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Aos 19 dias do més de agosto do ano de 2019, as 13:30 horas, nas
dependéncias Nicleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas (Nupeb), foi
instalada a sessdo publica para a defesa de tese do doutorando Victor Neiva
Lavorato, sendo a banca examinadora composta pelo Prof. Dr. Marcelo
Eustaquio Silva (Presidente - UFOP), pela Profa. Dra. Andreia Carvalho
Alzamora (Membro - UFOP), pelo Prof. Dr. Antonio Jose Natali (Membro -
Externo), pela Profa. Dra. Emily Correna Carlo Reis (Membro - Externo), pelo
Prof. Dr. Mauro Cesar Isoldi (Membro - UFOP) e pela Profa. Dra. Maria Lucia
Pedrosa (Co-Orientadora - UFOP). Dando inicio aos trabalhos, o pre5|dente,
com base no regulamento do curso e nas normas que regem as sessdes de
defesa de tese, concedeu ao doutorando 30 minutos para apresentacdo do seu
trabalho intitulado "Efeitos do Treinamento Fisico Associado a Suplementagao
com Acai Sobre Parametros Hepat;cos e Cardiacos de Ratos Submetidos a
Uma Dieta Hiperlipidica.", na area de concentragdo: Bioquimica Metabdlica e
Fisiologica. Terminada a exposi¢do, o presidente da banca examinadora
concedeu, a cada membro, um tempo maximo de 45 minutos para perguntas
e respostas ao candidato sobre o contetudo da tese, na seguinte ordem:
Primeiro, Profa. Emily Correna Carlo Reis; segundo, Prof. Antonio Jose Natali;
terceiro, Profa. Andreia Carvalho Alzamora; quarto, Prof. Mauro Cesar Isoldi,
quinto, Profa. Maria Lucia Pedrosa; sexto, Prof. Marcelo Eustaquio Silva.
Dando continuidade, ainda de acordo com as normas que regem a sessdo, o
presidente solicitou aos presentes que se retirassem do recinto para que a
banca examinadora procedesse a andlise e decisdo, anunciando, a seguir,
publicamente, que o doutorando foi aprovado por unanimidade, sob a
cond|gao de que a versdo definitiva da tese deva incorporar todas as
exigéncias da banca, devendo o exemplar final ser entregue no prazo maximo
de 60 (sessenta) dias & Coordenagdo do Programa. Para constar, foi lavrada a
presente ata que, apds aprovada, vai assinada pelos membros da banca
examinadora e pelo doutorando. Ouro Preto, 19 de agosto de 2019.
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experimentais. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Agai. HT,
Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento

fisico. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo. *, diferenca para o grupo
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Figura 24. Expressdao de mRNA de IL-6 e IL-10 no ventriculo esquerdo dos animais
experimentais. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Agai. HT,
Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento

fisico. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo. *, diferenca para o grupo
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do treinamento fisico aerobio (TFA) e
da suplementacdo com acai sobre a funcionalidade e estrutura cardiaca, em nivel
molecular, celular e tecidual, em conjunto com o desenvolvimento da doencga hepética
gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) em um modelo animal submetido a dieta
hiperlipidica. Para isso, foram utilizados ratos Fisher com sessenta dias de idade,
divididos em cinco grupos experimentais: C: Controle; H: Dieta Hiperlipidica; HA: Dieta
Hiperlipidica + Agai; HT: Dieta Hiperlipidica + TFA; HAT: Dieta Hiperlipidica + Acai
+ TFA. Os grupos alimentados com dieta hiperlipidica receberam 21,8% de banha e 1%
de colesterol. Os grupos suplementados com agcai liofilizado (HA e HAT) receberam 1%
de acai na dieta. Os animais dos grupos treinados (HT e HAT) foram submetidos a um
programa progressivo de corrida em esteira por 8 semanas, sendo a duragdo e a
intensidade final de 60 minutos e 60-70% da velocidade maxima de corrida,
respectivamente. O grupo que recebeu dieta hiperlipidica aumentou as concentraces
plasmaticas de amilase, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), lipase, proteinas totais e globulinas. No figado, foi identificado
presenca de esteatose microvesicular, macrovesicular e inflamacao. Além disso, ocorreu
aumento do total de acidos graxos monoinsaturados no figado e acidos graxos saturados
e monoinsaturados, com diminuicdo do total de &cidos graxos polinsaturados nas fezes.
No ventriculo esquerdo, a dieta hiperlipidica aumentou o percentual de colageno, a
expressdo de NADPH oxidase 4 (Nox-4) e proteina desacopladora 2 (UCP-2), a
concentracdo de malondialdeido (MDA) e reduziu a atividade de catalase e glutationa S-
transferase (GST). Além disso, a dieta hiperlipidica causou efeitos deletérios nos
parametros mecanicos e do transiente de [Ca?'];, com reducéo da expressdo de trocador
de sédio/célcio (NCX). O grupo que recebeu a suplementacdo com agai reduziu os niveis
plasmaticos de colesterol total e AST, sem alterar o perfil de &cidos graxos totais do
figado e fezes. O tratamento com acai diminuiu o percentual de esteatose macrovesicular
e de inflamacdo de grau 3. No coracgdo, a suplementacdo com acai reduziu o percentual
de colageno, a expressao de Nox-4 e UCP-2, a concentracdo de MDA e aumentou a
atividades de catalase e GST. Em relacdo a contratilidade dos cardiomidcitos, observou-
se aumento da amplitude de contracdo celular e redugdo do tempo para o pico do
transiente de [Ca?']i, com aumento da expressio de NCX. O grupo treinado
aerobicamente ndo alterou os parametros séricos e o perfil de acidos graxos do figado e
fezes. No figado, o TFA foi capaz de atenuar a inflamacdo estabelecida pela dieta
hiperlipidica e reduzir o percentual de esteatose macrovesicular de grau 3. No ventriculo
esquerdo, o TFA reduziu o percentual de colageno, a expressdo de Nox-4 e UCP-2, a
concentracdo de MDA e aumentou a atividades de catalase e GST. No que diz respeito a
contratilidade dos cardiomidcitos, o TFA melhorou todos os danos ocasionados pela dieta
hiperlipidica, com aumento da expressdo de receptor de rianodina do tipo 2 (RyR2) e
NCX. O TFA também aumentou a expressao de interleucina 10 (IL-10). O tratamento
associado entre acai e TFA apresentou beneficios nas analises hepéticas e cardiacas,
porém sem efeitos adicionais.

Palavras chave: Dieta hiperlipidica. Euterpe oleracea Mart. Treinamento fisico aerobio.
Doengca hepética gordurosa ndo alcodlica. Coragéo.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effect of aerobic physical training and
acai supplementation on the functional and cardiac structure at the molecular, cellular and
tissue level, together with the development of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
in a model animal submitted to the hyperlipid diet. For this, 60-day-old Fisher rats were
divided into five experimental groups: C: Control; H: Hyperlipidic diet; HA: Hyperlipidic
Diet + Acai; HT: Hyperlipidic Diet + Aerobic physical training; HAT: Hyperlipidic Diet
+ Agai + Aerobic physical training. The groups fed a hyperlipid diet received 21.8% of
lard and 1% of cholesterol. The groups supplemented with lyophilized agai (HA and
HAT) received 1% of acai in the diet. The animals in the trained groups (HT and HAT)
underwent a progressive treadmill running program for 8 weeks, with the duration and
final intensity being 60 minutes and 60-70% of the maximum running speed, respectively.
The hyperlipidic diet increased the plasma concentrations of amylase, creatinine, alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), lipase, total proteins and
globulins. In the liver, the presence of microvesicular, macrovesicular and inflammatory
steatosis was identified. In addition, there was an increase in total monounsaturated fatty
acids in the liver and saturated and monounsaturated fatty acids, with a decrease in total
polyunsaturated fatty acids in feces. In the left ventricle, the hyperlipid diet increased the
percentage of collagen, the expression of NADPH oxidase 4 (Nox-4) and uncoupling
protein 2 (UCP-2), the concentration of malondialdehyde (MDA) and reduced the activity
of catalase and glutathione S-transferase (GST). In addition, the hyperlipidic diet caused
deleterious effects on the mechanical and [Ca?*)i transient parameters, with reduction of
sodium / calcium exchanger (NCX) expression. The group receiving acai
supplementation reduced plasma levels of total cholesterol and AST, without altering the
total fatty acid profile of the liver and feces. Treatment with acai decreased the percentage
of macrovesicular steatosis and inflammation grade 3. In heart, acai supplementation
reduced collagen percentage, Nox-4 and UCP-2 expression, MDA concentration and
increased catalase and GST activities. Regarding the contractility of cardiomyocytes,
there was an increase in the cellular contraction amplitude and a reduction in the time to
the transient peak of [Ca?'];, with increased NCX expression. The aerobically trained
group did not alter the serum parameters and the fatty acid profile of the liver and feces.
In the liver, aerobic physical training was able to attenuate the inflammation established
by the hyperlipid diet and reduce the percentage of grade 3 macrovesicular steatosis. In
the left ventricle, aerobic physical training reduced the percentage of collagen, expression
of Nox-4 and UCP-2, a concentration of MDA and increased to catalase and GST
activities. Regarding cardiomyocyte contractility, aerobic physical training improved all
the damage caused by the hyperlipidic diet, with increased expression of rianodine type
2 receptor (RyR2) and NCX. Aerobic physical training also increased the expression of
interleukin 10 (IL-10). The synergistic treatment between acai and TFA had benefits in
the liver and cardiac analyzes, but without additional effects.

Key words: Hyperlipidic diet. Euterpe oleracea Mart. Aerobic physical training. Non-
alcoholic fatty liver disease. Heart.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dietas hiperlipidicas, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e o

desenvolvimento de disfuncdes cardiovasculares.

Atualmente, a obesidade é um grave problema de salde publica. Em 2016, mais
de 1,9 bilhdes de adultos estavam com sobrepeso, dos quais 650 milhdes foram
classificados com obesidade (WHO, 2017). No Brasil, 53,8% da populacdo adulta das
capitais estd com excesso de peso, sendo que 18,9% estdo obesos (VIGITEL, 2016).

A obesidade é definida como doenca na qual o excesso de gordura corporal se
acumula a ponto de afetar a satde (WHO, 1998). O individuo que apresenta indice de
massa corporal igual ou acima de 30 é considerado obeso. A obesidade se caracteriza pela
combinacdo entre 0 consumo energéetico excessivo, auséncia de atividade fisica e
predisposicdo genética (SILVEIRA et al., 2017).

Nos paises ocidentais, aproximadamente 40% das calorias ingeridas na dieta sdo
compostas por lipideos, sendo que as recomendacdes nutricionais sdo 5 a 10% menores
(GAILLARD; PASSILLY-DEGRACE; BESNARD, 2008). Esse tipo de dieta pode gerar
0 desenvolvimento de distdrbios metabdlicos, renais, hepaticos, pancreaticos e
cardiovasculares (COHEN; HORTON; HOBBS, 2011; LIMA-LEOPOLDO et al., 2011;
WHITE et al., 2013; RAMLI et al., 2014; GUERRA et al., 2015; HAN; LEAN, 2016).
As complicagbes incluem obesidade, acimulo de gordura na regido abdominal,
resisténcia insulinica, hipertensdo, alteracdes na funcdo cardiaca, desenvolvimento de
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA), disfuncdo endotelial, aumento de
inflamacéo e apoptose (COHEN; HORTON; HOBBS, 2011; LIMA-LEOPOLDO et al.,
2011; PANCHAL; POUDYAL, BROWN, 2012; RAMLI et al., 2014).

Dentre os acometimentos gerados por consumo de dietas hiperlipidicas, destaca-
se a DHGNA. Essa é uma condicdo metabdlica que abrange um espectro de doencas
hepéticas que vado desde a esteatose simples até a esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA),
podendo progredir para fibrose e cirrose (LUDWIG et al., 1980). A fim de uma melhor
classificacdo das fases da DHGNA, Day; Jaymes (1998) propuseram o “modelo de dois
hits”, aonde o primeiro hit consiste no acimulo de gordura hepatica excessiva devido ao
quadro de resisténcia insulinica. Quando a insulina se liga ao seu receptor, o substrato do

receptor de insulina (IRS) é fosforilado na tirosina, o que gera uma cascata de eventos
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levando a translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT 4) para membrana
celular, possibilitando a captacdo de glicose. Durante a resisténcia a insulina, ocorre o
blogueio da fosforilagdo do IRS e, portanto, menor captagdo de glicose na célula. Diante
disso, ocorre hiperinsulinemia compensatdria e aumento da atividade lipolitica, ja que
sera necessaria mais energia proveniente das gorduras. Esse quadro leva ao aumento do
fluxo de acidos graxos livres para o figado, onde serdo oxidados para o fornecimento de
energia nas mitocondrias ou esterificados, formando os triacilglicerdis. O acimulo de
triacilglicer6is no citoplasma do hepatécito leva ao desenvolvimento da esteatose
hepéatica. O segundo hit consiste do aumento da liberacdo de citocinas e adipocinas,
disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo, os quais levam ao desenvolvimento de
EHNA e fibrose (DAY; JAMES, 1998; DOWMAN; TOMLINSON; NEWSOME, 2010).
A progressao da DHGNA pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1. Espectro de condic@es clinicas que comp@e a doenga hepéatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA).
Esquema da progressao da DHGNA (A). O acimulo de triacilglicerdis nos hepatdcitos causa a esteatose.
A esteatose associada a inflamagao, morte celular e fibrose caracteriza a esteato hepatite ndo alcodlica
(EHNA) que pode evoluir para cirrose e hepatocarcinoma celular. Se¢des histolégicas ilustrando o figado
normal, esteatose, EHNA e cirrose (B). As fibras de colageno estdo coradas em azul pelo tricromico de
Masson. CV, veia central. PT, triade portal. Fonte: Adaptado de COHEN; HORTON; HOBBS (2011).

Com o passar dos anos, a teoria dos dois hits foi modificada por outras, uma vez
que existem multiplos fatores envolvidos fazendo com que a DHGNA se apresente de
forma complexa. Assim sendo, tem sido proposto o modelo de multiplos hits, o qual
considera que a esteatose hepatica se instala por diferentes mecanismos patogénicos,
agindo em individuos predispostos geneticamente. Esses hits incluem resisténcia



insulinica, adipocinas, microbiota intestinal, fatores nutricionais, genéticos e epigenéticos
(BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016). Nesse modelo, o primeiro hit é
representado pela resisténcia insulinica associada a disfun¢es metabdlicas, ocasionando
esteatose hepatica e expondo o figado aos demais hits, que incluem aumento do estresse
oxidativo, liberacdo de citocinas pré inflamatdrias, estresse de reticulo endoplasmatico,
além de ativacdo de vias apoptoticas e fibroticas, levando a EHNA e cirrose hepética
(BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016). O modelo de mdltiplos hits pode ser

observado na Figura 2.

Fatores genéticos e epigenéticos

T Tecido adiposo
Disfuncio dos adipécitos Fatores dietéticos
Obesidade

Adipocinas ~

1 Lipokise ) T Colesteol sérico [
- T AG séricos

Resisténcia a insulina

TNF-a DHNA
IL-6

IL-1B

Microbiota
Intestinal

X

Figura 2. Hip6tese multipla para o desenvolvimento da doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA).
AG: é4cidos graxos. TG: triglicerideos. DNL: lipogénese de novo. Fonte: Adaptado de BUZZETTI,
PINZANI; TSOCHATZIS (2016).

Em termos histologicos, a esteatose pode ser classificada em duas formas: micro
e macrovesicular. Na manifestagdo microvesicular os hepatocitos sdo preenchidos por
maltiplas vesiculas lipidicas. De acordo com a etiologia da esteatose essas microvesiculas
podem envolver o I6bulo hepatico ou concentrar em determinada regido do 6rgao. Nesse
tipo de esteatose pode ou ndo ocorrer lesdes fibrdticas e necréticas. A esteatose
microvesicular € considerada mais grave quando comparada a macrovesicular, sendo essa
Gltima considerada uma lesdo benigna na auséncia de lesdes hepaticas. A esteatose
macrovesicular é uma manifestacdo mais recorrente em humanos e é caracterizada por
um grande vacuolo de gordura, ocupando todo o volume do hepatdcito e impele o nlcleo
para a periferia da célula (LEWIS; ZIMMERMAN, 1989).

Enzimas hepaticas como a alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato



aminotransferase (AST) vém sendo utilizadas como marcadores da DHGNA. Embora os
niveis das transaminases sejam a primeira anormalidade observada em pacientes com
esteatose hepatica, boa parte desses pacientes pode apresentar niveis normais dessas
enzimas. Além disso, ndo existem marcadores bioquimicos que podem distinguir
esteatose hepatica, EHNA e cirrose (OBIKA; NOGUCHI, 2012).

Durante o desenvolvimento da DHGNA, muitas vias metabolicas estdo
implicadas, incluindo a liberacdo de &cidos graxos ndo esterificados a partir de tecido
adiposo branco, aumento da sintese de novo de acidos graxos e diminui¢do da -oxidagdo
(POSTIC; GIRARD, 2008). A ativacdo potencializada da via lipogénica contribui para o
desenvolvimento da esteatose hepatica. Em resposta a insulina e a glicose, os fatores de
transcricdo de proteina de ligacdo a elemento regulador de esterol 1 (SREBP-1c) e de
proteina de ligacdo de elemento de resposta sensivel a carboidratos (ChREBP) sao
ativados, respectivamente, e induzem a expressdo de genes lipogénicos, incluindo acetil-
CoA carboxilase (ACC), &cido graxo sintase (FAS) e esteraoil-CoA desaturase-1 (SCD-
1). SREBP-1c e ChREBP também séo transativados pelo receptor nuclear X do figado
(LXR), que regula o metabolismo de colesterol e acidos graxos (POSTIC; GIRARD,
2008). Aragno et al. (2009) mostraram que houve aumento da expressdao de SREBP-1C
no hepatocito de ratos alimentados com dieta rica em gordura, com 4% de colesterol e
10% de frutose. Outro estudo que utilizou dieta rica em gordura, onde 45% das Kcal eram
provenientes de 6leo de soja, mostrou que houve aumento na expressao proteica de
SREBP-1c e ChREBP nos hepatdcitos (SHAO et al., 2012).

Outro fator de transcricdo que € alterado durante a DHGNA é o receptor ativado
por proliferadores de peroxissoma gama (PPARy), que participa da regulagdo do
metabolismo lipidico. SREBP-1c¢ pode ativar PPARY, levando a estimulagdo de enzimas
lipogénicas, o que exacerba a esteatose hepatica. Pettinelli; Videla (2011) mostraram que
pacientes que possuiam esteatose ou esteato-hepatite tiveram aumento dos niveis de
PPARy e SREBP-1c. Camundongos alimentados com dieta rica em gorduras
apresentaram elevacédo da expressdo de RNA mensageiro (MRNA) de PPARYy apos 2, 4,
6, 8 e 12 semanas de aplicacdo da dieta (INOUE et al., 2005). Corroborando com esses
achados, Seo et al. (2008) mostraram que ratos que consumiram dieta rica em gorduras e
tratados com um agonista de PPARY, obtiveram menores niveis de triglicerideos séricos.

A biossintese do colesterol também pode ser afetada pela DHGNA. Essa inicia-se
pela reacdo de trés moléculas de acetil-CoA, formando 3-hidroxil-3-metilgluaril-CoA

(HMG-CoA). Essa reacdo é catalisada pela enzima HMG-CoA sintetase. Posteriormente,
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ocorre acdo da enzima HMG-CoA redutase, sendo 0 HMG-CoA reduzido a mevalonato.
Por fim, ocorre a formacao de pirofosfato de isopentenila, a ciclizacdo do esqualeno e a
conversdo de lanosterol em colesterol (COSTA; SABARENSE; PELUZIO, 2008). Ji et
al. (2011) investigaram os efeitos da dieta hiperlipidica contendo 60% das calorias
compostas por lipideos. Foi verificado que os animais tratados com a dieta desenvolveram
DHGNA e essa estava relacionada com a elevacdo dos niveis proteicos de HMG-CoA
redutase.

