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RESUMO
CASTRO, Cynthia Aparecida de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
margco de 2011. Lesado aterosclerdtica, capacidade antioxidante e
histopatologia de camundongos apoe -/- alimentados com acai (Euterpe
edulis Martius) e submetidos ao treinamento fisico. Orientadora: Maria do
Carmo Gouveia Peluzio. Co-orientadores: Antonio José Natali e Jodo Paulo
Viana Leite.

A doenca arterial aterosclerética € a maior causa de morte no mundo. A
pratica de exercicio fisico e o consumo de alimentos ricos em antioxidantes
estdo associados a um decréscimo na incidéncia de eventos cardiovasculares.
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de uma dieta a base dos frutos
de acai (Euterpe edulis) associada ao treinamento fisico, no processo de
aterosclerose, na capacidade antioxidante do figado e na histopatologia do
figado e rim em camundongos adultos C57BL/6 knockout para o gene da
Apolipoproteina E(apoE-/-). Foram utilizados 28 camundongos (ApoE-/-) e 10
camundongos C57BI/6, com 21 semanas de idade, submetidos a 12 semanas
de corrida em esteira (atingindo ao final 60 minutos/sessao/dia, 5 dias/semana
e velocidade de 15m/min) e dieta com 2% de acgai. Antes de iniciar o
tratamento alguns animais de ambas as linhagens (T1 - 4 camundongos ApoE -
/- e T2 - 5 C57BI/6) sofreram eutanasia para avaliagao do nivel inicial da lesdo
aterosclerdtica. Apds este procedimento o restante dos animais foram divididos
em 5 grupos: C- Controle negativo — animais C57BI/6, sem 2% de acai, ndo-
treinado (n=4); C+ Controle positivo — animais ApoE -/- sem 2% de agai, ndo-
treinado (n=4 ); G1 animais ApoE -/- com 2% de agai, ndo-treinado (n=6); G2
animais ApoE -/- com 2% de acai, treinados (n=6); G3 animais ApoE -/- sem
2% de agai, treinados (n=6). Os frutos do acai foram obtidos no entorno do
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), localizada na regido da zona
da mata do estado de Minas Gerais. A colheita, pés-colheita e despolpamento
dos frutos foram realizados conforme orientagdes da Embrapa para os frutos
do Euterpe oleracea, agai da Amazénia. Apos todas as fases, a polpa do fruto
do Euterpe. edulis foi embalada e liofilizada para utilizacdo na dieta. Na polpa
liofilizada foram determinadas também a composigao centesimal e uma triagem
fitoquimica para as principais classes de metabdlitos secundarios: flavondides,
cumarinas, taninos, antraquinonas, O6leos essenciais, triterpenos/esterodides,
saponinas e alcaléides. O peso e o consumo alimentar dos camundongos

foram monitorados semanalmente. Ao final do tratamento os animais sofreram
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eutanasia, o sangue foi coletado por puncdo na aorta abdominal e
imediatamente centrifugado para obtengcdo do soro. A artéria aorta foi
removida, desde a porcdo toracica até a abdominal, para analise de lesdes
aterosclerdtica. O figado, rins, coragdo e aorta foram removidos e lavados em
solucgdo fisioldgica e em seguida, conservados em paraformaldeido 10% para
posteriores analises histopatolégicas. Um fragmento do figado foi congelado
em nitrogénio liquido e mantido a -80°C até a analise de atividade enzimatica
da catalase e superoxido dismutase. O fruto liofilizado apresentou 8,45 % de
umidade, 5,28% proteina, 49,35% de lipideos e 42,86% de carboidratos. A
triagem fitoquimica do extrato de E. edulis foi positiva para a classe de
metabodlitos como os flavondides, polifendis e saponinas, e negativo para
alcaldides, esterodides/triterpenos, cumarinas e antraquinonas. N&o houve
diferenca estatistica entre os grupos para peso corporal, consumo de dieta e
peso do figado. Considerando o perfil lipidico plasmatico, ndo houve diferenca
entre os grupos quanto aos valores de colesterol total, triglicerideos e HDL em
relacédo ao grupo controle positivo (C+). A porcentagem de area lesionada foi
menor apenas no grupo G3, comparado com o C+ (p<0,05). A atividade da
catalase nao foi diferente entre os grupos, mas foi observada menor atividade
da SOD nos dois grupos que fizeram atividade fisica em comparagao ao
C+(p<0,05). Os grupos treinados apresentaram menor porcentagem de
esteatose no figado em relagdo ao C+. No rim, os tratamentos ndo provocaram
alteragdes no numero e area dos glomérulos. Este trabalho sugere que a
quantidade de agai proposta na dieta dos animais nao alterou positivamente o
processo de aterosclerose neste modelo animal. No entanto, o programa de
corrida em esteira foi capaz de provocar reducdo na area das lesdes
aterosclerdticas e na atividade da SOD, reduzindo também a deposicao de

