miocardio
infartado (85, 86). O maior valor de IL-10 no IM pode significar a maior controle do processo
de inflamacdo nesta fase (86). Esta controle da inflamacdo pode ser observada pelos valores
normais de TNF-a como os valores de NF-kB (fosforilado, total e sua relagao).

A participagao da matriz extracelular e seus elementos estruturais, como coldgeno e
outras proteinas, também tem importancia no processo de remodelagdo apds o IM. A
estrutura e funcdo da matriz extracelular sdo mantidas pelas MMPs, enquanto que sua
atividade no coracdo é regulada pels TIMPs, destacando-se o TIMP-1. Desta forma, o
aumento da producdo de TIMP estd associado com menor degradacdo de coldgeno e
subsequente fibrose (87). Por outro lado, a degradacdo excessiva da matriz extracelular
pode levar a expansdo do VE e esta associada a IC (88). No nosso estudo o aumento de TIMP
nos animais infartados era esperado, como consequéncia ao aumento das MMPs (87). Por
ndo termos a avaliagcdao das MMPs fica dificil de dizer se estamos presente a uma situacao de
sintese de colageno (predominancia da TIMP) ou de degradacdo (predominancia das MMPs)
(87).

A predominancia das MMPs faz com que o coldgeno Il (normal) seja substituido pelo
coldgeno tipo | (anormal) (87, 89). O encontro de maior expressdao do coldgeno tipo | no
nosso estudo pode estar mostrando a predominancia das MMPs sobre o TIMP (87). O
acumulo do colageno tipo | pode explicar parte da disfuncdo diastélica encontrada no nosso

experimento (11).
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Outro mecanismo descrito como possivel responsdvel pelo desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca em coragdes remodelados é a apoptose ou morte celular programada
(90). A apoptose permite ao organismo remover as células indesejadas durante seu
desenvolvimento, durante a homeostase normal e processos patoldgicos (91, 92). Para
ocorrer apoptose é necessario a interacdo de fatores pro e anti-apoptéticos (93). Dentre os
fatores pré-apoptoticos, destacam-se as proteinas caspases, que sdao proteases sintetizadas
como precursores inativos (pro-caspases), que sao ativados quando a célula recebe algum
sinal de morte (94). Elas estimulam uma cascata de sinalizagdo, por meio da clivagem de
varios substratos, que vao desencadear alteragées morfolédgicas e bioquimicas na célula, as
quais irdo resultar em morte celular (94, 95). Entretanto, semelhante a estudo anterior
realizado em nosso laboratoério (5, 31), nosso trabalho ndo mostrou alteracdo da expressao
da caspase-3, na forma ativa, trés meses apdés o IM. Contudo, existem mediadores
apoptoéticos independetes da caspase, como o fator de inducdo de apoptose (AIF) e a
endonuclease G (Endo G) (96). Estas proteinas estdo presentes no espaco intramembranoso
da mitocondria e induzem apoptose por meio de sua migracdo do citosol para o nucleo,
assim, participam da condensacdo da cromatina e fragmentacdao do DNA, independente da
ativacdo das caspases (97, 98). Desta forma, a ndo alteracdo da expressao da caspase-3 nao
significa que ndo ha apoptose, jd que esta pode ocorrer independente da ativacdo das
caspases.

Desta forma, o infarto induziu alteracdes morfoldgicas, disfuncao sistélica e
diastdlica, além de maior estresse oxidativo, alteracdes no metabolismo energético e no
processo inflamatdrio e maior concentracao de inibidor tecidual de metaloproteinase, no
coracdo. Portanto, com base nas alteracdes encontradas, pode-se inferir que o nosso
protocolo foi eficiente para a inducdo de alteragdes morfofuncionais no coragdao apds o
infarto experimental e essas alteragdes também foram semelhantes aos achados de estudos

anteriores (8, 9, 11-13, 31, 32).

Influéncia da suplementacgéo de polpa de agai no coragdo “normal”
A suplementacdo com acai promoveu alteracdes apenas nos marcadores de

|II

inflamacao e do metabolismo energético no coragdao chamado de “normal”. A concentragao

de IL-10 estava maior nos grupos Sham que receberam acai (grupo SA5 apresentou maior
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concentracgdo da IL-10 em comparac¢do com os grupos SA2 e SA0) e resposta diferente destas
no grupo IM com agai. O agai pode conter uma série de compostos bioativos que modulam a
atividade pro e anti-inflamatdria (99). No nosso estudo a maior concentracdo tecidual de IL-
10 pode estar mostrando maior atividade anti-inflamatdéria do acai. Esta propriedade do agai

pode atenuar qualquer processo inflamatdrio tanto na fase aguda, como na crénica (99).

Influéncia da suplementagédo de polpa de agai no coragdo infartado
A suplementacdao de polpa de acgai promoveu alteragcdes metabdlicas no coragao

infartado. Com relagdo ao estresse oxidativo, verificamos menor estresse oxidativo avaliado
pelo MDA nos grupos que receberam polpa de acgai. Esta acdo antioxidante do acai foi
observada também em ratos hipertensos (36). No nosso estudo, também foi observada
menor atividade de SOD no grupo com maior dose de acai. A menor resposta da SOD pode
ser indicadora de maior equilibrio da producdo de EROs e as reservas antioxidantes, e esta
resposta foi observada no modelo de inflama¢do pulmonar aguda por Moura e
colaboradores (39). A a¢do antioxidante do acai também foi encontrada em outros estudos e
estd associada a alta concentracdo de antocianinas e flavondides presentes no fruto (39, 41,

100).