A DHGNA tem sido associada ao desenvolvimento de alteragdes
cardiovasculares, dentre essas, aumento da massa e espessura do ventriculo esquerdo
(VE); disfuncdo diastolica; disfuncdo endotelial e estresse oxidativo; aumento do
contetdo de triacilglicerois, lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e
VLDL), além de reducdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) séricas; angiogénese
(remodelacdo vascular); liberacdo de citocinas e quimiocinas na circulacao sistémica;
disturbios elétricos (arritimia) (GILL et al., 2011; DOGRU et al., 2013; STONER et al.,
2013; TARGHER et al., 2013; SIDDIQUI et al., 2015; VANWAGNER et al., 2015;
FRANCQUE; VAN DER GRAAFF; KWANTEN, 2016). O aumento da resisténcia
insulinica, da lipotoxicidade e da inflamacao sisttmica na DHGNA, pode acarretar danos
cardiacos levando a disfungdo miocardial (VANWAGNER et al., 2015). A relag&o entre

DHGNA e disfuncéo cardiaca pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3. Relacdo entre DHGNA e o desenvolvimento de disfungdo miocardial. Fonte: Adaptado de
VANWAGNER et al. (2015).

A dieta hiperlipidica leva ao desenvolvimento de complicagdes cardiovasculares
em nivel molecular, celular ou tecidual. A obesidade causada pela dieta hiperlipidica leva

ao acumulo de lipideos no coracao, que € associado com o0 aumento do estresse oxidativo
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nos cardiomiocitos (GHOSH et al., 2011). O estresse oxidativo é caracterizado pelo
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidantes (SIES, 1986).

Uma das consequéncias do aumento do estresse oxidativo é a oxidagdo proteica.
Essa pode reagir com produtos da peroxidacdo lipidica, metabdlitos oxidados e agucares,
formando, posteriormente, agregados proteicos e promovendo disfungdo celular
(ANSCHAU, 2011). Nesse sentido, Wang et al. (2012) verificaram aumento da
concentracdo de proteina carbonilada no VE de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica (45% kcal de lipidios) durante 22 semanas.

O estresse oxidativo também leva a oxidacdo de lipideos, processo conhecido
como peroxidacdo lipidica. A oxidacdo dos lipideos pode gerar alteracfes no transporte
ibnico, inibicdo de processos metabolicos e modificacdes na fluidez da membrana
citoplasmatica (NIGAM; SCHEWE, 2000). Muthulakshmi; Saravan (2013) mostraram
os efeitos de uma dieta contendo 35,2% de lipideos sobre o estresse oxidativo do coragdo
de camundongos. Os autores observaram diminuicdo da atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase, glutationa redutase, glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa reduzida (GSSG), com aumento da peroxidacéo lipidica
avaliada pelas substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) no coracdo dos
animais tratados com a dieta hiperlipidica.

A dieta hiperlipidica também aumenta a inflamagdo do tecido cardiaco, que é
associada com a elevacdo do estresse oxidativo. Fernandes et al. (2017), utilizando de
ratos alimentados com dieta contendo 35% de banha e 20% de 6leo de soja, encontraram
aumento da quantidade de lipideos no coragdo, associado com a elevacdo do estado
inflamatdrio pela expressdo de ciclo-oxigenase 2 (COX-2). No mesmo sentido, 0 estudo
de Wang et al. (2012) avaliaram camundongos alimentados com dieta possuindo 45% das
Kcal em lipideos e verificaram elevacdo dos niveis de interleucinas pré-inflamatorias 1§
e 6 (IL-1p e IL-6) e reducdo de adiponectina (acdo anti-inflamatéria). Somado a isso,
Medeiros et al. (2011) mostraram que o tecido cardiaco de ratos alimentados com dieta
contendo 32,1% de banha apresentou aumento da expresséo de fator de transcrigéo
nuclear kappa B (NF-kB), podendo levar ao crescimento da transcrigdo de genes
inflamatarios.

Outra consequéncia do consumo exacerbado de lipideos na dieta, € 0 aumento da
apoptose dos cardiomidcitos, devido, em parte, a0 aumento do estresse oxidativo e

inflamacdo (BALLAL et al., 2010). Um estudo que utilizou ratos que receberam dieta
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com 15,47% de manteiga em pg, encontrou reducédo da expresséo de Bcl-2 e Bcl-xL, com
aumento da expressao de caspase 8 e caspase 3 nos cardiomidcitos (WANG, et al., 2015).
Bcl-2 e Bcl-xL atuam como proteinas anti-apoptéticas impedindo a liberacdo de
citocromo C. Esse ultimo quando liberado, leva a ativacdo sequencial das caspases, as
quais ativam a resposta apoptética. Da mesma forma, Lin et al. (2017) avaliaram ratos
que receberam 45% das Kcal da dieta provenientes de gordura. Os autores analisaram a
expressdo de proteinas pré-apoptoticas (Bax, Bad, caspase 3, caspase 8 e caspase 9) e
anti-apoptoticas (Bcl-2 e Bcl-xL). Foram verificados aumentos na relacdo Bax/Bcl-2,
caspase 3, caspase 8 e caspase 9, com diminui¢do em Bcl-xL. Hsu et al. (2016), utilizando
da técnica de marcacdo de células apoptoticas por anexina V, observaram aumento da
porcentagem de células em apoptose de ratos tratados com 45% das energias da dieta
advindas por meio de lipideos.

Os efeitos da dieta hiperlipidica citados anteriormente, contribuem para alteracdes
funcionais e estruturais no coracdo, desenvolvendo um processo de remodelamento
cardiaco. O aumento da demanda metabdlica imposta pelo tecido adiposo excessivo na
obesidade leva a uma circulacdo hiperdinamica, com aumento do volume sanguineo e
consequente aumento da pré-carga. Além disso, a pos-carga do VE também é elevada na
obesidade, devido ao aumento da resisténcia vascular periférica e maior rigidez arterial.
A pobs-carga do ventriculo direito (VD) pode ser elevada por alteracfes no VE (VASAN,
2003). Os possiveis efeitos da dieta hiperlipidica sobre o coragdo estdo apresentados na

Figura 4.



Dieta hiperlipidica
A Massa gorda
Vascular ‘

l,\pnela dodsotr:'o/obem.(liadwe
Sindrome de hipoventilacdo contral e totil
\

/M Volume sistdlico
| Pouca ou nenhuma
Hipertrofia e - mudanga na FC
/N Débito cardiaco

il alargamentodoVD [

Hipoxia/Acidose

¥
l Dilatagdo do VE em
alguns
Falha do VD -
/N Estresse da parede do

VE
Hipertrofia do VE

—

A

AlteragGes neuro

HVP

Volume e pressao no
trio esquerdo

‘ hormonais e metabdlicas

_Inadequado | Adequado _

Disfungdo sistdlica | Disfuncdo diastdlica
do VE d VE

Falha do VE

‘I
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A partir disso, estudos vém avaliando as alteragcGes causadas pela dieta
hiperlipidica em diversos parametros cardiacos. Um estudo utilizando ratos tratados
durante 16 semanas com dieta rica em gordura bovina, leite condensado e frutose,
encontrou aumento de fibrose e da massa do VE, com elevacdo da espessura da parede
do septo ao final da sistole e da diastole, diminuicao da fracdo de ejecdo e de encurtamento
e aumento do volume sistdlico (PANCHAL; POUDYAL; BROWN, 2012). Mais tarde, 0
mesmo grupo de pesquisadores utilizando da mesma dieta, porém durante 32 semanas de
intervencgdo, verificaram elevacdo da pressdo arterial sistolica (PAS) e aumento da
espessura da parede do septo ao final da diastole, do volume sistélico e da massa do VE
(POUDYAL et al.,, 2012). Corroborando com esses estudos, Jeckel et al. (2011)
identificaram aumento da espessura da parede ventricular esquerda durante a sistole e

diastole de ratos que receberam dieta contendo 50% de lipideos durante 32 semanas.



Ademais, Kang et al. (2015), utilizando de ratos alimentados com dieta hiperlipidica
(45% Kcal em lipideos) durante 10 semanas, observaram aumento da dimensdo do VE
durante a sistole e da parede do mesmo ventriculo durante a diastole, além de reducédo da
fracdo de ejecdo. Por outro lado, um estudo que avaliou animais que receberam dieta com
25% de azeite de dendé e 5% de colesterol durante 10 semanas, ndo encontrou alteracdes
funcionais na sistole e diastole ( WATANABE et al., 2017).

Alterag6es hemodindmicas em conjunto com alteragdes hormonais, modificam a
expressao de genes no miocardio, gerando o remodelamento da matriz extracelular
(GALINIER et al., 2005). Nesse sentido, Carroll; Tyagi (2005) demonstraram que
coelhos com dieta padrdo acrescida de 10% de gordura, aumentaram o0s niveis de
colageno | e 11l no coracéo ap6s 12 semanas de intervencgdo. Indo de encontro a esses
achados, Silva et al. (2014), verificaram aumento de colageno I no coragdo de ratos
alimentados com dieta contendo 49,2% de Kcal de gordura durante 30 semanas.

A hip6tese hemodinamica tradicional mostra que 0s acometimentos que
aumentam a carga hemodindmica do coracgdo causam insuficiéncia cardiaca atraves da
inducdo dos efeitos deletérios na contratilidade dos cardiomidcitos (FRANCIS, 2001).
Isso ocorre devido a distribuicdo anormal de carga no ventriculo esquerdo. Apesar disso,
outros fatores como alteracGes na estrutura cardiaca, morte celular, utilizagdo anormal de
energia e disturbios neuro hormonais que ocorrem ap6s 0 consumo de dietas
hiperlipidicas, contribuem para a piora da funcédo de bomba do coracéo, independente dos
danos na contratilidade dos cardiomidcitos (JECKEL et al., 2011; WANG et al., 2012;
KANG et al., 2015 WANG et al., 2015 WATANABE et al., 2017; SANCHEZ et al.,
2018).

Estudos tém verificado que parte desses efeitos prejudiciais a contracdo do
miocardio deve-se a modificacdo da funcdo de proteinas reguladoras do transiente de
calcio intracelular ([Ca?*];) (Figura 5) (BALLAL et al., 2010; PAULINO et al., 2010;
CHENG et al., 2011; LEOPOLDO et al., 2011; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014).



3Na 2K

Y W

\ -l
[ atP | NCX =

Ca
ca—FTN = dmca
E—aa < Cleft
Cleft : N »
A S

- R Ak ca a——

) o \ {2 ,//A ";\‘: 3

£

Ca — ‘7?“ e e i N\ é

Myofilaments 2Na \
H

r'
Yy

yhy

Figura 5. Esquema representativo do processo de acoplamento excitagio-contragdo. As setas vermelhas
representam o processo de entrada de Ca®* no citosol (canais do tipo L e RyR2) até a contragdo muscular.
As setas verdes representam a recaptagdo de Ca?* pelas proteinas SERCA2a/FLB, NCX e pela via
mitocondrial. O quadro menor representa de cinza o potencial de agdo, de vermelho a concentracéo de Ca®
ou transiente de Ca?* e azul representa a contragdo muscular. Fonte: BERS (2014).

Apds a despolarizacdo do sarcolema pelo potencial de acdo, ocorre abertura dos
canais de Ca?* tipo L e tipo T nos tubulos transversos (ttbulos T), fazendo com que ocorra
a entrada de Ca?* no cardiomidcito. Uma vez no citosol, o Ca* se liga aos Receptores de
Rianodina tipo 2 (RyR2) presentes no reticulo sarcoplasmético. Dessa forma, ocorre a
liberacdo de Ca?* presente no reticulo sarcoplasmatico, que € direcionado para 0s
miofilamentos aonde ativara a contracdo (BERS, 2002). No que diz respeito as alteractes
nas proteinas que regulam o influxo de Ca®' e, consequentemente, a contragdo no
cardiomidcito, Da Silva et al. (2017) encontraram reducdo da expressao proteica de canais
de Ca?* tipo L no VE de ratos submetidos & dieta contendo 49,2% de Kcal advindas de
lipideos durante 32 semanas. Em contrapartida, Lima-Leopoldo et al. (2014), utilizando
de dieta semelhante porém durante 33 semanas de intervengdo, ndo observaram
modificagBes na expressdo de canais de Ca* tipo L no VE de ratos.

A dieta hiperlipidica acomete também as proteinas responsaveis pela retirada de
Ca?* do citosol, para que aconteca o relaxamento celular. Durante esse processo, a maior
parte do Ca?* presente no citosol retorna para o reticulo sarcoplasmatico via Ca?* ATP-
ase do reticulo sarcoplasmatico (SERCAZ2a), que tem como inibidor enddgeno a
Fosfolambam (FLB). Outra parte do Ca®* é direcionada para a mitocondria ou sofre

efluxo celular via trocadores de sddio e calcio (NCX) e ATPase do sarcolema (BERS,
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2002). Um estudo mostrou que ratos que consumiram dieta com 45% de gorduras,
apresentaram diminuicdo da expressao proteica de SERCA2a no coragéo, culminando no
acumulo de Ca®* no citosol e favorecimento o aumento de apoptose (BALLAL et al.,
2010). Agregado a isso, Lima-Leopoldo et al. (2014) identificaram reducdo dos niveis de
fosfolambam fosforilada na serina 16 (pFLBser16) No VE de ratos com obesidade induzida
por 33 semanas. O mesmo grupo de pesquisadores encontrou, em outro estudo, que a
dieta hiperlipidica administrada durante 15 semanas foi capaz de diminuir a expressao
proteica de FLB no VE de ratos (LEOPOLDO et al., 2014).

Essas alteraces nas proteinas que controlam a homeostase do Ca?* podem ser
explicadas pelo aumento do estimulo simpatico, ativando proteina quinase A (PKA), que
gera hiperfosforilagio de canais de Ca®* tipo L, RyR2 e FLB. Da mesma forma, o aumento
do estimulo simpético causa elevacdo da concentracio de Ca?* citosolico que ativa
proteina quinase Il dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKII), levando &
hiperfosforilagdo de Ca?* tipo L, RyR2 e FLB (LIMA-LEOPOLDO, 2010).

Com a hiperfosforilagdo dos RyR2, a liberagdo de Ca®** do reticulo
sarcoplasmatico poderia ficar desregulada. Esses canais se comunicam com membranas
associadas a mitocondrias (MAMSs), facilitando o transporte de Ca* para o interior dessas
organelas. Além disso, ions de Ca®* do citosol entram na mitocondria por meio de canais
de anion voltagem-dependentes (VDAC) ou através de um uniporte de Ca2*. Altos niveis
de Ca®*, uma vez na mitocondria, estimulam a atividade da cadeia transportadora de
elétrons, levando a maior geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Parte dessas
EROs se direcionam ao reticulo sarcoplasméatico e tém como alvo, dentre outras
estruturas, SERCAZ2a e RyR2, comprometendo ainda mais a contratilidade (GORLACH
et al., 2015). Sabe-se que 0s RyR2 possuem cerca de 90 residuos de cisteina por unidade,
dos quais aproximadamente 20 estdo em estado reduzido, sendo alvos para modificacdes
redox por meio de S-nitrosilacdo, S-glutationilacdo e reticulagdo de dissulfeto. Ja a
SERCAZ2a pode ser modificada por oxidacao de cisteina e nitracdo de tirosina (SANTOS
etal., 2011).

As alteragbes nas proteinas que controlam a homeostase do Ca?" acarretam
modificaces no transiente de [Ca*]i e, por consequéncia, nas propriedades mecanicas de
cardiomidcitos. Camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica contendo 45% de
lipideos durante 5 meses, apresentaram reducio da amplitude do transiente de [Ca®*]ie da
amplitude de contrag&o, com aumento do tempo para o decaimento de [Ca?']; e do tempo
para 90% do relaxamento celular (ZHANG et al., 2012). Cheng et al. (2011) mostraram
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que cardiomidcitos do VE de ratos que receberam uma dieta com 60% de lipideos durante
8 semanas, exibiram menor amplitude do transiente de [Ca?*]i.

Verifica-se assim, o importante papel do remodelamento cardiaco causado por
dietas hiperlipidicas, que por um lado permite que o coracdo mantenha suas funcdes
basicas em resposta ao aumento de carga hemodinamica e, por outro, € um fator de risco

para a disfuncédo ventricular e insuficiéncia cardiaca.

1.2 Tratamentos ndo farmacologicos para os efeitos impostos pela dieta hiperlipidica

1.2.1 Acai (Euterpe oleracea Martius)

Acai é 0o nome popular do fruto da palmeira Euterpe oleracea Martius. Essa &rvore
é nativa da regido norte da América do Sul, encontrada principalmente nos estados
brasileiros do Para, Amapa, Amazonas e Maranhdo, além das Guianas e Venezuela. A
palmeira pode alcangar 25 metros de altura, com troncos de 9 a 16 cm de didmetro
(SHANLEY; MEDINA, 2005). O fruto é de cor plrpura a preta, esférico, com diametro
de 1a1,5cm e peso de 2 a 3g, além de conter uma semente que corresponde a 85% do
fruto (Figura 6) (DEL POZO-INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004).

Figura 6. Fotos mostrando A: Palmeira Euterpe oleraceae Martius; B: O fruto do acai; C: Despolpamento
mecanico, polpa e suco de acai. Fonte: www.agrosoft.org.br.

O cultivo do acai tem grande valor econémico. O fruto e o palmito podem ser
consumidos, sendo que o primeiro é utilizado para a fabrica¢do de bebidas energeticas e
sorvetes. Alem disso, a semente é usada para artesanato, o 6leo para a fabricagdo de
cosméticos e 0s troncos como vigas para estruturas de casas rusticas (SHANLEY;
MEDINA, 2005). A producdo de acai por todos os estados brasileiros produtores em 2015
foi de aproximadamente 216 mil toneladas, gerando um movimento monetario estimado
de R$ 4.719.518,00 (IBGE, 2015).
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Na América Latina, comunidades geograficamente isoladas e com acesso médico
restrito utilizam as plantas como recurso para encontrar a cura de muitas doencas. O acai
é utilizado nessas comunidades no tratamento contra a malaria, leishmaniose e diarréias
(YAMAGUCHI et al., 2015).

Recentemente, o acai recebeu muita atencao, sendo considerado um “superfruto”.
A partir de entdo, as propriedades desse fruto comecaram a ser investigadas, sendo
observada, principalmente, alta capacidade antioxidante, anti-apoptdtica e anti-
inflamatdria (BOBBIO et al., 2000; DE SOUZA, et al., 2010; MOURA et al., 2012;
BONOMO LDE et al., 2014; GUERRA et al., 2015).

A polpa do agai é composta por 32,5% de lipideos, 8,1% de proteinas e 52,2% de
carboidratos, além de sodio, vitamina A, vitamina C, célcio e ferro. Do total de acidos
graxos, 26,1% sdo classificados como saturados, 60,6% monoinsaturados e 13,3%
polinsaturados. O &cido oleico constitui 56,2% dos acidos graxos presentes na polpa de
acai. O fruto também ¢ rico em fitosterois, com destaque para o B-sitosterol, sigmasterol
e campesterol (SCHAUSS et al., 2006b).

O acai € classificado como um alimento funcional, ou seja, ele é capaz de suprir
as necessidades nutricionais basicas e ao mesmo tempo fornecer propriedades benéficas
ao organismo, como também prevenir o aparecimento de doencas (ROBERFROID,
2002). Os componentes quimicos que caracterizam um alimento como funcional séo
chamados de compostos fitoquimicos. Esses sdo divididos em compostos fendlicos,
carotenoides, compostos nitrogenados e organosulfurados (L1U, 2004).