gordura no tecido hepatico.
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ABSTRACT

CASTRO, Cynthia Aparecida de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
march, 2011. Atherosclerotic lesions, histopathology and antioxidant
capacity of mice ApoE -/- fed with acai (Euterpe edulis Martius) and
submitted to physical training. Advisor: Maria do Carmo Gouveia Peluzio.
Co-Advisors: José Antonio Natali and Jodo Paulo Viana Leite.

Atherosclerotic arterial disease is the leading cause of death worldwide.
The practice of physical exercise and consumption of foods rich in antioxidants
are associated with a decrease in the incidence of cardiovascular events. The
purpose of this study was to evaluate the effects of a diet based on the agai fruit
(Euterpe edulis) associated with physical exercise on the process of
atherosclerosis, on the antioxidant capacity of the liver, and on the liver and
kidney histopathology of adult mice C57BL/6 knockout for the Apolipoprotein E
gene (apoE-/-).Twenty eight mice (ApoE-/ -) and 10 C57BL/6 with 21 weeks of
age were used and submitted to 12 weeks of moderate exercise (treadmill
running reaching 60 minutes/session/day during 5 days/week and speed of
15m/min) and diet with 2% acai. Before starting the treatment some animals of
both strains (T1 - 4 mice ApoE -/ - and T2 - 5 C57BL / 6) were sacrificed to
assess the initial level of atherosclerotic lesions. After this procedure the
remaining animals were divided into five groups: C-Negative control — animals
C57BL/6 without 2% acai, untrained (n = 4); C + Positive control - animals ApoE
-/- without 2% acai, non-trained (n = 4); G1 animals ApoE -/-, 2% of acai,
untrained (n = 6); G2 animals ApoE -/-, 2% of acai trained (n = 6 ) and G3
animals ApoE -/-, 2% without agai, trained (n = 6). The acai fruit were obtained
in the vicinity of the Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), located in
the Zona da Mata of Minas Gerais. Harvesting, post-harvest selection of fruit
and pulping were performed according to guidelines from Embrapa for Euterpe
oleracea fruit, Amazon Agai. After these stages, the pulp of the fruit of Euterpe.
edulis was packed and freeze-dried for use in the diet. The freeze-dried pulp
was used to determine its chemical composition and to proceed a
phytochemical screening to identify the main classes of secondary metabolites
such as flavonoids, coumarins, tannins, anthraquinones, essential oils,
triterpenes/steroids, saponins and alkaloids. The weight and food intake of the
mice were evaluated weekly. At the end of treatment the animals were