Figura 4. Influéncia da suplementacado de acai nos cora¢des dos animais.
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Figura elaborada de acordo com Lopaschuk e colaboradores (24).
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Quanto ao metabolismo energético, observamos que a suplementacdo de acai
parece melhora-lo. Esta melhora do metabolismo energético pelo acai também foi verificada
em modelo de lesdo renal por isquemia e reperfusdao em ratos (101). Desta forma, a
suplementacdo de acai parece melhorar a eficiéncia do metabolismo energético, uma vez
que aumentou a oxidagao de acidos graxos, do ciclo do citrato e a glicélise. Além da maior
oxidacdo de dcidos graxos como substrato energético, que é caracteristica de cora¢des sem
agressao, também observamos menor atividade de LDH, que sugere menor utilizagdo da
glicose oxidada como substrato (23). O uso de alimentos com propriedade antioxidante,
como o alecrim, no modelo de infarto experimental, também melhoraram as varidveis do
metabolismo energético (31), mostrando a importancia da atenuagdo do estresse oxidativo
na melhora do metabolismo energético.

Como foi mencionado acima, o a¢ai modificou a resposta anti-inflamatadria do infarto.
Em relacdo a citocina anti-inflamatdria IL-10, encontramos menores concentracdes nos
grupos suplementados com polpa de acai. Este achado pode estar mostrando que o
processo inflamatdrio ja esta equilibrado e que ndo ha necessidade de maior producdo de
citocinas anti-inflamatdrias. Assim, a IL-10 pode ser marcador de melhora do estresse
oxidativo e do metabolismo energético do coracdo. Este dado pode ser devido a elevada
guantidade de polifendis presentes no fruto (39, 41, 100).

A menor concentra¢ao de TIMP nos grupos suplementados com polpa de acai pode
ser marcador de menor remodelacdo cardiaca. Esse dado sugere que neste periodo de 3
meses apds o IM, estd ocorrendo menor degradag¢ao da matriz extracelular e, desta forma,

ndo ha necessidade de inibir esta degradacdo e ocorreria a menor sintese de TIMP (87).

Equivaléncia da suplementagdo de polpa de agai de ratos para seres humanos
E importante destacar a relevancia clinica dos resultados descritos no presente

estudo. Apesar dos avancos na pesquisa cardiovascular, o infarto do miocardio ainda é uma
das principais causas de morbimortalidade no Brasil e no mundo, podendo levar a disfungao
ventricular e IC. Neste sentido, a suplementacdo com polpa de acai poderia ser medida
coadjuvante no tratamento de pacientes com IM apds a seguranca e eficacia de seu uso ser

testada em estudos de intervencao.
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Para se ter uma ideia da quantidade de acai a ser usada em estudos em humanos
pode ser calculada a partir dos dados do nosso estudo utilizando a equagao de equivaléncia
de dose proposta por Reagan-Shaw e colaboradores (102). Ao considerar que um rato
consome em média 25 gramas de ragao por dia. Concentragdes de 2% e 5%, equivalem a 0,5
e 1,25 gramas de polpa de acai adicionadas na racdo por dia, respectivamente. Para calcular
a dose equivalente em humanos, 0,5 gramas de polpa de agai no rato equivalem a 15,6
gramas em humanos, enquanto 1,25 gramas de polpa de acai no rato equivalem a 39 gramas
em humanos. A quantidade de 15 gramas de polpa de agai pode ser convertida em uma
colher de sopa, enquanto que 39 gramas equivalem a aproximadamente 2,5 colheres de
sopa didrias. Desta maneira, a quantidade ndo é muito grande e o acai é um produto que

pode ser encontrado com facilidade o ano inteiro no Brasil, além do preco ser acessivel.

Limitagdes do estudo
Nosso estudo sugere que a suplementacdo com polpa de acai atenuou a

remodelacdo cardiaca, porém ndo influenciou nas alteracdes morfoldgicas e funcionais
observadas por meio do estudo ecocardiografico. Esse dado sugere que com a maior
duracdo do experimento, seria possivel observar essas alteragdes. Levando em conta que
com a suplementagao realizada no periodo de 3 meses e foi possivel observar melhora do
estresse oxidativo, do metabolismo energético e do processo inflamatério no coragao apds o
IM. O presente estudo ndo foi delineado para determinar a melhor dose de acdo do acai.
Entretanto, podemos afirmar que as respostas positivas obtidas com as concentragdes de 2
e 5% foram dose dependentes.

Desta forma, é necessario mais estudos sejam realizados, que associem a
suplementacdo de polpa de acai com o infarto do miocdrdio, com o intuito de elucidar os
mecanismos envolvidos, quantidade necessarias para atenuar o processo de remodelacdo

cardiaca.
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Conclui-se que a suplementacdo da racdo com polpa de acai nos animais infartados
atenuou o estresse oxidativo, melhorou o metabolismo energético e modulou o processo
inflamatdrio no coragdo, mostrando atenuacdo da remodelacdo cardiaca. A influéncia da

suplementacado de polpa de agai foi dose dependente.
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