Em relacdo a composicdo fitoquimica da polpa do acai, destaca-se a alta
concentracdo de polifendis ou compostos fendlicos. Esses sdo caracterizados por serem
substancias que possuem uma hidroxila ligada a um anel aromatico. Sdo encontrados em
frutos, vegetais e cereais. Os polifendis possuem capacidade antioxidante neutralizando
EROs, uma vez que séo capazes de transferir a&tomos de hidrogénio ou ativando sistemas
de defesa antioxidantes por meio da atuacdo como ligantes de fatores de transcricao,
promovendo alteragdes na expressao génica de gama-glutamilcisteina sintetase (y-GCS),
GPx, SOD, catalase e glutationa S-transferase (GST) (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996; KONG et al., 2001; GUERRA et al., 2015).

Os polifendis predominantes na polpa de acgai sdo as antocianinas, pro-
antocianidinas e outros flavonoides (DEL POZO-INSFRAN; BRENES; TALCOTT,
2004; PORTINHO; ZIMMERMANN; BRUCK, 2012). As antocianinas presentes em
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maior quantidade na polpa do acai sdo a cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutenosideo
(Figura 7) (SCHAUSS et al., 2006a; GUERRA et al., 2015; GARZON et al., 2017).
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Figura 7. Estrutura quimica das antocianinas presentes no agai. Fonte: Adaptado de SCHAUSS et al.

(2006D).

Por possuir grande capacidade antioxidante, o acai vem sendo estudado para
combater distdrbios de carater metabdlico e cardiovascular impostos por dietas
hiperlipidicas.

Estudos do nosso grupo de pesquisa tém verificado o potencial antioxidante da
polpa de acai no figado e no soro sanguineo de animais tratados com dieta hiperlipidica
(DE SOUZA, et al., 2010; DE SOUZA, et al., 2012; GUERRA et al., 2015; PEREIRA et
al., 2016).

Souza et al. (2011) analisaram os efeitos do consumo de acai (2%) sobre animais
alimentados com dieta composta por 25% de 6leo de soja e 1% de colesterol. O acai foi
capaz de aumentar os niveis de sulfidrilas plasmaticas, que sdo considerados os maiores
e mais frequentes antioxidantes no plasma. Além disso, a atividade de paraoxonase-1
(PON-1) foi aumentada nos ratos tratados com acai. PON-1 impede a producéo e acimulo
de lipoperdxidos em particulas de LDL.

Mais tarde, Souza et al. (2012), analisaram os efeitos da mesma dieta citada acima
sobre 0 metabolismo de colesterol no figado de ratos. Os autores observaram que o acai
aumentou os niveis de mMRNA de receptores de LDL (LDL-r) e diminuiu apolipoproteina

B 100 (ApoB 100), o que pode resultar em melhora dos niveis de LDL plasmaticos. O
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estudo também verificou elevacdo dos niveis de proteinas transportadoras de cassetes de
ligacdo de ATP (ABCG5 e ABCGS8), que exercem o papel de excretar o colesterol na bile.

Guerraet al. (2015) avaliaram os efeitos de uma dieta hiperlipidica (32% de banha,
4% de 6leo de soja, 1% de colesterol) e administracdo de acai via gavagem (3 g/kg) em
camundongos. O tratamento reduziu os niveis de ALT e triacilgicerois no figado. Além
disso, verificou-se aumento da expressdo de mRNA de adiponectina, receptor de
adiponectina 2 (AdipoR2), PPAR-a ¢ carnitina palmitoil transferase I (CPT-1a), com
diminuicdo de ACC1. A adiponectina reduz a acumulacdo de lipideos hepaticos pela
sensibilizacdo de seu receptor AdipoR2, que por sua vez, ativa PPAR-a. Esse tltimo
aumenta a transcricdo de CPT-1a, estimulando a B-oxidagdo e reduzindo o acimulo de
triacilglicerdis.

Outro estudo do nosso grupo de pesquisa mostrou que ratos alimentados com uma
dieta hiperlipidica (25% de 6leo de soja, 1% de colesterol) e tratados com polpa de acai
(2 g/kg) obtiveram redugdo do conteudo de triacilglicerdis no figado e da atividade de
ALT, com diminuicdo de LDL oxidada (LDL-0x) e PON-1 no soro sanguineo. Também
foi verificada correlacéo forte e negativa entre PON-1 e ALT (PEREIRA et al., 2016).

O estudo de Oliveira et al. (2015) investigou os efeitos de uma dieta com 32% de
banha em conjunto com um tratamento por meio de gavagem de extrato da semente do
acai (300 mg/kg/dia) sobre os mecanismos que controlam o desenvolvimento da
DHGNA. O extrato da semente do acai associado a dieta hiperlipidica foi capaz de reduzir
o0s niveis de colesterol e triacilglicerdis no soro sanguineo e no figado. Além disso, o
tratamento por meio do acai conseguiu modular a expressao de proteinas responsaveis
pelo metabolismo de lipideos e colesterol no figado (SREBP-1c, yAMPK, pACC/ACC e
HMG-CoA redutase), diminuiu a peroxidacao proteica e lipidica (proteina carbonilada e
malondialdeido) e aumentou a atividade de enzimas antioxidantes (SOD, catalase e GPx).

A dieta hiperlipidica pode gerar o aumento da deposic¢do de lipideos no coracéo,
elevando a producdo de EROs e, em Ultima instancia, causando alteracbes funcionais e
estruturais (WANG et al., 2012). Dessa forma, o0 acai, por sua acdo antioxidante, torna-
se uma opgao para o combate do estresse oxidativo nas estruturas cardiovasculares.

Um estudo com humanos saudaveis que consumiram bebida Monavie, tendo
como ingrediente principal o agai, observou aumento da protegcdo antioxidante dos
eritrocitos, reduzindo a formacéo de EROs em células polimorfonucleares, diminuicao da
migracdo para quimioatrativos pro-inflamatérios e inibicdo da peroxidacdo lipidica
(JENSEN et al., 2008).
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Feio et al. (2012) mostraram que coelhos que receberam uma dieta rica em
colesterol com adicdo de agai (3%), diminuiram o processo aterosclerético com redugédo
da massa corporal, triacilglicerdis e aumento de HDL. No mesmo sentido, Xie et al.
(2011) avaliaram ratos com deficiéncia na apolipoproteina E (Apo E) e alimentados com
dieta contendo 5% de suco de acai. Deficiéncia em Apo E é associada com
desenvolvimento de aterosclerose. Os autores verificaram que os animais tratados com
acai obtiveram menor area de lesdo na aorta descendente.

Em modelo de infarto do miocéardio, ratos que receberam 100 mg/kg/dia de acai
via gavagem apresentaram aumento da pressdo sistolica e reducdo da pressdo diastolica
do VE, além de diminuir a fracdo de coldgeno no mesmo (ZAPATA-SUDO et al., 2014).
No mesmo modelo experimental, Alegre (2017) ofertou 5% de acai na dieta de ratos,
encontrando aumento da atividade das enzimas catalase, SOD e GPx, além da elevacéo
da atividade de enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial no coracao.

Além do extrato aquoso da polpa de acai, alguns autores tém utilizado o acai
liofilizado a fim de investigar seus potenciais beneficios. Liofilizacdo é um processo de
desidratacdo em que o produto é congelado a vacuo, sendo o gelo formado sublimado. O
acai liofilizado apresenta concentracdo superior de polifendis totais. Fernando (2013)
avaliou os efeitos da administracdo de acai liofilizado na agua (12 g/250 mL) de ratos,
mostrando que houve melhora da esteatose macrovesicular. O estudo de Rocha et al.
(2007) observou que culturas celulares endoteliais tratadas com 100 pg/mL de acai
liofilizado aumentaram a formacdo de éxido nitrico (NO), promovendo um efeito
vasodilatador. Além disso, o trabalho de Oliveira et al. (2015) mostrou que camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica e recebendo 300 mg/kg/dia de acai liofilizado,
apresentaram menores niveis de triacilglicerdis, colesterol e malondialdeido plasmaticos.

Entretanto, estudos que avaliaram o efeito do acai liofilizado sobre a estrutura e
funcdo cardiaca de modelos experimentais de dieta hiperlipidica ainda ndo foram
relatados.

1.2.2 Exercicio fisico aerébio

O exercicio fisico aerobio € caracterizado pelo uso do oxigénio (O2) no processo
de producdo de energia, envolve a participagdo de grandes grupamentos musculares e €

uma atividade sistematizada e estruturada com duracdo superior a dois minutos
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(MCARDLE; KATCH; KATCH, 2008). Esse vem sendo utilizado amplamente como um
tratamento ndo farmacoldgico para os efeitos impostos pela dieta hiperlipidica.

O exercicio fisico aerébio tem importante papel na manutencdo da saude
proporcionando beneficios de forma sistémica. Ele estd envolvido com a regulacdo do
metabolismo de lipideos, homeostasia da glicose, sensibilidade insulinica, efeito
hipotensor arterial e hipertrofia cardiaca excéntrica, perda de massa gorda com ganho de
massa muscular, modulacdo redox, reducdo da concentracdo de marcadores pro-
inflamatdrios, dentre outros (CADE et al., 1984; KATZEL et al., 1997; NASSIS et al.,
2005; JOHNSON et al., 2009; JARRETE et al., 2014).

Pelos beneficios apresentados pelo exercicio fisico aerdbio, esse tem sido uma
importante ferramenta no combate da DHGNA desenvolvida pela obesidade. Foi
verificado que o exercicio de corrida voluntario aplicado a um modelo de ratos obesos
(Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) diminuiu o contetdo de triacilgliceréis no figado,
0 escore de esteatose e 0s niveis proteicos de PPAR-a, com aumento da expressdo de
CPT-1, ACC, FAS e SREBP-1c (RECTOR et al., 2011). O exercicio fisico aerébio em
esteira (8 semanas, 5 dias/semana, 60 min/dia, 25m/min) associado a dieta hiperlipidica
foi capaz de modular mediadores pro-inflamatérios (IL-1p, IL-6 e TNF-B) e a sinalizagdo
insulinica (substrato de receptor de insulina (IRS), janus quinase (JNK) e proteina quinase
B (AKT)) (PASSOS et al., 2015). Zacarias et al. (2017) mostraram que a natacdo (6
semanas, 5 dias/semana, 60 min/dia, carga de 2,5% da massa corporal) reduziu o estresse
oxidativo no figado de ratos alimentados com dieta hiperlipidica via reducdo da
concentracdo de malondialdeido e proteinas carboniladas, com aumento da atividade de
catalase e diminuicdo de GSSG.

Os efeitos benéficos do exercicio fisico aerébio sobre a DHGNA causada pela
obesidade podem gerar melhora no quadro de resisténcia insulinica, lipotoxicidade e
inflamacéo sistémica (VANWAGNER et al. 2015). Essas e outras adaptacdes sistémicas
e locais advindas do exercicio fisico aer6bio levam a melhora estrutural e funcional do
coracdo. Durante o treinamento fisico aerébio (TFA), como corrida e natacdo, ocorrem
alteraces hemodinamicas que acarretam em sobrecarga de volume, causando hipertrofia
excéntrica, a qual gera tanto aumento da cavidade quanto da espessura da parede do VE
(MAGALHAES et al., 2008; HASHIMOTO et al., 2011). Além disso, o TFA gera outras
alteracdes cardiovasculares, tais como aumento da capilarizagdo, melhora da resposta
mecénica da musculatura esquelética, aumento de atividades enzimaticas, melhor relagdo

ventilagdo/perfusdo, aumento da capacidade funcional pulmonar, aumento do débito
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cardiaco e da extracdo de O pelos tecidos (SCHEUER; TIPTON, 1977; GHORAYEB et
al.,, 2005). Um estudo que avaliou ratos com baixa e alta capacidade de corrida
alimentados com dieta hiperlipidica, constatou que a dieta diminuiu o volume diastolico
final e o volume de ejecdo nos animais com baixa capacidade de corrida (DEMARCO et
al., 2012). Silveira et al. (2017) mostraram que ratos Zucker obesos treinados por 10
semanas (5 dias/semana, 60 min/dia, 4% da massa corporal) reduziram o conteudo de
coldgeno no VE em comparacdo ao seu controle. Por sua vez, Fernandes et al. (2017)
verificaram que ratos alimentados com dieta hiperlipidica e que realizaram natacdo por 8
semanas (5 dias/semana, 60 min/dia, sem sobrecarga), apresentaram menor contetido de
lipideos no coragdo e, consequentemente, menor &rea cardiaca, sem alteragdo da
espessura do VE.

AdaptacGes geradas pelo exercicio fisico sobre o figado e coracao apds o0 consumo

de dietas hiperlipidicas sdo apresentadas na Figura 8.

Beneficios do exercicio fisico apds consumo de dieta

hiperlipidica
o |
2] | P
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Figura 8. Beneficios do exercicio fisico apds o consumo de dietas hiperlipidicas. DMF, dilatacdo modulada
pelo fluxo. EF, fracdo de ejecdo. VDF, volume diastolico final. VLDL, lipoproteina de muito baixa
densidade. VS, volume sistdlico. Fonte: Adaptado de ROMERO-GOMEZ; ZELBER-SAGI; TRENELL
(2017).

Sabe-se que a obesidade causada pela dieta hiperlipidica leva ao acumulo de

lipideos no coracdo, que é associado com o0 aumento do estresse oxidativo nos
cardiomiécitos (GHOSH et al., 2011). Do total de O2 consumido pela mitocondria,
aproximadamente 1-2% é convertido em superoxido Oz que leva a formacéo de outras

EROs como o peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH"). O exercicio fisico
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aerobio pode ativar mecanismos adaptativos, reduzindo o estresse oxidativo e o
vazamento de radicais pela cadeia transportadora de elétrons. Entretanto, 0s mecanismos
pelos quais o exercicio fisico aerdbio exerce os efeitos sobre 0 metabolismo energético
mitocondrial e a geracdo de EROs ainda nao sdo bem esclarecidos (FARHAT et al.,
2015). Riahi et al. (2015) verificaram que ratos treinados em natacdo por 8 semanas (5
dias/semana, 60 min/dia, sem sobrecarga) e alimentados com dieta hiperlipidica
reduziram os niveis de malondialdeido no tecido cardiaco. Corroborando com esse
estudo, Ghorbanzadeh et al. (2016) mostraram que animais treinados voluntariamente por
8 semanas e alimentados com dieta rica em gorduras, obtiveram menores niveis de
malondialdeido com aumento da atividade das enzimas antioxidantes GPx, SOD e
catalase no tecido cardiaco. Por outro lado, Fernandes et al. (2017) mostraram que 0
exercicio de natacdo ndo foi capaz de diminuir o percentual de nitrotirosina no coragédo
de animais alimentados com dieta hiperlipidica.

Pesquisas tém sugerido que EROs podem levar a oxidacdo de RyR por
peroxinitrito e superdxido, causando aumento no vazamento de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico, bem como oxidacdo de SERCA por superoxido, reduzindo a recaptacédo
de Ca?* (HARE; STAMLER, 2005; ZIMMET; HARE, 2006). Assim sendo, a dieta
hiperlipidica pode aumentar a oxidacdo de proteinas responsaveis pela homeostase do
Ca?* no cardiomidcito, acarretando na disfuncdo contratil. O exercicio fisico aerdbio, por
seu potencial antioxidante, poderia diminuir a oxidacdo dessas proteinas e,
consequentemente, melhorar a contratilidade cardiaca. Paulino et al. (2010) observaram
que ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 25 semanas e posteriormente
exercitados (5 dias/semana, 60 min/dia, 60% do consumo maximo de O2) e com restricao
alimentar por 10 semanas, aumentaram a expressdo de fosfolambam fosforilada na
treonina 17 (oFLBweir) € a relacdo glutationa reduzida por glutationa oxidada
(GSH/GSSG) no tecido cardiaco, mostrando que a contratilidade pode ser modulada, pelo
menos em parte, pela melhora do estresse oxidativo.

Outros estudos verificaram os efeitos do exercicio fisico associado a obesidade
sobre a contratilidade celular. O estudo de Silva et al. (2017) aplicou uma dieta
hiperlipidica por 20 semanas, realizando o exercicio fisico de corrida posteriormente por
12 semanas (5 vezes/semana, 60 min/dia, 55 a 70% da capacidade maxima de corrida)
em ratos. Os autores ndo encontraram aumento na expressdo dos Canais de Ca®* tipo L
no tecido cardiaco. Em contraste ao estudo anterior, Silveira et al. (2017) mostraram que

ratos Zucker obesos treinados por 10 semanas aumentaram a expressédo de RyR2 no VE.
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Além disso, foi verificada reducdo do microRNA-1 e aumento da expressao proteica de
NCX. O microRNA-1 tem como alvo de degradagcdo o mRNA do NCX.

Apesar dos efeitos benéficos do exercicio fisico aerébio regular e da
suplementacdo com acai sobre a estrutura e funcdo do coracdo, ndo é de nosso
conhecimento estudos que investigaram o efeito sinérgico desses tratamentos sobre
parametros hepaticos e cardiacos de ratos com dieta hiperlipidica. Dessa forma, a hipotese
é que a associacgdo dos dois tratamentos pode potencializar os efeitos destes sobre o figado
e coracdo acometidos por danos gerados pela dieta hiperlipidica.

A crescente incidéncia de doengas cronicas e suas complicacfes, devido ao
consumo de dietas hiperlipidicas e a obesidade gerada por essas, € um constante problema
de saude publica. Diante disso e do exposto anteriormente, o estudo justifica-se por ser o
primeiro a investigar os efeitos associados do treinamento fisico e da suplementacdo com
acai sobre adaptacdes hepaticas e cardiacas de ratos submetidos a uma dieta hiperlipidica,
fornecendo possiveis indicios de terapias ndo farmacoldgicas para 0s danos estabelecidos
pela dieta.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do TFA e da suplementacdo com acai sobre a funcionalidade e
estrutura cardiaca, em nivel molecular, celular e tecidual, em conjunto com o

desenvolvimento da DHGNA em um modelo animal submetido a dieta hiperlipidica.

2.2. Objetivos Especificos

Investigar os efeitos dos tratamentos com agai e TFA em ratos alimentados com

dieta hiperlipidica sobre:

=>» A concentracdo de metabolitos séricos;

=>» O grau de esteatose macrovesicular e microvesicular no figado;

=>» O perfil de &cidos graxos do figado e fezes;

= A morfologia cardiaca;

=>» A funcionalidade e a estrutura do coragéo;

=> Pardmetros mecanicos de contratilidade celular e transiente de [Ca®*']i em
cardiomidcitos isolados;

= A expressio de mRNA de proteinas envolvidas no transiente de [Ca?*]i, estresse
oxidativo e inflamacao no coracdo;

=>» Concentracdo de marcadores oxidativos e atividade de enzimas antioxidantes no

coracao.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem Fisher com 60 dias de
vida. Os animais foram obtidos do Biotério do Laboratorio de Nutricdo Experimental da
Universidade Federal de Ouro Preto.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais e receberam agua e racao ad
libitum, sendo mantidos em uma sala com temperatura média de 22°C e regime de
luminosidade de 12/12hs claro/escuro. Os animais foram pesados todas as semanas
durante o periodo experimental utilizando uma balanca eletronica digital (Mettler PC
4000, Gemini B.V., Holanda).

Os ratos foram aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais:

C) Grupo Controle - dieta padrdo AIN-93M (n = 10);

H) Grupo Hiperlipidico - dieta hiperlipidica (n = 10);

HA) Grupo Hiperlipidico Acai = dieta hiperlipidica + suplementacéo com acai (n = 10);
HT) Grupo Hiperlipidico Treinado - dieta hiperlipidica + TFA (n = 10);

HAT) Grupo Hiperlipidico Acai Treinado - dieta hiperlipidica + suplementacdo com
acai + TFA (n = 10).

Os animais foram adaptados a dieta e a esteira de corrida por duas semanas antes
do periodo de TFA.