euthanized, blood was collected by puncturing the abdominal aorta and
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immediately centrifuged to obtain the serum. The aorta was removed from the
chest to the abdominal portion for the analysis of atherosclerotic lesions. The
liver, kidneys, heart and aorta were removed and washed in saline solution,
then preserved in 10% paraformaldehyde for further histopathological
examinations. A fragment of the liver was frozen in liquid nitrogen and kept at -
80 °C until analysis of the catalase and superoxide dismutase enzymatic
activities. The dried fruit had 8.45% moisture, 5.28% protein, 49.35% fat and
42.86% carbohydrates. The phytochemical screening of the extract of E. edulis
was positive for the class of metabolites such as flavonoids, polyphenols and
saponins, and negative for alkaloids, steroids / triterpenes, coumarins and
anthraquinones. There were no statistical differences between the groups for
the body and liver weights and for the food intake. Considering the plasma lipid
profile, there were no differences between groups in relation to total cholesterol,
triglycerides and HDL compared to positive control group (C+). The percentage
of injured area was lower only in G3 compared with C + (p <0.05). The catalase
activity was not different between groups, but it was observed a lower SOD
activity in both physical activity groups (p <0.05). The trained groups showed a
lower percentage of steatosis than C+ group. In the kidney the treatments did
not significantly change the number and area of the glomeruli. This study
suggests that the quantity of acai fruit added in the animal’s diet did not altered
positively the atherosclerotic process in this animal model. However, the
treadmill running program was able to promote reductions in the area of
atherosclerotic lesions and in SOD activity, also altering fat deposition in liver

tissue.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo ocidental, sendo suas principais manifestacdes
decorrentes dos eventos clinicos da aterosclerose, como o infarto, as embolias
e os acidentes vasculares cerebrais (Ishigaki et al., 2008).

A aterosclerose é causada por uma inflamacéo progressiva na parede
dos vasos sanguineos, resultando do acumulo de lipoproteinas e turbuléncias
hemodinamicas. Recentemente ela deixou de ser vista apenas como uma
patologia decorrente do metabolismo lipidico inadequado, sendo caracterizada
como uma doenca inflamatdria crénica de origem multifatorial que ocorre em
resposta a agressao endotelial e acomete principalmente, a camada intima de
artérias de médio e grande calibre (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007).

Para o estudo desta doenga, tém ocorrido varios avangos com o uso de
camundongos geneticamente modificados. Alguns destes animais possuem o
gene deletado da apolipoproteina E (ApoE) ou o receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LDLr), desenvolvendo-se, desta forma, lesbes
ateroscleroticas espontaneamente em muitos locais nas artérias. Em ambos os
casos, o desenvolvimento da lesdo € acelerado quando os animais sao
conduzidos a uma dieta com alto teor de gordura saturada (Jackson et al.,
2007).

O estresse oxidativo ocupa um local de destaque nas pesquisas com
aterosclerose, visto que a modificagdo oxidativa da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) é a hipotese mais referendada em ser responsavel para o
inicio e a progressao do processo aterosclerético (Rosenson, 2004). A fim de
contrapor a este quadro o organismo humano utiliza-se de mecanismos de
defesa antioxidantes, enzimaticos e nao enzimaticos, os quais atuam
intracelular e extracelularmente para manter o equilibrio redox das células
(Ribeiro et al., 2008).

Muitas condutas como: mudancas no estilo de vida do paciente;
medicamentos como antihipertensivos, anticoagulantes, drogas para baixar o
colesterol, cirurgia ou angioplastia, s&o usados para complementar o

tratamento da aterosclerose (Toomey et al., 2003). No entanto, em alguns



casos, estes tipos de tratamentos nao tém sido efetivos na cura e, até mesmo
na prevencgao de patologia relacionadas ao sistema cardiovascular.

A pratica de exercicios fisicos semanais para o condicionamento
cardiovascular (Lakka et al., 2001; Maeda et al., 2003; Das, 2004;) e a
utilizacao de dietas com elevado conteudo de frutas e vegetais (Riboli e Norat,
2003) tem sido usados para prevenir ou reverter a formacdo de placas
ateromatosas nas artérias.

Varios estudos tém sido desenvolvidos para a comprovacao dos efeitos
benéficos da atividade fisica aerdbia na redugcdo e prevencdo de doencas
coronarianas (Meilhac et al., 2001; Cal e Figueiredo, 2002; Maeda et al., 2003).
Mesmo quando realizados com baixa frequéncia, ou seja, 2 a 3 vezes por
semana, numa intensidade moderada (40% a 60% do VO,max), a atividade
fisica tem sido eficaz (Willians et al., 2003).