Ao final da intervencdo, foi registrado o ganho de massa corporal através
subtracdo da massa corporal final pela inicial. Foi verificado o consumo alimentar dos
animais, sendo esse calculado diariamente. A eficiéncia alimentar foi calculada pela razéo
entre o0 ganho de massa corporal e o consumo alimentar multiplicado por 100.

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados e a massa do figado,
coracdo, gordura abdominal, gordura epididimal, gordura inguinal e gordura mesentérica
foram registradas.

O indice de adiposidade foi obtido pelo somatério dos pesos das gorduras
abdominal, epididimal e mesentérica, dividido pelo peso corporal e multiplicado por 100,
sendo expresso como percentual de adiposidade (TAYLOR; PHILLIPS, 1996).
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Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Ouro Preto (parecer n® 22/2016) (ANEXO 1).

3.2. Tratamento dietético

O tratamento consistiu de dieta AIN-93M padrdo (C) (REEVES; NIELSEN;
FAHEY, 1993), composta de 21,8 % de banha e 1% de colesterol (H e HT) ou composta
de 21,8 % de banha e 1% de colesterol suplementada com 1% de acai liofilizado (HA e
HAT), como pode ser observado na Tabela 1. As informagGes sobre a capacidade

nutricional e fitoquimica do acai liofilizado estdo contidas no ANEXO 2.

Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais (g/Kg de dieta)

C H/HT HA/HAT
Caseina (60% proteinas) 198,3 198,3 198,3
Amido de milho 563,3 335,3 325,3
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0
Banha - 218,0 218,0
Colesterol - 10,0 10,0
Cloridrato de Colina 2,5 2,5 2,5
Mistura mineral 35,0 35,0 35,0
Mistura vitaminica 10,0 10,0 10,0
Celulose 50,0 50,0 50,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0
L-metionina 0,9 0,9 0,9
Acai liofilizado - - 10,0
Total 1000,0 1000,0 1000,0

3.3. Protocolo de treinamento fisico aerébio

3.3.1. Teste de tolerancia a fadiga
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Foi realizado o teste de tolerancia a fadiga na esteira rolante para determinacdo da
velocidade maxima de corrida (VMC) e do tempo total até a fadiga (TTF), comecando a
5 m/min, com incrementos de 3 m/min a cada 3 min até a fadiga de cada animal de todos
0s grupos experimentais. O momento da fadiga foi definido e o teste interrompido quando
0s animais ndo mantiveram a corrida de acordo com a velocidade da esteira (LACERDA
et al., 2006).

3.3.2. Treinamento aerdbio de corrida em esteira rolante

O programa de treinamento fisico com corrida foi realizado em uma esteira rolante
(Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil), 5 dias por semana, 1 hora por dia, a
60~70 % da VMC, durante 8 semanas (CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013; LAVORATO
etal., 2016).

Antes do inicio do treinamento, os animais foram adaptados a esteira rolante
durante 10 dias, 10 min/dia, 0° de inclinacdo, na velocidade de 5 m/mim. Apo6s 48 horas,
o teste de tolerancia ao esforgo em esteira rolante foi realizado para determinar a VMC e
0 TTF. Esse teste foi repetido apds 4 semanas de treinamento para o reajuste da VMC e

apos as 8 semanas de treinamento, depois de 48h da Ultima sesséo de treino.

3.4. Analises de metabdlitos e enzimas séricas

O soro do sangue dos animais foi utilizado para a realizagdo das seguintes
dosagens: glicose, triglicerideos, HDL, colesterol, amilase, creatinina, fosfatase alcalina,
AST, ALT, ureia, lipase, proteinas totais e albumina. As globulinas foram calculadas
através da subtracdo das proteinas totais e albumina. Foram usados kits comerciais da

marca Bioclin® para as dosagens bioquimicas, seguindo as instrugdes do fabricante.

3.5. Extracdo lipidica animal

A anélise da quantidade total de lipidios presentes no organismo dos animais foi
realizada por meio do método de Extracdo de Soxhlet (NIELSEN, 2010). Apoés a
eutandsia, as carcacgas dos animais passaram por processo de secagem em estufa com
circulacdo de ar continua, por um periodo de 24 horas e temperatura constante (105°C).

Logo apds, as carcagas secas foram trituradas utilizando pistilo e graal, sendo,
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posteriormente, armazenadas em um cartucho feito com papel-filtro especifico. Em
seguida, os cartuchos foram inseridos em um extrator de Soxhlet, onde a gordura foi
extraida de forma continua por meio de um solvente organico (éter etilico), que foi
aquecido e volatizado e, em seguida, condensado acima da amostra. Durante o processo
de condensacao, o éter foi gotejado sobre a amostra, promovendo a extracao lipidica.
Todo o processo aconteceu em ciclos de 15 a 20 minutos, repetidos durante oito horas
seguidas. Apos a extracdo de todo conteudo lipidico, foi realizado o célculo da diferenca
entre o peso do cartucho pre-extracao e pos-extracdo, para descoberta da porcentagem de

gordura corporal da amostra.

3.6. Perfil de acidos graxos do figado e fezes

Os lipideos do figado e fezes foram extraidos utilizando-se o método de Folch;
Lees; Stanley (1957) e saponificados e esterificados pelo métodos de Hartman; Lago
(1973). A identificagdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa (Shimadzu, modelo CG 17 / Class, Japao), equipado com detector
de ionizacdo e coluna cromatografica capilar de silica fundida (biscianopropil
polysiloxane SP-2560) de 100 m de comprimento e 0,25 mm de diametro e detector de
ionizacdo em chama. A andlise iniciou-se com temperatura de 120°C, isotérmica por 10
minutos e posterior aquecimento de 4°C por minuto até 240°C, permanecendo nessa
temperatura durante 50 minutos. A temperatura do vaporizador foi de 240°C e do detector
de gas de 260°C. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio em 24 cm/seg., a 175°C. A
razdo split da amostra do injetor foi de 1/10 e o volume de injecgdo foi de 1pL.

Para identificacdo dos acidos graxos presentes nas amostras foi realizada a
comparacgdo do tempo de retencdo das amostras com o padrao de mistura de &cidos graxos
(FAME — SupelcoTM de C 14:0 a C 22:2, Sigma-Aldrich, EUA), sendo os resultados

expressos em percentuais.

3.7. Analise histoldgica do figado

Foram coletados fragmentos dos figados de cada animal e estes foram fixados em
formalina de Carlsson (10%) para armazenamento. Os oOrgdos foram cortados
transversalmente, processados em série crescente de alcoois e, posteriormente, embebidos

em parafina. Logo apds, as seccOes parafinadas foram seccionadas com espessura
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aproximada de quatro micrémetros atraves de microtomo semiautomatico, fixadas em
laminas de vidro previamente limpas e desengorduradas. A técnica de coloracéo utilizada
para o presente estudo foi Hematoxilina & Eosina (H&E).

Para capturar as fotomicrografias foi utilizado um microscopio de luz com recurso
de fluorescéncia (AX 70, Olympus) acoplado a uma camera digital do Laboratério de
Anatomia Vegetal e Morfogénese in vitro do Departamento de Biologia Vegetal da
Universidade Federal de Vicosa, sendo fotografadas 12 imagens de cada uma das laminas.
As analises semiquantitativas das esteatoses micro e macrovesiculares, além do grau de
inflamacéo verificado pelas células de Kupffer, foram realizados com a contagem dos
quadrantes em que houve presenca desses tipos de esteatoses e posterior classificagéo
pela escala de Brunt, utilizando o software Image-Pro-Plus (BRUNT et al., 1999). As
analises das quantificacGes foram realizadas de acordo com os critérios estabelecidos por
Brunt et al. (1999) onde a auséncia de danos corresponde ao grau 0; até 33% de danos:

grau 1, de 34 a 66%: grau 2 e acima de 66% de prevaléncia de danos: grau 3.

3.8. Analise histoldgica do coracao

Fragmentos dos tecidos cardiacos foram fixados em por 48 horas em formalina de
Carlsson (10%). Posteriormente, os fragmentos foram desidratados em alcool etilico
80%, 90%, 95% e absoluto por 30 minutos em cada, e mantidas por 24 horas na resina.
Apbs 24 horas, as amostras foram incluidas em resina com endurecedor e armazenadas
na estufa a 60°C, por 48 horas. As amostras foram entdo seccionadas a 5pm de espessura
utilizando um micrétomo rotativo (Spencer, modelo 19459, USA) e coradas por
hematoxilina e eosina. Para evitar analises repetidas da mesma area histoldgica, as se¢oes
foram avaliadas em semi-séries, usando uma de cada 10 sec¢bes. As laminas foram
visualizadas e as imagens capturadas usando um microscopio de luz (Olympus BX-50,
Tdquio, Japao) conectado a uma camera digital (Olympus Q Color-3, Téquio, Japéo).
Posteriormente, foram realizadas as analises de percentual de cardiomidcitos (H&E),
matriz extracelular (H&E) e coladgeno (Picrosirius red). Para quantificagdo, foram
utilizadas dez imagens aleatérias para cada animal. Foi sobreposta uma grade com 130
intersec¢cdes em cada imagem. Foram contabilizadas as intersecgdes em cardiomiocitos,
matriz extracelular e colageno, e entdo calculado a porcentagem. Todas estas medidas

foram realizadas utilizando-se o software Image-pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver
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Spring, MD, USA). As pranchas foram montadas com auxilio do programa GraphPad
Prism 6.0®.

3.9. Analise ecocardiografica

Para a realizacdo do ecocardiograma, os animais foram imobilizados através de
anestesia com isoflurano. O agente anestésico foi administrado através de um vaporizador
e a inducdo feita pela administracéo de isoflurano 3% e O2 100% em fluxo constante de
um litro por minuto, por um periodo aproximado de 3 minutos. Para a manutencao da
anestesia o isoflurano foi mantido a 1,5% através de cone nasal pequeno (adaptado para
ratos) durante um periodo de 10 a 12 minutos para a realizacdo da ecocardiografia. O
exame ecocardiogréafico transtoracico foi realizado por um veterinario. O exame incluiu
estudos bidimensionais (2D) com taxa de amostragem rapida (frame rate) de 120 fps e
modo-M, usando o sistema de ultrassom (MyLabTM30 — Esaote, Genoa, Italia) com
transdutor (phased array) de 11,0 MHz de frequéncia nominal. As imagens foram obtidas
enguanto os animais permaneciam em decubito lateral, sob efeito de anestesia. Os
ecocardiogramas transtoracicos bidimensionais (2D) e modo-M foram obtidos com sweep
speed de 200 mm/s e ajustada de acordo com a frequéncia cardiaca. As imagens foram
coletadas de acordo com as recomendagdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia
e armazenadas para analise posterior. Cada parametro foi mensurado em trés ciclos
cardiacos distintos e a média das medidas foi utilizada para as analises estatisticas. A
espessura da parede posterior do VE ao final da diastole (EPPVEd) e ao final da sistole
(EPPVES), a espessura diastolica (ESIVd) e sistolica (ESIVs) do septo interventricular,
além das dimensdes diastdlica do ventriculo direito (DVDd) e sistdlica (DVES) e
diastélica (DVEd) do VE foram mensuradas usando um método modificado preconizado
pela Sociedade Americana de Ecocardiografia durante trés ciclos cardiacos consecutivos
(SAHN et al., 1978). Os registros em modo-M foram analisados usando um sistema de
analise off-line disponivel no mercado (no proprio aparelho) por um observador cego a
resultados anteriores. A partir das analises anteriores, a fracdo de ejecao (EF) e a fracdo

de encurtamento (FS) foram calculadas

3.10. Isolamento dos cardiomioctios
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O isolamento dos cardiomidcitos foi realizado de acordo como descrito por Natali
et al. (2001). Apobs eutandsia, o coracdo foi removido por toracotomia, e lavado em
solucgéo contendo 750 pL de CaCly, para retirar o excesso de sangue, imediatamente antes
da perfusdo das solugdes de isolamento. A seguir, a aorta ascendente foi fixada com um
fio de sutura em uma agulha de ago inoxidavel modificada (canula), e o coracao isolado
foi colocado em um sistema de perfusdo (Langendorff adaptado) e perfundido com
solucdo de isolamento contendo 750 UL de CaClz, em um fluxo constante até que 0s vasos
coronarios estivessem limpos. Em seguida, trocou-se a perfusdo para solucdo livre de
Ca?* contendo 0,1 mM de &cido tetracético etilenoglicol (EGTA), durante 6 minutos, para
o rompimento dos discos intercalares entre os miécitos e quelacdo de Ca2*. Por fim, o
coracdo foi pefundido com solugdo contendo 2 mg.ml? de colagenase tipo 2
(Worthington, EUA), 0,2 mg.ml™* de protease (Sigma-Aldrich, EUA) e 100 uM de CaCl;
durante 7-10 minutos para digestdo das fibras colagenas extracelulares. Todas as solucdes
utilizadas no isolamento foram oxigenadas (O2 100% - White Martins, Brasil) e mantidas
a temperatura de 35-37°C.

Apds perfusdo, os ventriculos (direito e esquerdo) foram separados dos atrios e
pesados em balanca de precisdo (Gehaka — Brasil, modelo AG200). O VD foi removido
e o VE foi aberto na regido do septo interventricular. Os musculos papilares e o tecido
conjuntivo foram removidos manualmente. Os indices de hipertrofia ventricular foram
calculados pela razdo peso do ventriculo direito e esquerdo, respectivamente, pelo peso
corporal de cada animal.

Em seguida, fragmentos do VE foram colocadas em frascos contendo 5 ml da
solucdo enzimatica (colagenase e protease). Os frascos foram agitados moderadamente
durante 5 minutos em “banho-maria” a temperatura de 37°C, sendo o tecido cardiaco
oxigenado. A seguir, o contetdo dos frascos foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por
30 segundos. O sobrenadante foi removido e os cardiomidcitos foram suspendidos na
solucdo de 750 uM de CaCl,. Os cardiomidcitos foram armazenados em placas de Petri

em refrigerador (5°C) até serem utilizados.

3.11. Solugdes de isolamento

As solucdes de isolamento foram feitas usando-se uma solugdo basica com agua
ultrapura (Milli-Q) e a seguinte composi¢do (em mM): NaCl (130) — 7,6 g/L; MgCl
(1,43) — 0,28 g/L; KCI (5,4) — 0,4 g¢/L; acido etanosulfanico — hidroxietil piperazina
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(HEPES) (5) — 0,062 g/L, taurina (20) — 2,38 g/L; creatina (10) — 1,3 g/L; glicose (10) —
1,8 g/L; pH = 7,3; temperatura ambiente.

Solucéo A:
Para se fazer a solugo de isolamento contendo Ca?*, foram adicionados 375 uM de CaCl;

(1 M) em 500 ml de solucéo basica.

Solucéo B:

Para a solucio de isolamento livre de Ca?*, foram adicionados 250 uM de EGTA (100
mM) em 250 ml de solucéo bésica.

Solucéo C:

Para a solucéo enzimética de isolamento, foram adicionados 20 mg de colagenase, 2 mg

de protease e 15 pL de CaClz (100 mM) em 20 ml de solugéo basica.

3.11.1. Solucéo de perfusdo Tampédo HEPES

Durante as analises de contratilidade celular e transiente de [Ca®'];, os
cardiomidcitos isolados do VE ou direito foram banhados com uma solucéo fisioldgica
contendo (mM): solucdo estoque: NaCl (130) — 65,99 g/L; HEPES (5) — 11,9 ¢/L;
NaH2POs4 (1) — 1,42 g/L; MgSOs (1) — 2,46 g/L; KCI (5) — 3,72 g¢/L; solugéo sopa: Na
acetato (20) — 1,64 g/100 mL; glicose (10) — 18,1 g/100 mL; insulina (5 u/L) — 0,5 g/100
mL. Para fazer um litro de solucdo de perfusdo tampdo HEPES, foram adicionados 100
mL da solucdo estoque, 10 mL da solucdo sopa 1 mL de CaCl; (1) em agua deionizada
ultrapura (Milli-Q). Esta solucdo foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida em

temperatura ambiente.

3.12. Contratilidade Celular

A contratilidade dos cardiomidcitos isolados foi medida através da técnica de
alteracdo do comprimento celular usando-se o sistema de deteccdo de bordas (lonoptix,
EUA) montado num microscapio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado com
uma lente objetiva de imersdo em oleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA), conforme descrito
por Roman-Campos et al. (2009). Os cardiomiocitos isolados foram acomodados em uma
camara experimental giratoria com a base de vidro montada no microscépio, e banhados

pela solugcdo de perfusdo tampdo HEPES em temperatura ambiente (~ 25°C). Foram
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visualizados em um monitor através de uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada
ao microscopio invertido, utilizando-se um programa de detec¢do de imagens (lonwizard,
lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz.

Os cardiomiocitos foram estimulados externamente a frequéncia de 1 Hz (40 V,
duracdo de 5 ms) utilizando-se um par de eletrodos de aco, acoplado nos dois lados
internos da camara, através de um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator,
lonoptix, EUA). As bordas dos cardiomidcitos foram identificadas com duas janelas
(direita e esquerda) e definidas através do ajuste de contraste (preto e branco) gerado pela
qualidade da imagem projetada dos cardiomidcitos apos a estimulacdo elétrica foram
capturadas pelo sistema de deteccédo de bordas (lonwizard, lonoptix, EUA) e armazenadas
para analise posterior (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo do programa utilizado para aquisi¢do das imagens e dos registros das contracbes
dos cardiomidcitos isolados. A definicdo das bordas direita e esquerda € projetada através dos picos verde
e vermelho, respectivamente (CARNEIRO-JUNIOR, 2013).

Somente foram utilizados para 0s experimentos, os cardiomidcitos que estavam
em boas condi¢des, com as bordas (direita e esquerda) e as estriagdes sarcoméricas bem
definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contracdes involuntarias. Os registros
foram feitos sempre até quatro horas apos o isolamento dos cardiomidcitos e na
temperatura ambiente (~ 25°C).

A partir das séries temporais de contragdo celular, obtidas usando o programa de

registro (lonoptix, EUA), os picos de contracdo foram detectados através de varredura
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dos pontos da série e comparagdo com um limiar. Esse limiar foi trés vezes o desvio-
padrdo da seérie i.e., qualquer ponto maior que esse limiar foi considerado um ponto de
méaxima contracdo. Em torno dos pontos de maximo, os picos foram recortados, alinhados
e promediados, sendo que 0 numero minimo de picos para promediacdo foi cinco. Em
seguida, o inicio (ponto de deflexdo da curva descendente do pico de contracdo) e o fim
(ponto correspondente ao retorno da curva ascendente a condicdo basal) do pico de
contra¢do médio foram determinados através de inspecdo visual. A partir da determinacéao
dos pontos inicial e final o programa calculava automaticamente os valores das variaveis
de contracdo celular, como amplitude de contracdo (variacdo do comprimento celular de
repouso), tempo para o pico de contragdo (tempo compreendido desde a estimulacdo
elétrica até o ponto de maxima contracdo, ms) e tempo para 50% do relaxamento (tempo
compreendido desde a amplitude méaxima de contracao até 50% do relaxamento, ms).
Os parametros avaliados sdo demonstrados na Figura 10. Durante cada dia de
experimento de contratilidade celular, foram analisados cardiomidcitos isolados de

animais de um determinado grupo experimental e do seu respectivo grupo controle.
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Figura 10. Tracado representativo de uma contragdo celular estimulada na frequéncia de 1 Hz.

3.13. Medidas do transiente de [Ca?*];

As medidas do transiente de [Ca?*]; do VE foram realizadas conforme descrita por
Kondo et al. (2006). Essas medidas foram feitas utilizando um microscopio invertido
(Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado com uma lente objetiva de imersédo em 6leo (S

Fluor, 40x, Nikon, EUA). Os cardiomidcitos foram incubados com o indicador
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fluorescente de Ca?*, permedvel & membrana plasmatica, Fura-2 &cido
aminopolicarboxilico (Fura-2AM, ThermoFisher, Waltham, EUA).

Fura-2 AM (5 pM) foi preparado em uma solu¢do de estoque a base de
dimetilsulfoxido — DMSO (50 ul de DMSO em 50ug de Fura-2 AM). Adicionou-se 10ul
dessa solucédo de Fura-2 AM/DMSO em 4 ml de meio celular contidos em tubo falcon
envolvido com folha fina de aluminio. A solucéo foi agitada em superficie plana por 10
min (velocidade £ 120x/mim). Em seguida o tubo foi centrifugado (3.000 rpm), removeu-
se 0 sobrenadante e adicionou-se aproximadamente 4ml de EGTA. ApOs esse
procedimento, os cardiomiocitos foram levados para um refrigerador por 30 min (todo
procedimento foi realizado sem contato da luz com a solugéo).

Utilizou-se um sistema de excitagdo dupla que detecta a fluorescéncia excitada
por luz UV com 340 e 380nm (lonoptix - EUA). Foi colocada uma pequena quantidade
da solucdo em uma camara de superfusdo que recebeu solucdo tampédo. O cardiomidcito
foi posicionado dentro de uma janela (ajustavel) com bordas aparentes, e foram
estimulados eletricamente (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA) por um par de
eletrodos de platina acoplado nos dois lados internos da cdmara, com um pulso supra-
limiar de 0,2 ms e 20V (voltage square pulse), na frequéncia de 1 Hz para produzir
condigdes estacionarias. A emisséo de fluorescéncia foi detectada entre 340 e 380 nm,
por um tubo fotomultiplicador.

Somente foram utilizados cardiomidcitos que possuiam bordas e estrias regulares
definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contracdes espontaneas. Os registros
foram feitos respeitando até quatros horas ap6s o isolamento dos cardiomidcitos e na
temperatura ambiente (~ 25 °C). Foram registradas as medidas de amplitude do transiente
de [Ca?*];, tempo para o pico do transiente de [Ca2*]i e tempo para 50% do decaimento
de [Ca?']i.

Os parametros avaliados séo demonstrados na Figura 11.
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Figura 11. Tracado representativo dos parametros avaliados através do transiente de [Ca®*];.

3.14. Analise do estresse oxidativo cardiaco

O estresse oxidativo foi avaliado por meio da determinacdo e quantificacdo dos
produtos da oxidacdo: malondialdeido (MDA) e proteina carbonilada; e da avaliacdo da
atividade das enzimas: catalase, superdxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferase
(GST). Os resultados foram normalizados segundo o teor de proteinas totais presentes em
cada amostra. Para isso, 150 mg do tecido do VE foram homogeneizados em 1,5 mL de
tampdo fosfato contendo EDTA e centrifugados a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi aliquotado para as analises de MDA, catalase, SOD, GST e proteinas
totais e o pellet formado, para quantificacdo de proteina carbonilada.

O MDA foi determinado de acordo com método de Wallin et al. (1993). Este é
considerado um dos metabdlitos reativos ao acido tiobarbitarico, comumente utilizado
como marcador de peroxidacao lipidica que, quando aquecido em meio acido, forma um
produto de coloragdo rosea que pode ser mensurado por espectrofotometria a 535 nm.

A atividade da catalase, segundo Aebi (1984), é um método baseado na taxa de
decaimento, durante 60 segundos, do perdxido de hidrogénio (H20.), determinada por
espectrofotometria a 240nm. Ja a atividade da SOD foi determinada a partir da sua
habilidade em eliminar o radical livre superoxido e, consequentemente, diminuir a razao
de auto-oxidacédo do pirogalol (DIETERICH et al., 2000).

A determinacdo da GST foi realizada segundo Habig; Jakoby (1981) e baseia-se
na habilidade de metabolizar o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, conjugado com a glutationa
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reduzida (GSH). A leitura da absorbancia foi verificada em diferentes momentos até
serem completados 90 segundos de reagdo, em espectrofotometro a 340 nm. A
quantificacdo das proteinas totais baseia-se na hidrolise alcalina das proteinas da amostra
e na formacao de um complexo de cor azul, a partir da reacdo com Folin-Ciocalteu, sendo
a intensidade da coloracgéo proporcional a concentracéo de proteina da amostra (LOWRY
etal., 1951). A curva padréo de proteinas foi preparada com solugdo de albumina de soro
bovino (Sigma Aldrich® , Inc.). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
(Thermo Scientific® , Multiskan GO) a 700 nm.

3.15. Analise da expressao de RNA mensageiro do coracao

Amostras de VE (50 mg) foram homogeneizadas para isolar o RNA utilizando
trizol (Invitrogen, S& Paulo, SP, Brasil). A pureza do RNA (260/280nm) e as
concentragfes (ng/mL) foram determinadas na espectrofotometria (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) e a integridade foi avaliada eletroforéticamente
por gel de agarose (1%) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil). Utilizou-se a técnica de
reacao em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR) para a quantifica¢do dos niveis
de RNA mensageiro (MRNA) dos genes beta-actina (p-actina), RyR2, SERCA2a, NCX,
FLB, NADPH oxidase 4 (Nox-4), proteina desacopladora 2 (UCP-2) e interleucinas 6 e
10 (IL-6 e IL-10). A transcricdo reversa (cDNA) foi realizada com 2ug de RNA total
adicionado aos seguintes reagentes: oligo dT (0.5 pg), RiboLock™ RNAse inhibitor
(20U), 1ImM de dNTP Mix, RevertAid™ Reverse Transcriptase (200U), totalizando uma
solucdo com volume final de 20 pL (Fermentas, Glen Burnie, MD, EUA). Em seguida,
foi incubada por 60 minutos a 42°C mais 10 minutos a 70°C, finalizando a transcri¢édo
reversa. A expressao génica foi analisada por qRT-PCR, utilizando-se primers (Thermo
Fisher Scientific, EUA) desenhados (Tabela 2) e Power SYBR Green PCR (Thermo
Fisher Scientific, EUA). A quantificacdo da fluorescéncia e analise da amplificacdo das
bandas foram feitas pelo sistema de detec¢do de sequéncias ABI Prism 7500 (Applied
Biosytems, Foster City, CA, EUA).
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Tabela 2. Sequéncia dos primers para PCR em tempo real.

Forward Reverse
p-actina AGCCATGTACGTAGCCAT CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA
RyR2 TGGCAAAGAGTTGTCACGATG CTTTTCCTTGCTGCGTTGGG
SERCA2a TGTTCGCGTGGACCTCAAAT CCCAGTATGCCCGCTATCTC
NCX GTGGCCCTCACCATTATTCG ACACCAGTAAATTCAGCGCC
FLB AGGCATTCTACCAACACAGCA CGAATCAGCATGCCTTCAGC
Nox-4 TTCTGGACCTTTGTGCCTATAC CCATGACATCTGAGGGATGATT
UCP-2 ATGTGGTAAAGGTCCGCTTC CATTTCGGGCAACATTGGG
IL-6 TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC
IL-10 TTGAACCACCCGGCATCTAC CCAAGGAGTTGCTCCCGTTA

Os resultados foram expressos usando-se 0 método de limiar comparativo de
ciclos (Ct) como descrito pelo produtor do sistema. Os valores de delta Ct (ACt) foram
calculados para cada amostra e gene de interesse, utilizando f-actina como normalizador.
O calculo das mudangas relativas no nivel de expressdo do gene de interesse (AACt) foi
realizado por subtracdo da média do ACt do grupo controle para o correspondente ACt de
cada amostra dos demais grupos, seguindo de 2229, Para fins representativos, os valores

do grupo controle foram arbitrariamente definidos como 1.

3.16. Analise estatistica

Inicialmente foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov ou
Shapiro-Wilk. Quando a distribuicdo dos dados foi considerada normal, realizou-se
ANOVA de uma via, com o post-hoc de Tukey para localizar a diferenca entre 0s grupos.
Quando a distribuicdo foi considerada ndo normal, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis,
com post-hoc de Dunn’s. Para avaliar se houve diferenga entre a massa corporal inicial e
final e entre o TTF inicial e final dentro de um mesmo grupo, foi utilizado o teste T de
Student pareado. Os resultados foram expressos em média + desvio-padrao da média para
dados normais e mediana + intervalo interquartil para dados ndo normais, ou ainda através
de porcentagem. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Todas as analises foram
realizadas através do software GraphPad Prism 6.0°.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais e analises hepaticas

Os resultados referentes a composigdo corporal, ingestéo e eficiéncia alimentar
sdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que todos 0s grupos obtiveram maior massa
corporal do inicio para o final dos tratamentos. O grupo HA apresentou maior massa
corporal final, quando comparado ao grupo C. Os grupos H e HA obtiveram maior ganho
de massa em comparacdo aos demais grupos. Em relacéo a eficiéncia alimentar, os grupos
C e HAT apresentaram menor porcentagem em relacdo ao grupo H. N&o foram
observadas diferencas na ingestdo alimentar dos animais. Os grupos treinados
apresentaram menor contetdo de gordura retroperitoneal e epididimal, quando
comparados ao grupo H. O contetido de gordura mesentérica foi reduzido no grupo HT
em relacéo aos grupos C e H. O indice de adiposidade foi maior nos grupos treinados em
relacdo ao grupo H. No que diz respeito a porcentagem de gordura corporal, os grupos C,

HT e HAT apresentaram menor percentual quando comparados ao grupo H.
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Tabela 3. Composicdo corporal, ingestdo e eficiéncia alimentar em ratos alimentados com dieta padrdo e hiperlipidica submetidos ao

tratamento com acai e treinamento fisico aerobio.

C H HA HT HAT p

Massa Corporal Inicial (g) ~ 187,2+19,25 1805+1727 187,0+16,15 1922+1825 188, + 14,40 0,6659

Massa Corporal Final (g) ~ 317,6 £3558® 333,22 % 29,22¢ 354é3 +  3243+2058° 3135+18,60°  0,0104
4,87

Ganho de massa corporal (g)  130,4 +2325° 152,7+24,09 167,3+27,73 132,1+1353" 1255+17,71°  0,0003

Ingestdo Alimentar (g/dia) ~ 16,11+0,89  14,07+345  1555+261  1684+4,64 18,96 +345 0,0650

Eficiéncia alimentar (%) 7914158  11,37+241  11,13+243  875+395  7,05+2,39" 0,0072

G. Retroperitoneal (g) 492+104"  676+054  594+155  4,68+173  4,63+1,19" 0,0070

G. Epididimal (g) 407+104"  558+050  526+068  410+109°  3,40%1,03" 0,0006

G. Mesentérica (g) 4829+115  4795+096  4,268+110 2909 +104"  3,470%0,79 0,0062

indice de adiposidade (%) 4,296 +0,96  5235+050  4,370+084 3,444+045 3,651 +0,58" 0,0011

Gordura corporal (%) 2638 +261°  3471+697 2925+695 26,38+089" 24,37+1,15" 0,0097

Dados expressos em média + desvio padrdo de 8 a 10 animais por grupo experimental. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Ac¢ai. HT, Dieta
hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. G. Retroperitoneal, Gordura Retroperitoneal. G. Epididimal, Gordura
Epididimal. G. Mesentérica, Gordura Mesentérica. ®, diferenca para o0 mesmo grupo ao inicio do estudo. ", diferenca para o grupo H. #, diferenca para o grupo C.
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A Figura 12 apresenta os resultados do TTF. Ao inicio do estudo os animais
apresentaram desempenho semelhante (C: 20,19 + 5,32 min; H: 20,03 £ 5,45 min; HA:
19,87 £ 5,52 min; HT: 20,19 + 4,42 min; HAT: 20,22 £ 4,17 min — p = 0,999). Ao final
do periodo de intervencdo os animais dos grupos treinados apresentaram maior TTF em
relacdo aos demais grupos (C: 17,72 + 4,32 min; H: 17,97 £ 4,40 min; HA: 16,84 + 3,64
min; HT: 31,71 £ 4,94 min; HAT: 32,27 + 4,97 min — p <0,0001).
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Figura 12. Tempo total até a fadiga em de ratos alimentados com dieta padrao e hiperlipidica submetidos
ao tratamento com acai e treinamento fisico aerébio. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta
hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai +
Treinamento fisico. ®, diferenca para 0 mesmo grupo ao inicio do estudo.

A Tabela 4 apresenta a concentracdo de metabdlitos séricos nos animais
experimentais. A dieta hiperlipidica promoveu aumento de amilase, creatinina, lipase,
proteinas totais e globulinas em relacéo ao grupo C. Quando houve acréscimo do acai na
dieta hiperlipidica, ocorreram aumentos somente na lipase, proteinas totais e globulinas,
além de reducdo no colesterol total, quando comparado ao grupo H. Além disso, as

globulinas apresentaram-se elevadas no grupo H quando comparado ao HAT.
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Tabela 4. Concentragdo de metabdlitos séricos em ratos alimentados com dieta padréo e hiperlipidica submetidos ao tratamento com acai e

treinamento fisico aerobio.

C H HA HT HAT P
Glicose (mg/dL) 141,4 + 34,88 169,2 + 22,43 163,9+36,09 175042426  136,0 £ 40,27 0,1626
Triglicerideos (mg/dL) 64,4 + 19,36 52,38 + 16,69 50,38 + 15,07 46,67 +18,47 54,44 + 16,46 0,5101
Colesterol Total (mg/dL) 85,0 + 8,03 97,17 + 12,27 76,25+10,08°  9533+11,17 83,89+ 16,74 0,0185
HDL (mg/dL) 24,86 + 2,47 21,75 + 2,05 22,25 + 2,43 21,33+1,96 20,56 + 4,74 0,0992
Lipase (U/L) 6,2+327" 11,20+ 1,78 10,57 + 2,29 9,0+4,24 7,0+2,44 0,0316
Amilase (U/L) 544,5 + 73,59" 705,6 + 104,9 6720+122,3  691,3+104,1 611147711 0,0156
Creatinina (mg/dL) 0,713 +0,05" 0,807 + 0,09 0,756 + 0,04 0,720+£0,06 0,724 % 0,28 0,0246
Ureia (mg/dL) 27,63 +3,99 31,38 + 8,46 25,22 + 4,05 2583+549 28,13+ 7,90 0,3354
Proteinas totais (g/dL) 5,32+ 0,26 5,85 + 0,16 6,00 £ 0,32 5,61 + 0,23 5,62 + 0,31 0,0002

Globulinas (g/dL) 1,98 +0,12" 2,50 + 0,10 2,52 +0,23 2,30 + 0,12 2,17 +0,23" <0,0001
Albumina (g/dL) 3,33+0,17 3,35+ 0,15 3,47 + 0,16 3,31+0,16 3,44 + 0,15 0,2026
Fosfatase Alcalina(U/L) 120,3 + 20,37 15,5 + 44,20 1585+42,38  1995+7345  166,1 + 61,10 0,2612

Dados expressos em média + desvio padrdo de 8 animais por grupo experimental. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta

hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. HDL, Lipoproteina de alta densidade. *, diferenca para o grupo H.
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Os cortes histoldgicos apontaram alteracfes no figado dos animais tratados
(Figura 13). Foi realizada a quantificagédo da esteatose micro e macrovesicular. Todos os
grupos tratados com dieta hiperlipidica apresentaram esteatose macrovesicular (C: 0,00
+0,00; H: 2,20 £0,44; HA: 2,16 £ 0,98; HT: 1,42 + 2,78; HAT: 2,42 + 2,78 — p < 0,0001)
(Figura 14A), entretanto pode-se observar maior porcentagem de esteatose
macrovesicular de grau 1 nos grupos submetidos ao tratamento com acai e/ou TFA
(Figura 14C). Todos os grupos tratados com dieta hiperlipidica apresentaram esteatose
microvesicular (C: 0,00 + 0,00; H: 3,00 £ 0,00; HA: 3,00 + 0,00; HT: 3,00 + 0,00; HAT:
3,00 £ 0,00 — p < 0,0001) (Figura 14B) e foram classificados como sendo de grau 3
(Figura 14D).

Figura 13. Fotomicrografias representativas de sec¢des de figado de ratos alimentados com dieta padréo e
hiperlipidica submetidos ao tratamento com acai e treinamento fisico aerébio. As laminas foram coradas
com H&E. Setas pretas indicam esteatose macrovesicular. Setas brancas indicam esteatose microvesicular.
C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Agai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento
fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Agai + Treinamento fisico.
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Figura 14. Representacéo grafica da esteatose microvesicular e macrovesicular em de ratos alimentados
com dieta padrdo e hiperlipidica submetidos ao tratamento com acai e treinamento fisico aerdbio. C,
Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento
fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Agai + Treinamento fisico. Nos painéis A e B os dados s8o expressos
em mediana * interquartil. Nos painéis C e D os dados sdo expressos em porcentagem. *, diferenca para o
grupo H.
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O grau de inflamacdo quantificado pela presenca de infiltrado inflamatério nos
hepatocitos foi representado na Figura 15. Foi observado que os grupos H, HA e HAT
aumentaram o grau de inflamacéo, em comparacédo ao controle (C: 0,00 £ 0,00; H: 2,00
+0,70; HA: 1,60 £ 0,89; HT: 0,83 £ 0,75; HAT: 1,33 £ 0,51 — p = 0,0006) (Figura 15).
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Figura 15. Representacdo grafica do grau de inflamacdo através das células de Kupffer em de ratos
alimentados com dieta padrdo e hiperlipidica submetidos ao tratamento com acai e treinamento fisico
aerébio. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica +
Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Agai + Treinamento fisico. No painel A os dados séo
expressos em mediana * interquartil. No painel B os dados sdo expressos em porcentagem. #, diferenca para
0 grupo C.
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A massa do figado e as concentracdes séricas de ALT e AST estdo representados
na Figura 16. Todos os tratamentos aumentaram a massa do figado, em relagdo ao
controle (C: 8,23 +1,91¢g; H: 13,16 + 2,34g; HA: 15,54 £ 2,139; HT: 14,06 + 2,269; HAT:
13,08 + 2,60g — p < 0,0001). O grupo H apresentou maiores concentracdes de ALT,
quando comparado ao controle (C: 51,29 + 7,29 U/L; H: 92,83 + 25,83 U/L; HA: 102,0
+ 12,49 U/L; HT: 82,80 + 23,77 U/L; HAT: 98,20 £ 12,99 U/L — p = 0,0003). As
concentracgdes sericas de AST foram maiores no grupo H, quando comparado aos grupos
CeHA(C: 143,8 £ 4,60 U/L; H: 177,7 £ 17,37 U/L; HA: 143,3 + 27,27 U/L; HT: 148,2
+24,78 U/L; HAT: 148,7 £ 24,79 U/L — p = 0,0241).
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Figura 16. Massa do figado e niveis séricos de AST e ALT em de ratos alimentados com dieta padrao e
hiperlipidica submetidos ao tratamento com agai e treinamento fisico aerdbio. (A) Massa do figado (g). (B)
Alanina aminotransferase (ALT) (U/L). (C) Aspartato aminotransferase (AST) (U/L). C, Controle. H, Dieta
hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta
hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo. ", diferenca
para o grupo H.