Cal e Figueiredo (2002) prescreveram caminhadas de 30 minutos por dia
para um grupo de individuos e verificaram uma redugao no risco da ocorréncia
de doencas cardiovasculares em até 18%. Em um estudo feito com mulheres
que pedalaram em um ciclo ergbmetro durante 3 meses, 5 vezes por semana,
durante 30 minutos a uma intensidade de 80% da frequéncia cardiaca maxima,
também foi verificado efeitos benéficos no sistema cardiovascular (Maeda et
al., 2003).

Resultados semelhantes aos anteriores foram constatados em estudos
com animais, por exemplo, Napoli et al., (2004), submeteram camundongos
knockout para o receptor LDL, a 60 minutos de natagao, duas vezes ao dia, 5
dias por semana, e verificaram que o exercicio protegeu contra os efeitos do
excesso de colesterol e outros fatores envolvidos no desenvolvimento da
aterosclerose.

Considerando o consumo de alimentos, varios estudos epidemioldgicos
tém demonstrado a associagao inversa entre a utilizagao de frutas e verduras e
o risco de doengas cardiovasculares (Bazzano et al., 2002). Estes alimentos,
dentre outras substadncias, como minerais, vitaminas e fibras, contém
compostos fendlicos que podem atuar como antioxidantes. Alguns exemplos
destes compostos fendlicos sdo as isoflavonas e os acidos fendlicos, as
catequinas do cha, os acidos clorogénicos do café, as antocianinas no vinho,
0s acidos carndsico e rosmarinico no alecrim e em outras especiarias, dentre
outros (Miranda & Mancini-Filho, 1997).



Os frutos de Euterpe Edulis Martius também conhecido popularmente
como agai da palmeira jugara ou Agai da Mata Atlantica,é um exemplo de fruto
rico em flavondides com as antocianinas (Brito et al. 2007) Estes frutos
apresentam coloracéo roxa intensa, devido, principalmente, a presenca destes
pigmentos antocianicos que apresentam uma potente atividade antioxidante.

Estudos in vitro e in vivo mostraram que as antocianinas poderiam
atenuar o estresse oxidativo envolvido no processo aterosclerético. Sendo que
varios mecanismos podem estar envolvidos nesse processo, como a
capacidade das antocianinas em inibir a oxidagao do LDL (Chang et al., 2006)
e reduzir a injuria oxidativa das células endoteliais vasculares (Yi et al. 2010 ).

Por outro lado, sabe-se que s&o poucos os estudos que investigaram a
relacéo entre a pratica regular de exercicios fisicos e 0 consumo de alimentos
ricos em antioxidantes. Ristow et al.(2009), avaliaram os efeitos de uma
combinagao de vitamina C
(1000 mg/dia) e vitamina E (400 Ul/dia) sobre a sensibilidade a insulina em
homens jovens saudaveis pré-treinados ou néo, antes e depois de quatro
semanas de exercicios fisicos. Os resultados mostraram que a suplementacao
com antioxidantes poderia excluir os efeitos do exercicio fisico para a
promogao da saude, como também impedir a indugdo de reguladores
moleculares que controlariam a sensibilidade a insulina nos humanos.

Napoli et al. (2006), trabalharam com exercicio fisico moderado e o
tratamento com antioxidantes (vitamina C e E) e L-arginina em camundongos
knockout para o receptor de LDL, e encontraram que o tratamento combinado
reduziu significativamente as lesdes ateroscleréticas e diminuiu a ruptura
espontanea da placa, prolongando a sobrevivéncia dos animais em relagao as
intervencdes isoladas.

Diante do exposto, o presente estudo busca auxiliar o esclarecimento
da atuacao da pratica de exercicio fisico e do uso de um alimento rico em
compostos antioxidantes (agai) na evolugcdo de lesdes ateroscleréticas em

modelo animal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aterosclerose

Durante os ultimos trinta anos houve um declinio razoavel da
mortalidade por causas cardiovasculares em paises desenvolvidos, enquanto a
elevacao relativamente rapida tem ocorrido em paises em desenvolvimento,
como no Brasil (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007).