Os dados sobre o perfil lipidico do figado dos animais estdo apresentados na
Tabela 5. Ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos em relacao aos acidos graxos
saturados (SFA). Quanto aos &cidos graxos moninsaturados (MUFA), houve maior
porcentagem do &cido oleico (C 18:1) em todos os grupos tratados, em comparagdo com
o controle. Da mesma forma, o conteudo total de MUFA foi maior nos grupos tratados
em relacdo ao grupo controle. No que diz respeito aos acidos graxos polinsaturados
(PUFA), observou-se aumento do acido linoleico (C 18:2) em todos os ratos tratados, em
relagdo ao controle. Ademais, verificou-se aumento do acido a-linolénico (C 18:3n3) no
grupo HA e elevag@o do acido y-linolénico (C 18:3n6) no grupo HAT, em relacéo ao

grupo controle.
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A Tabela 6 apresenta o perfil lipidico das fezes dos animais. Quanto aos SFA, é
possivel identificar maior excre¢do do acido miristico (C 14:0) e menor porcentagem de
acido estearico (C18:0) nos grupos tratados, em comparacdo ao controle. O total de SFA
nas fezes foi maior nos grupos tratados, em relacdo ao controle. No que diz respeito aos
MUFA, houve maior excrecdo do acido palmitoléico (C 16:1) no grupo HT comparado
ao H. Os tratamentos mostraram maior excrecdo de C 18:1, em comparagdo ao controle.
Além disso, as fezes dos grupos treinados obtiveram maior porcentagem de C18:1 em
relacdo aos animais somente alimentados com dieta hiperlipidica. O total de MUFA nas
fezes foi maior nos grupos tratados, em relacdo controle. Quanto aos PUFA, notou-se
menor excrecdo de C 18:2 e C 18:3n6 nos grupos tratados, em comparagédo ao controle.
O C 18:3n3 apresentou-se elevado somente nas fezes do grupo que recebeu acai, em
relacdo ao controle. O total de PUFA nas fezes foi menor nos grupos tratados que no

grupo controle.

43



Tabela 5. Perfil de acidos graxos do figado de ratos alimentados com dieta padrdo e hiperlipidica submetidos ao tratamento com agai e

treinamento fisico aerdbio.

C H HA HT HAT p

C 14:0 0,272 + 0,30 0,317 £ 0,17 0,414 + 0,06 0,453 0,08 0,314 0,26 0,5922

C 16:0 17,39 + 3,75 16,99 + 1,77 17,72+ 2,33 16,75+ 1,88 16,81 £ 1,61 0,9613

C 18:0 7,27 3,68 9,62 £5,19 6,60 * 2,35 6,40 + 1,82 6,54 + 3,12 0,4769

SFA total 26,75 + 9,07 28,89 + 6,55 26,12 + 1,89 25,01 + 1,93 25,42 +2,11 0,7427

C16:1 1,91+0,91 1,68 + 0,57 1,68 + 0,53 2,10 £ 0,49 2,12+ 0,80 0,6986

C18:1 27,91 + 10,10 41,47 + 3,18* 39,15 + 1,91% 38,52 + 2,96" 40,03 + 3,90 0,0025

MUFA total 41,66 + 5,55 50,16 + 2,15 48,00 + 0,78* 49,24 +1,62% 49,92 + 2,05* 0,0004
C 18:2 14,06 + 1,69 19,10 +1,38* 19,32 +1,67% 19,85 + 1,00* 19,58 +1,92 < 0,0001

C 18:3n3 0,054 + 0,14 0,176 + 0,23 0,278 + 0,16" 0,278 + 0,43 0,242 0,20 0,0193

C 18:3n6 0,836 + 0,91 0,119+ 0,26 0,204 +0,18 0,248 + 0,22 0,008 + 0,01* 0,0439

PUFA total 22,97 +5,30 20,76 + 1,27 21,55 + 1,57 21,74 +1,08 21,14 + 1,66 0,7030

Dados expressos em média * desvio padrdo de 6 a 9 animais por grupo experimental. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta
hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. C 14:0, &cido miristico. C 16:0, &cido palmitico. C 18:0, &cido esteérico. C
16:1, 4cido palmitoléico. C 18:1, acido oleico. C 18:2, &cido linoleico. C 18:3n3, acido a-linolénico. C 18:3n6, acido y-linolénico. SFA, &cidos graxos saturados. MUFA,
acidos graxos monoinsaturados. PUFA, acidos graxos polinsaturados. *, diferenca para o grupo H. #, diferenca para o grupo C.
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Tabela 6. Perfil de &cidos graxos das fezes de ratos alimentados com dieta padréo e hiperlipidica submetidos ao tratamento com acai e

treinamento fisico aerobio.

C H HA HT HAT p
C 14:0 1,01+0,17° 0,42 +0,05 0,43 +0,05 0,42 +0,02 0,41+0,06  <0,0001
C 16:0 18,32 + 1,87 16,94 + 1,62 18,31 + 1,14 16,63 + 1,81 1896+2,11 0,165
C 18:0 12,63 +1,20" 40,60 + 8,38 33,93 £ 3,09 35,27 4,70 36,88 +3,38  <0,0001
SFA total 42,32 + 4,50" 63,70 + 7,98 57,02+427  61,62+11,16  5949+347  <0,0001
C 16:1 0,28 +0,36 0,18 0,20 0,49 + 0,03 0,59 + 0,24 0,52 0,13 0,0153
C18:1 10,51 + 3,20 2061+376  31,30+305"  2343+276  2885+272°  <0,0001
MUFA total 12,25 +2,37" 21,84+399  3266+327°  2475+242  3041%299°  <0,0001
C 18:2 7,67 1,98 3,52 +0,80" 4,20 +0,79" 3,95 + 0,81* 4,06+0,75"  <0,0001
C 18:3n3 0,00 + 0,00 0,12 40,22 0,42 + 0,39* 0,32+0,28 0,41 0,08 0,0246
C 18:3n6 1,84 +0,38° 0,88 £ 0,12 0,72 0,07 0,85 +0,03 0,73+0,08  <0,0001
PUFA total 12,19+ 1,60" 5,90 + 1,89 5,71+ 0,59 5,80 + 1,59 574+0,89  <0,0001

Dados expressos em média + desvio padrdo de 6 a 9 animais por grupo experimental. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta
hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. C 14:0, acido miristico. C 16:0, &cido palmitico. C 18:0, &cido esteérico. C
16:1, acido palmitoléico. C 18:1, acido oleico. C 18:2, acido linoleico. C 18:3n3, acido a-linolénico. C 18:3n6, acido y-linolénico. SFA, 4cidos graxos saturados. MUFA,

acidos graxos monoinsaturados. PUFA, 4cidos graxos polinsaturados. *, diferenca para o grupo H. ¥ diferenca para o grupo C.
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4.2 Analises cardiacas

A Tabela 7 apresenta os dados de comprimento dos cardiomiocitos, massa dos
ventriculos e coracdo e massa relativa dos ventriculos e cora¢do. Somente foi identificada
maior massa do ventriculo direito (MVD) dos animais do grupo H, em relagdo ao grupo

controle.
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Tabela 7. Comprimento dos cardiomidcitos, massa dos ventriculos e coracdo e massa relativa dos ventriculos e coracdo de ratos alimentados
com dieta padrao e hiperlipidica submetidos ao tratamento com acai e treinamento fisico aerdbio.

C H HA HT HAT p

Comprimento dos 128,8 + 19,88 125,6 + 22,50 122,6 + 22,65 132,2 + 21,08 127,3 + 22,74 0,1190
cardiomidécitos (um)

Massa do Coracao (g) 1,20 £ 0,19 1,16 £ 0,19 1,29 £ 0,22 1,28 £0,12 1,26 £ 0,16 0,5153

Massa dos Ventriculos (g) 1,14+ 0,13 1,25 + 0,07 1,27 £ 0,19 1,27 £ 0,12 1,16 £0,24 0,4663

MVE () 0,70 + 0,08 0,77 +0,09 0,76 +0,10 0,77 0,10 0,74 +£0,11 0,5545

MVD (g) 0,19 +0,04” 0,26 + 0,05 0,23 +0,02 0,25+ 0,04 0,22+0,01 0,0419

Massa do coracdo/massa 3,80 + 0,63 3,58 + 0,65 3,61 +0,65 3,99 +£0,52 4,15+ 0,52 0,2629

corporal (mg/g)
MVE/massa corporal 2,34+0,18 2,42 +£0,20 2,11+0,32 2,51+0,49 2,47 £ 0,26 0,2331

(mg/g)

Dados de média + desvio padrdo de 6 a 9 animais por grupo experimental. MVVE, massa do ventriculo esquerdo. MVD, massa do ventriculo direito. C, Controle. H, Dieta
hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Agai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Agai + Treinamento fisico.”, diferenca para o

grupo H.
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A Figura 17 apresenta os dados referentes as analises de porcentagem de
cardiomidcitos e matriz extracelular no VE do coracdo dos animais. As fotomicrografias
dos cortes histologicos sdo apresentados na Figura 17A. N&do foram identificadas
diferencas no percentual de cardiomidcitos (C: 91,17 + 4,54 %; H: 89,24 + 3,07 %; HA:
91,34 + 4,19 %; HT: 91,87 £+ 4,06 %; HAT: 91,65 + 4,51 % — p > 0,05) (Figura 17B) e
matriz extracelular (C: 8,82 + 4,54 %; H: 10,76 £ 3,07 %; HA: 8,66 + 4,19 %; HT: 8,37
+ 3,79 %; HAT: 8,10 + 4,40 % — p > 0,05) entre os grupos (Figura 17C).
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Figura 17. A: Fotomicrografias representativas de sec¢des de ventriculos esquerdos de ratos alimentados
com dieta padrdo e hiperlipidica submetidos ao tratamento com acai e treinamento fisico aerébio. B:
Percentual de cardiomidcitos. C: Percentual de matriz extracelular. As I[aminas foram coradas com H&E.
Setas pretas indicam cardiomidcitos. Setas brancas indicam matriz extracelular. C, Controle. H, Dieta
hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta
hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico.

A Figura 18 apresenta os resultados referentes ao percentual de colageno no VE
dos animais. O grupo H apresentou maior percentual, quando comparado aos demais
grupos (C: 2,59 + 1,30 %; H: 3,62 £ 1,05 %; HA: 2,64 + 1,05 %; HT: 2,66 + 1,10 %;
HAT: 2,72 + 1,19 % — p = 0,0002).
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Figura 18. A: Fotomicrografias representativas de seccdes de ventriculos esquerdos de ratos alimentados
com dieta padrdo e hiperlipidica submetidos ao tratamento com agai e treinamento fisico aerdbio. B:
Percentual de coldgeno. C: Percentual de matriz extracelular. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. As
laminas foram coradas com Picrosirius Red. Setas brancas indicam presenga de colageno. HA, Dieta
hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai +
Treinamento fisico. ¥, diferenca para o grupo H.

Os resultados da avaliacdo ecocardiografica sdo apresentados na Tabela 8. O
grupo HA mostrou maiores valores de DVEd em relacdo aos grupos C e H. A EPPVEs
foi aumentada no grupo HT, quando comparado ao controle. A EF e FS apresentaram

aumento no grupo HT, em relagéo aos grupos C e H.
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Tabela 8. Avaliagdo ecocardiogréafica de ratos alimentados com dieta padrdo e hiperlipidica submetidos ao tratamento com acai e treinamento

fisico aerdbio.

C H HA HT HAT p

DVDd (mm) 1,54 £ 0,29 1,63+0,43 1,25+ 0,31 1,70 £ 0,44 1,52 +0,43 0,1384
ESIVd (mm) 1,75+ 0,25 1,57 +0,30 1,44+131 1,61+0,23 1,72 £0,27 0,1232
DVEd (mm) 6,74 + 0,56 6,82 + 0,54 7,45 +0,28™ 7,13+ 0,61 7,35+ 0,55 0,0193
EPPVEd (mm) 1,55+ 0,21 1,75+ 0,41 1,62 +0,43 1,63 +0,30 1,75+ 0,22 0,6577
ESIVs (mm) 2,12 £ 0,26 2,28 £ 0,22 2,08 + 0,46 2,12 +0,37 2,00+ 0,35 0,7235
DVEs (mm) 4,28 + 0,46 4,30 £ 0,57 4,47 £0,38 4,15+ 0,20 4,57 £0,30 0,2307
EPPVEs (mm) 3,24 £0,59 3,50 + 0,40 3,51+0,38 3,93 + 0,38" 3,68 + 0,41 0,0273
EF (%) 71,90 + 4,55 72,13+6,91 76,10 + 4,84 78,00 + 3,16™ 73,50 £ 3,33 0,0350

FS (%) 36,50 + 4,00 37,00 + 5,45 40,20 + 4,13 41,78 + 2,94 37,63 + 2,56 0,0283

Dados expressos em média + desvio padrdo de 9 a 10 animais por grupo experimental. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta
hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. DVDd, diametro diastélico do ventriculo direito. DVEd, diametro diastélico
do ventriculo esquerdo. DVEs, diametro sistélico do ventriculo esquerdo. EPPVEd, espessura parede posterior do ventriculo esquerdo ao final da diastole. EPPVEs,
espessura parede posterior do ventriculo esquerdo ao final da sistole. ESIVd, espessura diastélica do septo interventricular. ESIVs, espessura sistélica do septo
interventricular. EF, fracdo de ejecdo. FS, fracdo de encurtamento. *: diferenca em relacdo ao grupo C. *: diferenca em relagdo ao grupo H.
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Os dados referentes a contratilidade celular estdo representados na Figura 19. Em
relacdo a amplitude de contracdo celular, o grupo H reduziu esse pardmetro quando
comparado ao grupo controle. Os tratamentos isolados e em conjunto utilizando acai e
TFA conseguiram reverter os danos gerados pela dieta hiperlipidica (C: 5,43 £ 2,46 %);
H: 3,71 £ 2,31 %; HA: 5,32 + 3,49 %; HT: 6,25 + 3,42 %; HAT: 6,01 £ 2,92 % - p =
0,0015) (Figura 19A). O tempo para o pico de contragdo celular apresentou-se maior no
grupo H. O treinamento fisico isolado ou associado a suplementacdo com agai conseguiu
atenuar essa alteracdo (C: 140,8 £ 29,97 ms; H: 179,9 £ 48,47 ms; HA: 172,3 + 34,70 ms;
HT: 159,8 + 35,36 ms; HAT: 159,5 + 32,91 ms — p < 0,0001) (Figura 19B). No que diz
respeito ao tempo para 50% do relaxamento celular, houve aumento no grupo H, em
relagdo ao grupo controle. Tanto o treinamento fisico isolado quanto em conjunto com a
suplementacdo com acai, conseguiu reverter o aumento do tempo para 50% do
relaxamento celular observado ap6s consumo da dieta hiperlipidica (C: 221,2 + 54,42 ms;
H: 301,4 + 96,46 ms; HA: 287,0 + 81,42 ms; HT: 250,6 + 61,60 ms; HAT: 250,9 + 60,70
ms — p < 0,0001) (Figura 19C).
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Figura 19. Contratilidade dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo dos animais experimentais.
C.c.r., comprimento celular de repouso. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai.
HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. Os
dados sdo expressos em média + desvio padréo. , diferenca para o grupo H.

Os dados referentes ao transiente de [Ca®']; estdo representados na Figura 20.
Quanto a amplitude do transiente de [Ca?*];, a dieta hiperlipidica, a suplementagio com
acai ou o treinamento fisico, ndo foram capazes de alterar esse parametro (C: 0,57 £ 0,29;
H: 0,53 £ 0,29; HA: 0,48 £ 0,27; HT: 0,56 + 0,29; HAT: 0,43 + 0,28 — p > 0,05) (Figura

20A). O tempo para o pico do transiente de [Ca*]i foi aumentado no grupo H, em relagéo
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ao grupo controle. Os tratamentos isolados e em conjunto utilizando agai e TFA
conseguiram reverter a alteracdo gerada pela dieta hiperlipidica (C: 79,37 £ 22,06 ms; H:
95,24 + 16,83 ms; HA: 76,31 £ 16,42 ms; HT: 71,86 + 13,92 ms; HAT: 71,03 + 16,27 —
p < 0,0001) (Figura 20B). Em relagio ao tempo para 50% do decaimento de [Ca?']i, 0
grupo HT reduziu esse parametro quando comparado ao grupo H (C: 254,6 + 59,56 ms;
H: 286,7 £ 57,64 ms; HA: 282,1 £ 59,39 ms; HT: 241,1 £ 56,51 ms; HAT: 267.7 + 53,07
—p =0,0003) (Figura 20C).
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Figura 20. Transiente de [Ca?*]; dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo dos animais
experimentais. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica
+ Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Agai + Treinamento fisico. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrdo. *, diferenca para o grupo H.

A Figura 21 apresenta os resultados referentes aos niveis de MRNA de proteinas
responsaveis pela homeostase do Ca?* no cardiomiécito do VE. Em relagdo ao RyR2,
somente o grupo HT apresentou maior expressdo em relagéo ao grupo H (C: 1,00 £ 0,00;
H:0,80+£0,32; HA: 1,31+ 1,13; HT: 2,47 £0,80; HAT: 1,60 + 1,27 — p = 0,0233) (Figura
21A). As expressdes de SERCA2a (C: 1,00 £ 0,00; H: 1,19 + 0,44; HA: 0,85 + 0,33; HT:
1,19 +0,71; HAT: 0,78 £ 0,47 —p = 0,4153) e FLB (C: 1,00 £ 0,00; H: 1,09 £ 0,62; HA:
0,86 £ 0,83; HT: 1,08 £ 0,90; HAT: 0,66 = 0,50 — p = 0,7296) ndo foram alteradas entre
os grupos (Figura 21B e 21C, respectivamente). A expressdo de NCX foi menor no grupo
H, em comparacdo aos demais grupos (C: 1,00 + 0,00; H: 0,24 + 0,10; HA: 2,33 + 1,31,
HT: 3,41 £ 0,95; HAT: 2,13 + 1,42 — p = 0,0002) (Figura 21D).
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Figura 21. Expressdo de genes responsaveis pela homeostase de Ca?* em cardiomidcitos do ventriculo
esquerdo dos animais experimentais. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai.
HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. Os
dados sdo expressos em média + desvio padréo. *, diferenga para o grupo H.

O estresse oxidativo foi avaliado através de marcadores oxidativos e atividade de
antioxidantes, conforme indicado na Figura 22. Os niveis de Nox-4 foram aumentados no
grupo H, em relagéo aos demais grupos (C: 1,00 £ 0,00; H: 1,61 £ 0,49; HA: 0,73 £ 0,30;
HT: 0,81 + 0,56; HAT: 0,49 + 0,15 — p = 0,0003) (Figura 22A). O contetdo de MDA foi
aumentado no grupo H, quando comparado aos demais grupos (C: 11,35 + 3,57 nM/mg;
H: 18,02 + 4,46 nM/mg; HA: 13,09 + 2,68 nM/mg; HT: 12,67 £ 2,94 nM/mg; HAT: 11,12
+ 13,18 nM/mg — p = 0,0040) (Figura 22B). Em relacdo a proteina carbonilada, ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos (C: 0,35 + 0,07 nmol/mg; H: 0,56 £ 0,16 nmol/mg;
HA: 0,44 = 0,11 nmol/mg; HT: 0,40 + 0,19 nmol/mg; HAT: 0,45 + 0,20 nmol/mg —p =
0,1866) (Figura 22C). A atividade da enzima SOD ndo foi alterada entre 0s grupos
avaliados (C: 274,2 = 62,70 U/mg; H: 230,6 + 20,84 U/mg; HA: 245,3 £ 62,03 U/mg;
HT: 234,2 + 25,91 U/mg; HAT: 234,9 + 34,11 U/mg — p = 0,4076) (Figura 22D). A
atividade da catalase foi diminuida no grupo H em relagdo ao grupo controle. Todos os
grupos tratados com acai e/ou TFA elevaram a atividade da enzima, em relacdo ao grupo
H (C: 22,16 £ 5,74 U/mg; H: 16,16 + 1,70 U/mg; HA: 21,09 + 3,36 U/mg; HT: 21,14 +
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2,76 U/mg; HAT: 23,82 £ 2,43 U/mg — p = 0,0096) (Figura 22E). A atividade de GST foi
reduzida no grupo H, quando comparado aos demais grupos (C: 2,67 + 0,62 umol min
gl H: 1,63 £ 0,62 umol mint g*; HA: 2,69 + 0,40 pmol mint g*; HT: 2,69 + 0,60 umol
mint g1, HAT: 2,74 + 0,64 umol mint g* — p = 0,0040) (Figura 22F).
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Figura 22. Marcadores oxidativos e atividade de enzimas antioxidantes no ventriculo esquerdo dos animais
experimentais. C, Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica
+ Treinamento fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Agai + Treinamento fisico. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrdo. , diferenga para o grupo H.

A Figura 23 apresenta os dados referentes aos niveis de mRNA de UCP-2. O grupo
H apresentou maior expressdo de UCP-2 em relagdo ao controle. Todos os grupos tratados
com acai e/ou TFA reduziram essa expressdao, em comparacdo ao grupo H (C: 1,00 +
0,00; H: 2,78 + 0,85; HA: 0,67 + 0,66; HT: 0,94 + 0,69; HAT: 0,37 + 0,44 — p < 0,0001)
(Figura 23).
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Figura 23. Expressdo de mRNA de UCP-2 no ventriculo esquerdo dos animais experimentais. C, Controle.
H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Agai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento fisico. HAT,
Dieta hiperlipidica + Agai + Treinamento fisico. Os dados sdo expressos em média + desvio padréo. ",
diferenca para o grupo H.

A inflamag&o do VE foi avaliada mensurando a expresséo génica de IL-6 e IL-10
(Figura 24). Em relacéo a IL-6, ndo houve diferenca entre os grupos avaliados (C: 1,00 +
0,00; H: 1,69 +0,43; HA: 1,75+ 1,25; HT: 2,03 + 1,18; HAT: 2,00 £ 1,16 — p = 0,2397)
(Figura 24A). A IL-10 somente apresentou-se elevada no grupo HT, quando comparada
ao grupoH (C: 1,00 £0,00; H: 0,91 + 0,16; HA: 1,83 £ 1,19; HT: 3,11 + 2,15; HAT: 1,80
+ 0,65 - p =0,0221) (Figura 24B).
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Figura 24. Expressdo de mRNA de IL-6 e IL-10 no ventriculo esquerdo dos animais experimentais. C,
Controle. H, Dieta hiperlipidica. HA, Dieta hiperlipidica + Acai. HT, Dieta hiperlipidica + Treinamento
fisico. HAT, Dieta hiperlipidica + Acai + Treinamento fisico. Os dados sdo expressos em média + desvio
padrdo. *, diferenca para o grupo H.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou o efeito da suplementacdo com acai e do TFA sobre
a funcionalidade e estrutura cardiaca, em conjunto com o desenvolvimento da DHGNA
em um modelo animal submetido a dieta hiperlipidica. Os principais achados mostram
que a dieta hiperlipidica promoveu o desenvolvimento da DHGNA, prejudicou a estrutura
e a contratilidade dos cardiomidcitos, alem de aumentar o estresse oxidativo cardiaco. Os
tratamentos isolados ou em conjunto com acai e TFA atenuaram ou reverteram parte

desses danos.

5.1. Caracteristicas gerais e adaptacgdes hepaticas

O ganho de massa corporal esta associado ao maior consumo de dietas energéticas
e a reducéo do gasto calérico. E bem estabelecido que ratos podem desenvolver obesidade
quando sdo alimentados com uma dieta hiperlipidica, sugerindo que a elevacdo da
quantidade de lipidios ingeridos aumenta o consumo energético (AKIYAMA et al.,
1996). Este estudo mostrou que animais alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram maior ganho de massa corporal, eficiéncia alimentar, percentual de gordura
corporal e conteldo de gorduras retroperitoneal e epididimal, quando comparado ao
grupo controle. Pesquisas mostram que o aumento do consumo de gordura pode ndo ser
acompanhado pela elevacdo de sua oxidacdo, favorecendo a deposicéo de tecido adiposo
nos animais do grupo hiperlipidico (SHIOU et al., 2018; INSERTE et al., 2019). Por outro
lado, os tratamentos com TFA ou a associacdo desse com 0 acai conseguiram reduzir o
ganho de massa corporal, indice de adiposidade, além do percentual de gordura corporal
e contetdo de gorduras retroperitoneal e epididimal. Exercicios aer6bios continuos, com
duracdo superior a alguns minutos, aumentam o gasto calérico e promovem elevacgdo da
degradacdo de carboidratos intra e extra musculares e substratos lipidicos, com pequena
contribuicdo de aminoéacidos, fazendo com que ocorra a reducéo da deposicao de lipidios
(BURKE et al., 2017).

Os ratos que realizaram o TFA apresentaram maior capacidade aerobica avaliada
pelo TTF, sendo que este aumento pode estar associado a adaptacdes cardiovasculares,
que sdo efeitos bem estabelecidos do TFA (MOORE; KORZICK, 1995; KEMI et al.,

2008). Outros estudos que utilizaram o0 mesmo protocolo de TFA também observaram
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maior capacidade de exercicio nos animais treinados (CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013;
LAVORATO et al., 2016).

A fim de estimar a funcdo renal, foi verificado que o grupo hiperlipidico
aumentou os niveis séricos de creatinina em relacdo ao controle. Em contrapartida, os
niveis de ureia nao foram significativamente alterados entre os grupos. Dessa forma, 0s
resultados ndo fornecem evidéncias de qualquer efeito bioldgico negativo sobre a fungéo
renal, visto que para indicar disfuncdo, tanto creatinina quanto ureia deveriam se
apresentar elevados (AL-OKBI et al., 2014).

Foi verificado que o grupo alimentado com dieta hiperlipidica apresentou maiores
niveis sericos de proteinas totais, evidenciando aumento das concentragdes de globulinas,
sem alterar albumina. O modelo animal de DHGNA normalmente apresenta sintese de
albumina prejudicada, o que nédo foi observado no estudo (NETO; CARVALHO, 2009).
Por outro lado, concentracbes elevadas de globulinas podem estar associadas com
processos inflamatorios crénicos e lesdes hepaticas, causados pela dieta hiperlipidica
(NETO; CARVALHO, 2009).

Os animais tratados com dieta hiperlipidica apresentaram maiores valores de
amilase e lipase séricas, quando comparados ao grupo controle. Resultado similar foi
encontrado em um estudo do nosso grupo de pesquisa utilizando modelo de dieta
hiperlipidica (PAULINO, 2015). O aumento desses dois parametros reflete uma possivel
lesdo pancreatica (ISMAIL; BHAYANA, 2017). Durante o desenvolvimento da DHGNA
ocorre aumento do estresse oxidativo e do processo inflamatério, o que poderia interferir
na fisiologia de outros tecidos corporais, além do préprio figado. Assim sendo, essa
possivel alteracdo da funcéo pancreatica pode estar relacionada com esses processos. No
entanto, nenhum dos tratamentos foi capaz de atenuar o aumento da amilase ou da lipase.

Os niveis séricos de colesterol total e triglicerideos ndo foram elevados no grupo
tratado com a dieta hiperlipidica, quando comparado ao controle. A auséncia do aumento
desses parametros pode ser devido ao grande percentual de lipideos utilizados na dieta,
uma vez que os acidos graxos insaturados (maior percentual de acidos graxos encontrado
na banha) tém, dentre outras caracteristicas, a inibigdo de importantes enzimas envolvidas
com o metabolismo de lipoproteinas, diminuindo a concentragdo plasmaética de
triglicerideos (CONNOR; DEFRANCESCO; CONNOR, 1993). Também foi encontrado
que o grupo hiperlipidico aumentou a atividade da enzima lipase, fazendo com que possa
ter ocorrido maior hidrdlise de triglicerideos, ndo elevando o0s niveis dessa

macromolécula. Além disso, o grupo alimentado com dieta hiperlipidica e suplementado
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com acai apresentou menores niveis séricos de colesterol total em comparagcdo com o
grupo somente alimentado pela dieta hiperlipidica. Sabe-se que os polifendis presentes
no acai estdo relacionados com a reducdo das concentragdes séricas de colesterol total e
colesterol LDL, aumentando sua degradacéo e excrecdo (PARK et al., 2014).

No presente estudo, a dieta hiperlipidica utilizada como modelo de indugédo de
DHGNA em ratos, apresentou aumento da concentracdo de lipidios nos hepatdcitos e
dano hepético, uma vez que houve hepatomegalia, elevacdo do contetdo de gordura no
figado, aumento das macro e microvesiculas de lipidios e do grau de inflamacdo no
figado, além de maior atividade das enzimas ALT e AST no soro sanguineo. Esses dados
corroboram com estudos anteriores que utilizaram a dieta hiperlipidica como modelo de
inducdo da DHGNA (DE SOUZA et al., 2010; DE SOUZA et al., 2012, GUERRA et al.,
2015; PAULINO, et al., 2019).

Embora o tratamento com acai ndo tenha reduzido o grau de esteatose
macrovesicular nos ratos tratados com dieta hiperliidica, notou-se reducdo do percentual
de esteatose macrovesicular de grau 3 com elevacéao de grau 1. Além disso, o tratamento
com acai foi capaz de atenuar os danos na enzima AST. As aminotransferases sdo enzimas
encontradas nos hepatocitos, onde sabe-se que AST é localizada principalmente na
mitocdndria e ALT no citoplasma dessas células. Quando ocorre lesGes nos hepatocitos
0s niveis plasmaticos das aminotransferases aumentam. Assim como o0 presente estudo,
outros estudos identificaram o papel hepatoprotetor de frutos ricos em compostos
fenolicos (GUERRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016; WU et al., 2017; LOPES et al.,
2018). Essa protecdo exercida pelos polifendis a partir do consumo de dietas
hiperlipidicas pode ser mediada pela modulagdo de mecanismos moleculares que levam
ao acumulo de lipidios, como a lipogénese e oxidacdo lipidica, além do estresse oxidativo
e inflamacdo (LOPES et al., 2018).

Da mesma forma que o0 agai, 0 TFA ndo conseguiu diminuir o grau de esteatose
macrovesicular, porém foi possivel observar reducdo do percentual de esteatose
macrovesicular de grau 3 com elevacédo de grau 1. Ademais, o TFA foi capaz de diminuir
0 grau de inflamagdo nos animais tratados com dieta hiperlipidica. O processo
inflamatdrio é causado, dentre outros fatores, pelo acimulo de gordura no hepatocito,
nesse sentido, Ebrahimi et al. (2017) avaliaram ratos alimentados com dieta hiperlipidica
(56% de lipidios) e treinados aerobicamente, encontrando no tecido hepatico diminuicao
da expressdo génica de SREBP-1c, um fator de transcri¢do responsavel pela sinalizagéo

de lipogénese. Além disso, ja foi relatado que animais alimentados com dieta rica em
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gordura (22% de lipidios e 2% de colesterol) e treinados aerobicamente apresentaram
aumento dos niveis hepéticos de IL-10 (interleucina anti inflamatoria) e reducao de TNF-
a (citocina pr6 inflamatéria), reforcando nossos achados (HAJIGHASEM;
FARZANEGI; MAZAHERI, 2019).

Sabendo que a dieta hiperlipidica aumenta o contetdo de lipidios no figado dos
animais, avaliou-se o perfil de acidos graxos nesse 6rgdo, para melhor compreenséo do
metabolismo lipidico. Foi possivel observar que ndo houve diferenga sobre os niveis de
SFA e PUFA, com aumento de MUFA.. Estudos vém descobrindo uma ligacdo patogénica
entre 0 metabolismo lipidico e lesdo hepética, onde durante o desenvolvimento da
DHGNA, o direcionamento de acidos graxos livres para o figado estd associado ao
aumento da expressdo e atividade de esteroil-CoA desaturase-1 (SCD-1), enzima
responsavel pela adicdo de insaturacdo, principalmente em C16:1 e C18:1. Essas
modificacdes resultam na maior formacdo de MUFA, armazenamento de triglicerideos,
adaptacdo do figado e desenvolvimento da esteatose hepética isolada, o que foi visto no
presente trabalho (L1, et al., 2009). O papel especifico dos MUFA hepéticos na regulacdo
das func¢des do figado ndo foi completamente esclarecido, no entanto ja foi visto que o
maior contetldo de MUFA atenua a inflamacéo e o estresse do reticulo endoplasmatico,
ndo atingindo o estagio de EHNA (LIU, et al., 2016).

Pode-se observar aumento da deposicdo de C 18:1 no figado dos animais tratados
com dieta hiperlipidica. Esse &cido graxo apresenta-se aumentado em dietas com grande
conteddo de banha (ALMEIDA et al., 2006). Além disso, sabe-se que a dieta hiperlipidica
também € rica em C 16:0 e evidéncias mostram que essa dieta pode modular a atividade
de elongases e desaturases, como SCD-1, sintetizando mais C 18:1 no figado (ALMEIDA
et al., 2006; XIE et al., 2010; WANG et al., 2016).

Foi identificado que houve maior excre¢cdo de SFA e MUFA pelos animais
hiperlipidicos, com destaque para C 18:0 e C 18:1. O consumo excessivo de gorduras, em
especial ricas em SFA e MUFA, pode fazer com que parte dos lipidios ndo seja absorvida
e permaneca no intestino grosso, fazendo com que aumente a excre¢do dos mesmos
(LOPES, 2014).

Os tratamentos com acai e/ou TFA ndo causaram grandes alteracGes no perfil de
acidos graxos do figado e fezes dos animais, quando comparados aos animais
hiperlipidicos. No entanto, o contetdo de C 18:1 nas fezes dos animais que consumiram
acai ou que realizaram o TFA em conjunto com a suplementacdo de agai, foi maior. 1sso

pode ter ocorrido pelo fato de ser o acido graxo de maior contetdo tanto na banha quanto
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no acai liofilizado (61% do total), o que também foi observado em outros estudos
(GUERRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016). Somado a isso, 0 acai possui alto
percentual de fibras, o que poderia aumentar a excrecéo desse &cido graxo (PEREIRA et
al., 2016). Em concordancia com nossos achados, estudos mostraram que as fezes de
animais tratados com dieta hiperlipidica e polifendis presentes no cha preto ou no cha
verde, apresentaram maior contetdo de C 18:1 quando comparado ao animal somente
tratado com dieta hiperlipidica (ZHANG et al., WU et al., 2016). Os tratamentos
utilizados no presente estudo poderiam inibir a absorcdo de lipidios no intestino, reduzir
0 acumulo de lipidios no organismo e, em Ultima instancia, alcancar o controle de peso
corporal.

O tratamento com agai aumentou o contetdo de C 18:3n3 no figado e fezes dos
animais. Tem sido sugerido que a presenga de PUFAs o3 podem reduzir o conteudo de
lipidios no figado e melhorar a atividade de enzimas como ALT e AST em pacientes com
DHGNA (YAN et al., 2018). De fato, nosso estudo mostrou reducdo da atividade de AST
no grupo suplementado com acai.

5.2. Adaptac0es cardiacas

E bem estabelecido que dietas hiperlipidicas levam ao acimulo de lipidios no
coracdo, que é associado com o aumento do estresse oxidativo nos cardiomiocitos
(GHOSH et al., 2011). O consumo de dietas hiperlipidicas aumenta a oxidacdo de acidos
graxos, elevando a producdo de EROs. Parte dessas € gerada pelas NADPH oxidases,
através da producdo de superdxido. O coracdo expressa duas isoformas de NADPH
oxidases, Nox-2 e Nox-4. A primeira requer o recrutamento de subunidades citosolicas
para sua ativacdo, ja a ultima € constitutivamente ativa e regulada a nivel transcricional
da proteina (LASSEGUE; SAN MARTIN; GRIENDLING, 2012). No presente estudo,
os animais alimentados com dieta hiperlipidica aumentaram a expressdo génica de Nox-
4. Essa isoforma reside principalmente nas membranas internas da célula. O coragédo
responde ao estresse metabolico imposto pela dieta, sofrendo alteragdes ciclicas de
volume e pressdo, assim suas membranas estdo em continuo estresse mecanico variavel,
0 que poderia causar possiveis alteracGes na expressdo de Nox-4 (SANCHEZ et al.,
2018). Ainda, animais que receberam dietas energéticas durante 8 semanas apresentaram

aumento da expressao génica de Nox-4, sendo que apds o bloqueio do sistema renina-
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angiotensina-aldosterona essa expressao foi reduzida, sugerindo uma ligacéo entre esses
processos (NYBY et al., 2007).

O acumulo de EROs nos cardiomidcitos pode gerar danos a estruturas celulares,
como lipidios, proteinas e DNA, aumentando o quadro de estresse oxidativo. Nesse
sentido, observou-se aumento da concentracdo de MDA, sem alteracdo nas proteinas
carboniladas do VE dos animais tratados com dieta hiperlipidica. Estudos anteriores nos
quais os animais foram alimentados com dietas ricas em banha, apresentaram maiores
concentracdes de MDA no tecido cardiaco, associado ao aumento da expressdo de
NADPH oxidases (JIANG et al., 2011; LI et al., 2014; MAI; LI, 2014).

O aumento da oxidacdo de estruturas celulares também esta relacionado a falha
dos sistemas de defesa antioxidantes. No presente estudo, a dieta hiperlipidica foi capaz
de diminuir a atividade de catalase e GST, sem alterar SOD no VE dos animais. Em
concordancia com nossos achados, Bhandari et al. (2011) mostraram que ratos
alimentados com dieta hiperlipidica durante 4 semanas, obtiveram aumento das
concentracdes de MDA e reducdo da atividade de catalase. Mukthamba; Srinivasan
(2016), observaram que animais que receberam dieta hiperlipidica durante 8 semanas,
diminuiram a atividade de catalase e GST, sem alterar SOD.

Os resultados indicam que os tratamentos com acai e TFA diminuiram a expressao
de Nox-4, reduziram as concentragdes de MDA e aumentaram a atividade de catalase e
GST.

Sabe-se que os polifendis, presentes em grande quantidade no acai, apresentam
acdo antioxidante (RICE-EVANS; MILLER; PARANGA, 1996). Uma das vias é através
da inibigdo da atividade de NADPH oxidases e xantina oxidase, corroborando com os
resultados encontrados em Nox-4 nos grupos HA e HAT (QIN et al., 2018; YAHFOUFI
et al., 2018). Outro efeito conhecido dos polifenois é a capacidade de neutralizar EROs
(KONG et al., 2001). Somado a menor producdo de superoxido pela Nox-4, essas acdes
dos polifendis explicam a reducdo nas concentracbes de MDA no VE dos animais
suplementados com acai. Ainda, os polifendis ativam sistemas de defesa antioxidantes,
sugerindo que esse mecanismo poderia levar ao aumento da atividade de catalase e GST
(YAHFOUFI et al., 2018).

Estudos tém reportado que exercicios submaximos e maximos agudos aumentam
a peroxidacdo lipidica. Por outro lado, o TFA regular leva ao aumento da ativacdo dos
sistemas antioxidantes e reducdo da peroxidacéo lipidica, como observado no presente
trabalho (ASLAN et al, 1998; ROSHAN et al., 2011; NARASIMHAN;
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RAJASEKARAN, 2016). O exercicio fisico aerobio € capaz de aumentar a translocacao
do fator de transcricdo derivado de eritroide 2 (Nrf-2) do citoplasma para o ndcleo. Esse,
uma vez no citoplasma, apresenta-se inativo, porém quando chega ao nicleo participa da
transcricdo de genes responsaveis pela resposta antioxidante, dentre eles catalase e GST
(NARASIMHAN; RAJASEKARAN, 2016).

A UCP-2 desempenha um papel de prote¢do contra o aumento do estresse
oxidativo, visto que a elevacdo de sua atividade promove a recaptacdo de H* do espaco
intermembranar da mitocéndria, o qual participa da neutralizacdo de EROs (TIAN et al.,
2018). Foi observado que a dieta hiperlipidica promoveu aumento da expressao génica de
UCP-2 no VE dos animais. Outros trabalhos utilizando dieta hiperlipidica ou modelo de
diabetes mellitus tipo 1l (dieta hiperlipidica + baixa dose de estreptozotocina)
apresentaram o mesmo comportamento (COLE et al., 2011; DIAO et al., 2019). Esse
resultado reflete um mecanismo de compensacdo contra a elevada geracdo de EROs.
Além disso, esse achado pode explicar a inalteracdo dos niveis de IL-6, uma vez que a
inibicdo das EROs desencadeia a reducdo da atividade de NF-kB, responsavel pela
transcricao dessa interleucina (TIAN et al., 2018).

Os tratamentos com acai e TFA reduziram a expressao de mRNA de UCP-2 no
VE dos animais. Sugere-se que houve menor producao de EROs no tecido cardiaco dos
grupos que receberam as intervengdes, fazendo com que fosse necessario menor
recrutamento de UCP-2.

Os animais tratados com a dieta hiperlipidica apresentaram maior contetdo de
colageno no VE, quando comparados ao controle. O percentual de matriz extracelular ndo
acompanhou esse comportamento, apesar de apresentar tendéncia estatistica (p = 0,09).
Esse dado é consistente com trabalhos que utilizaram a dieta hiperlipidica durante o
mesmo periodo de intervencdo (FERNANDES et al., 2017) ou maior (SILVA et al., 2014;
SAHRAOUI et al., 2016). Sabe-se que a a¢do de mediadores inflamatorios esta associada
ao processo de fibrose cardiaca induzida pela dieta hiperlipidica. Acredita-se que o inicio
da reacdo inflamatoria se deve ao aumento de morte celular dos cardiomidcitos, causada,
dentre outros fatores, pela elevagdo do estresse oxidativo. O aumento da liberacdo de
quimiocinas e citocinas induz a deposicdo de coladgeno através do recrutamento e ativacao
de fibroblastos (MELENDEZ et al., 2010). No entanto, o presente estudo ndo apresentou
diferencas na expressao génica de IL-6 nos ratos tratados com dieta hiperlipidica. O
periodo de intervencdo com a dieta hiperlipidica (10 semanas) pode ndo ter sido suficiente

para causar alteracdo nesse parametro. Além disso, o tratamento pode ter ativado outras
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citocinas e vias como IL-1B, TGF-B e ,-Smad 3, relacionadas com o processo fibrogénico
no coracao, resultando no aumento do percentual de coladgeno nos animais alimentados
com dieta rica em lipidios (WANG et al., 2015).

Estudos tém demonstrado a acdo anti inflamatdria do acai em diversos tecidos
corporais (GUERRA et al., 2015; DE BEM et al., 2018; MACHADO et al., 2019). Dessa
forma, menos fibroblastos s&o enviados para esses tecidos alvos e menor sera a deposicao
de colageno. Nossos dados mostram redugdo do percentual de colageno no VE dos
animais tratados com acai. Antocianinas, presentes em grande nimero no acai, sdo
capazes de reduzir a expressdo de colageno, o que é associado ao aumento da atividade
de matriz de metaloproteinase, responsavel pela degradacdo de colageno (HAO et al.,
2016). O acai quando utilizado em animais infartados, foi associado & reducdo da
atividade de inibidor de matriz de metaloproteinase 1 (TIMP-1), colaborando para o
aumento da degradacdo de colageno (FIGUEIREDO, 2016).

Durante o exercicio fisico, 0 musculo cardiaco libera miocinas que participam do
reparo, crescimento tecidual e respostas inflamatérias (BENATTI; PEDERSEN, 2015).
Tem sido identificado que o exercicio, num primeiro momento, estimula a liberacéo de
IL-6 e de forma crbnica a reducdo de TNF-a, com aumento de IL-10 (BENATTI,
PEDERSEN, 2015). No presente estudo, identificou-se aumento da expresséo génica de
IL-10 no VE de animais treinados. Kesherwani et al. (2015) mostraram que camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica e que realizaram natacdo durante periodo de
intervencdo semelhante ao utilizado neste trabalho, aumentaram a expressdo proteica de
IL-10, associada a reducdo do conteido de colageno no coracdo, em concordancia com
nossos achados.

O consumo cronico de dietas hiperlipidicas pode levar ao desenvolvimento de
remodelacdo cardiaca (LOPASCHUK; FOLMES; STANLEY, 2007). Lipidios séo as
principais fontes energéticas do coragdo, entretanto o acimulo desses estimula a
sobrecarga mitocondrial e ativa mecanismos de remodelamento (MARTINS et al., 2015).
Além das EROs geradas pela oxidacdo de lipidios ocasionarem danos em estruturas
celulares, interagem com vias celulares que controlam a hipertrofia e 0 remodelamento
intersticial (MADAMANCHI; RUNGE, 2013). De fato, foi observado o aumento do
percentual de colageno no VE dos animais alimentados com dieta hiperlipidica, sendo
que os tratamentos com agai e/ou TFA conseguiram atenuar essa alteracdo. No entanto, a
dieta hiperlipidica ou os tratamentos utilizados ndo conseguiram gerar adaptagdes no

percentual de cardiomidcitos e nos indices hipertroficos cardiacos, sendo observado
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apenas 0 aumento da massa do VD. Estudos utilizando 8, 15 e 20 semanas de consumo
de dieta hiperlipidica em ratos, observaram aumento da &rea de sec¢do transversa dos
cardiomidcitos, elevacdo do contetdo de colageno e aumento dos indices hipertroficos
(LIMA-LEOPOLDO et al., 2014; MARTINS et al., 2015; RIAHI et al., 2015).

As alteragdes moleculares, celulares e teciduais apresentadas anteriormente,
podem contribuir para a deterioracdo da fungdo contratil dos cardiomidcitos. Nossos
dados mostram que a intervengdo com dieta hiperlipidica gerou danos na mecénica e no
transiente de [Ca?']; dos cardiomidcitos. Os resultados sugerem que a dieta hiperlipidica
pode ter modulado a expressdo e/ou atividade de proteinas relacionadas a liberacao de
Ca2* para que ocorra a contracgéo, ou relacionadas com a recaptacéo e efluxo de Ca®* para
que ocorra o relaxamento. O presente estudo mostrou reducdo da expressao génica de
NCX. A disfuncéo diastolica pode ser induzida por aumento do contedo de colageno e
por danos em proteinas como SERCA2a e NCX (LIMA-LEOPOLDO et al., 2014). Foi
observado que ratos obesos apresentaram aumento dos niveis proteicos de NCX, com
reducdo da expressdo de microRNA-1, que tem como alvo o mRNA de NCX,
corroborando com os achados deste trabalho (SILVEIRA et al., 2017). Nosso estudo
avaliou somente os niveis de mMRNA, o que ndo necessariamente reflete a expressao
proteica. Em contrapartida, pesquisas anteriores identificaram que a dieta hiperlipidica
foi capaz de reduzir a expresséo de PLB fosforilada na serina 16 (PLBser16) (RELLING et
al., 2006; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014; JEONG et al., 2016) e alterar parametros
mecanicos e o transiente de [Ca?*]i dos cardiomidcitos (REELING et al., 2006; JEONG
etal., 2016). Ademais, Sanchez et al. (2018) verificaram que os corac¢des de camundongos
que receberam dieta hiperlipidica ndo apresentaram alteracGes ecocardiograficas, porém
0s RyR2 dos cardiomidcitos possuiam menos residuos livres de tiol, sugerindo aumento
da oxidacdo dessa proteina, o que poderia produzir alteracbes na contratilidade.

A contracdo de cardiomiécitos em animais alimentados com dieta hiperlipidica
também pode ser prejudicada pela reducdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*,
uma vez que necessitam de maior [Ca?*]; para realizar a mesma forca de contrago que 0s
animais controle (WISLOFF et al., 2002).

O tratamento com acai liofilizado aumentou a amplitude de contracédo, reduziu o
tempo para o pico do [Ca?*]i dos cardiomidcitos e restaurou os niveis de mMRNA de NCX
do VE dos animais. Como mencionado anteriormente, o acai possui grande capacidade
antioxidante devido aos polifendis predominantes no fruto, principalmente antocianinas,
pré-antocianidinas e outros flavonoides (SCHAUSS et al., 2006; GUERRA et al., 2015).
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Ja foi verificado que o tratamento com antocianinas e flavonoides aumenta a expressao
de proteinas responsaveis pela liberacio e recaptagdo de Ca®* no reticulo sarcoplasmatico
de cardiomidcitos de animais alimentados com dieta rica em sacarose (SINGH;
NETTICADAN; RAMDATH, 2016), com infarto do miocardio (ZHAO et al., 2016) e
com insuficiéncia cardiaca (JANA et al., 2017). O acai poderia reduzir a oxidagédo das
proteinas responsaveis pela homeostase de [Ca?*]i e melhorar contratilidade celular.
Entretanto, ndo houve diferenca na anélise de proteina carbonilada, o que poderia nos
fornecer um indicio do efeito antioxidante do acai sobre essas proteinas. Até o0 momento
ndo se tem conhecimento de trabalhos que investigaram o tratamento com acai sobre a
contratilidade de cardiomidcitos em animais tratados com dieta hiperlipidica. A anélise
da expressao ou atividade de PKA, CaMKI|I e troponina pode ser necessaria para melhor
interpretar os dados.

No presente estudo, o0 TFA aumentou a capacidade de exercicio dos animais que
receberam dieta hiperlipidica. Esse beneficio estd relacionado com adaptacdes
cardiovasculares e musculo-esqueléticas. Sabe-se que camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica e TFA, apresentaram aumento do consumo maximo de Oz em conjunto com
a melhora de parametros funcionais avaliados em coracdes isolados (BOARDMAN et al.,
2017). De fato, nosso protocolo de exercicio aumentou EPPVEs, EF e FS. Essa melhora
da funcdo cardiaca em resposta ao TFA é apoiada por diferentes mecanismos, como
reducdo do contetdo de colageno na matriz extracelular e aumento da contratilidade dos
cardiomidcitos (SILVEIRA et al., 2017). Como esperado, observamos melhora em todos
0S parametros mecanicos contrateis, bem como reducdo nos tempos de pico e 50% do
decaimento do [Ca?*]i nos midcitos isolados de ratos com dieta hiperlipidica e submetidos
ao TFA. A expressdo aumentada de NCX e RyR2 no VE desses animais ajuda a explicar
o relaxamento e a contracdo celular mais rapidos, como demonstrado por outros
(PAULINO et al., 2010; SILVEIRA et al., 2017).

As adaptacdes moleculares, celulares e teciduais causadas pela dieta hiperlipidica
ndo foram capazes de acarretar modifica¢Ges na funcionalidade do coracéo, avaliada pela
ecocardiografia. O estudo de SANCHEZ et al. (2018), utilizando do mesmo periodo de
intervencgdo encontrou resultados similares. O tempo de dieta hiperlipidica pode n&o ter
sido suficiente para refletir as alteracdes celulares a nivel de érgéo.

O principal interesse do presente estudo foi investigar o efeito associado dos
tratamentos com agai e TFA. As estratégias terapéuticas combinadas foram capazes de

gerar melhora no estresse oxidativo e contratilidade dos cardiomidcitos, além de reduzir
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0 percentual de colageno, porém ndo forneceram efeitos ampliados em relacdo aos
tratamentos isolados. Portanto, nossos resultados ndo confirmaram os beneficios da
combinacdo dessas estratégias terapéuticas. As razfes para a auséncia de efeitos aditivos
dos dois tratamentos sdo desconhecidas e justificam novas investigacdes usando
diferentes procedimentos metodologicos. O aumento do periodo de intervencdo e da
quantidade de acai oferecido na dieta podem ser estratégias a serem implementadas.
Embora ndo tenhamos confirmado nossa hipdtese, o presente estudo tem
relevancia clinica na medida em que demonstrou efeitos benéficos isolados do consumo
de acai e da aplicacdo do TFA sobre parametros cardiacos de ratos submetidos a dieta
hiperlipidica. Tais efeitos podem contribuir para uma melhor qualidade de vida, bem
como reduzir a morbidade e a mortalidade de individuos com insuficiéncia cardiaca

resultante da obesidade gerada pelo consumo de dietas hiperlipidicas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

- O tratamento com agai liofilizado atenua o percentual de esteatose macrovesicular de
grau 3 com elevacdo de grau 1. Além disso, o tratamento com acai atenua as alteracdes
na enzima AST e na concentracdo plasmatica de colesterol total.

- O TFA atenua o percentual de esteatose macrovesicular de grau 3 com elevacéo de grau

1. O TFA também diminui o grau de inflamacao do tecido hepético.

- O tratamento com acai liofilizado atenua o percentual de colageno no VE, diminui a
expressao de Nox-4, UCP-2 e a concentracdo de MDA, aumenta a atividade de catalase
e GST, melhora a amplitude de contracdo, reduz o tempo para o pico do transiente de

[Ca?*]i dos cardiomidcitos e aumenta a expressdo de NCX.

- O tratamento com TFA atenua o percentual de coldgeno no VE, diminui a expressdo de
Nox-4, UCP-2 e a concentracdo de MDA, aumenta a atividade de catalase e GST, melhora
todos os pardmetros mecanicos dos cardiomidciotos, reduz os tempos para o pico e 50%
do decaimento do transiente de [Ca*];, além de aumentar a expressdo de NCX e RyR2.

- O tratamento associado entre acai e TFA apresentou beneficios nas analises hepaticas e

cardiacas, porém sem efeitos adicionais.
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OFICIO CEUA N°. 076/2014, de 11 de maio de 2016

llustrissimo(a) Senhor(a)
Professor(a) Doutor(a) Marcelo Eustaquio Silva

DEALI/ENUT/UFOP

Senhor(a) Pesquisador(a),

Uriverzidade

e Qum Pres

Estamos envicndo o certificado de aprovacéio do protocolo n®.

2016/22, intfitulado “Efeito do freinamento fisico aerébio em esfeira e da

suplementacdo com acai liofilizado sobre marcadores do metabolismo de

lipideos e do estresse do reticulo endoplasmdtico em ratos alimentados com

dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica”.

2. Atendendo ao art. 6% IX, da Resolucdo Normativa CONCEA n° 1, de

09.07.2010, solicifamos que encaminhe a CEUA/UFOP o relatdrio final do projeto,

apos executd-lo, conforme modelo do sife da CEUA.

Atenciosamente,

Prof.? Dr.? Lenice Kappes Becker

Coordenadora da CEUA/UFOP.
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intitulado “Efeito do freinamento fisico aerdbio em esteira e da

suplementagcdo com acgai liofilizado sobre marcadores do metabolismo de

lipideos e do estresse do reticulo endoplasmdtico em ratos alimenfados com

dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica”, que fem como responsdvel o/a

Prof(a). Dr(a). Marcelo Eustdquio Silva, foi aprovado pela Comisséo de Flica

no Uso de Animais da UFOP — CEUA/UFOP, de acordo com tabela abaixo:
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Animais
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Rattus 50
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UFOP

Resiricbo de diefa: ( x ) sim( ) ndo
Especificar a dieta:
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8.2. Anexo 2

LIOFRUIT 100 - ACAT ORGANICO PO N

COD.: 120.044.097 - REV.: 07

Ficha Técnica

DESCRICAO - A palmeira responsdvel pela produglio de Agai (Euterpe oleracea) é uma planta natural da Floresta
Amazdnica. Seu fruto é pequeno, esférico e de coloragdo roxa escura. A polpa de Agai contém nuito mais
Antocianinas (substincias antioxidantes) do que o vinho e seu valor de ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity)
é um dos maiores dentre os frutos comestiveis conhecidos. O Agal possui altos feores de fibras alimentares,
aminodcidos e minerais tais como cdlcio.

O agai liofilizado contém grande quantidade (cerca de 50%) de lipideos, por isso, para evitar a oxidagdo do produto,
a embalagem deve conter barreira & luz e oxigénio.

Produto obtido a partir de polpa de agai orgdnica pasteurizada submetida ao processo de congelamento e liofilizagdo
de acordo com as Boas Prdticas de Fabricagdo. Produto ndo fermentado, ndo alcodlico.

CERTIFICACOES - Orgénica.

INGREDIENTES - Polpa de Acai (acidificada com suco de limdo ou com deido citrico).

APLICACAO - Chocolates, bebidas, sobremesas, barras energéticas e outros.

Para o reenvase do Acai em embalagem de consumo (sachés, potes ou frascos) solicite orientacdes especificas ao

nosso Departamento Técnico.

CARACTERISTICAS FISICO-QUimIcAS @

Sabor e Odor Caracteristicos
Aspecto Pé de coloragdo roxa.
Reconstituigdo Adicionar 869 de dgua a 14g de agai liofilizado para obter agai grosso natural.
Equivaléncia 1 kg de agai liofilizado é equivalente a aproximadamente 7 kg de polpa de agai grosso.
Umidade (%) Mdximo 2,5
Granulometria (%) @ Particulas maiores que 1,4 mm - 2 (mdx.)
Particulas menores que 0,6 mm - 50 (min.)
Matérias Estranhas Ausente

Pode haver pequenasdiferengas nas carac teristicas do produto, devido & vari agdo natural da matéria-prima.
@ Valor de referéncia,

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

n c m M

Coliformes 45°C UFC/g Dj 0 <10 -

Salmonella sp /259 5 0 Ausente -

Bolores e Leveduras UFC/g 5 0 2x10° =
0 plano de amostragem segue os padrdesda ICM SF (International Comissi Microbiological Specifications for Foods)

As informagdes aqui contidas ndo dispensam o usudrio da verificagdo de eventuais limitagdes do uso conforme legislagdo vigente

LIOTECNICA TECNOLOGIA EM ALIMENTOS LTDA
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Fax: +56-11-4704-6317 - Tel.: +55-11-4785-2300.
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LIOFRUIT 100 - ACAT ORGANICO PO N

COD.: 120.044.097 - REV.: 07

INFORMACOES NUTRICIONALS/100g

Valor calérico, kecal 541
Carboidrato 5 g, dos quais:
Aglcares 2 g, dos quais:
Frutose 1g
Glicose 1g
Lacotose <0159
Maltose <0159
Sacarose <0159
Proteinas, g 9.8
Gorduras totais, g 54
Gorduras saturadas, g 15
Gorduras monoinsaturadas, g 33
Acido Palmitolgico, g 27
Acido Oleico (Omega 9), g 303
Gorduras polinsaturadas, g 51
Acido Linoleico (Omega 6), g 51
Gorduras trans, g 00
Fibra alimentar, g 27
Sédio, mg 64
Célcio, mg 345
Ferro, mg 38
Vitamina A, UI <100
Vitamina C, mg <«
Vitamina E, mg 127
Potdssio, mg 715
Magnésio, mg 174
U Valores tipicos oude referéncia. Ndo constituem especificagdo do produto.
REFERENCIAS GERAIS
Unidade Valor de Referéncia
Antocianinas por HPLC mg/100g 385
Capacidade Antioxidante (ORAC: ) ol eq.Trolox/100g 70.000
Polifendis Totais g eq. Acido Gdlico/100g 3.300

U Valores tipicos ou de referéncia. Ndo constituem especificagdio do produto. Os valores representam a média dos resultados da dltima safra.

APRESENTACAO - Caixa de papeldo contendo dois sacos metalizados selados a vdcuo.
Peso Liquido: 10 Kg (2 x 5 Kg).

ARMAZENAMENTO E CONSERVACAO - A temperatura ambiente, protegido de poeira, umidade e luz, na
embalagem original fechada.

TRANSPORTE - A temperatura ambiente, em veiculos limpos, profegidos da poeira, umidade e materiais que
possam oferecer riscos de contaminagdo.

VALIDADE - 24 meses, se mantido na embalagem original fechada, a temperatura ambiente, protegido do calor, luz
e umidade.

As informagdes aqui contidas ndo dispensam o usudrio da verificagdo de eventuais limitagdes do uso conforme legislagdo vigente

LIOTECNICA TECNOLOGIA EM ALIMENTOS LTDA
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Fébrica 3: Av. Jodo Paulo I, 1098 - Morro do Camargo - 06817-000 - EMBU DAS ARTES - SP - Brasil.
Fax: +56-11-4704-6317 - Tel.: +55-11-4785-2300.
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LIOFRUIT 100 - ACAT ORGANICO PO N

COD.: 120.044.097 - REV.: 07

ULTIMA REVISAO

Revisdo n®, | Descrigdo

07 | Atualizagdo de cabegalho.
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