O desenvolvimento destas doencgas cardiovasculares € influenciado por
diferentes fatores relacionados com a fisiologia, genética, condi¢des ambientais
e estresse (Mancini-Filho, 2008). Dentre os fatores de risco estao o habito de
fumar, a pressdo sanguinea elevada, a obesidade, o diabetes e também as
dislipidemias. Estes se associam de alguma forma, ao estilo de vida e aos
habitos alimentares (Bruckner, 1992) e contribuem para o acumulo de placas
gordurosas na intima das artérias, resultando na redug¢ao do fluxo sanguineo,
caracterizando, assim, o quadro patologico da aterosclerose (Gurr, 1992).

Os estudos desta patologia investigam a hipotese oxidativa ha tempos
como precursora do processo aterosclerético. Essa hipdtese afirma que a
modificagdo oxidativa da lipoproteina de baixa densidade (LDL) é a
caracteristica fundamental para o desenvolvimento da aterosclerose. Assim, de
acordo com essa hipotese, a LDL em seu estado nativo ndo apresenta
propriedades aterogénicas, sendo necessaria a modificagdo oxidativa dessa
lipoproteina para que ela se torne altamente lesiva ao endotélio vascular
(Witztum e Steinberg, 2001).

A disfungdo endotelial € considerada o fator inicial na aterogénese e
caracteriza-se por uma resposta inflamatoéria da parede vascular a injuria. Um
conjunto de reagdes celulares e moleculares a diversos agressores, dentre eles
o ataque dos radicais livres, a elevagao das particulas de LDL no plasma e a
presenca de LDL oxidada (LDLox) na parede arterial sdo responsaveis pelo
comprometimento do endotélio (Kovanen e Pentikainen, 2003; Siqueira et al.,
2006).

A oxidagao da LDL ocorre em pequena proporgao ainda na circulagao
sendo continuada apds a entrada da LDL na intima das artérias, em ambiente
pré-oxidante (Kovanen e Pentikainen, 2003). As particulas responsaveis por
esta oxidagcdo da LDL sdo os radicais livres que podem ser as espécies

reativas de oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio (ERNs). As
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EROs incluem o anion superoxido (O3’), o radical hidroxil (OH') e o perdxido de
hidrogénio (H20,) e os representantes principais das ERNs sao o 6xido nitrico
(NO') e o peroxinitrito (ONOy) (Singh e Jialal, 2006).

As particulas de LDL difundem-se passivamente através das células
endoteliais por transporte vesicular, o qual ndo requer receptores. Apods, elas
aderem a parede do vaso por interagcbes entre a apoproteina B, presente na
sua estrutura, e os proteoglicanos da matriz subendotelial (Lusis, 2000).

Retidas na intima, a LDL sofre modificacbes oxidativas, que parecem
ocorrer em dois estagios. O primeiro, antes que os mondcitos sejam ativados,
resulta na oxidagdo dos lipidios da LDL, com pequena alteragcdo na
apoproteina B, resultando na LDL minimamente oxidada (MM-LDL-OX). A MM-
LDL-OX estimula as células endoteliais a produzirem moléculas aterogénicas e
pré-inflamatoérias, como a proteina quimiotatica para mondcitos 1 (MCP-1), que
promove a quimiotaxia de mondécitos e linfécitos T para o espaco subendotelial;
moléculas de adesao e o fator estimulante de col6nias de mondcitos (M-CSF),
que ativa a diferenciacdo de monocitos em macréfagos (Ross, 1999). O
segundo estagio de oxidagao da LDL, formando a LDL oxidada, ocorre quando
monocitos sdo recrutados para a lesdo e convertidos em macréfagos,
contribuindo com sua enorme capacidade oxidativa. Nesta fase, os lipidios da
LDL sao adicionalmente oxidados e a parte protéica também é modificada,
impedindo o reconhecimento da lipoproteina pelo receptor de LDL, tornando-a
reconhecivel apenas pelos receptores scavengers (removedores) presentes
nos macroéfagos e células musculares lisas (Brown e Goldstein, 1990).

Dentro dos macréfagos, a LDLox é degradada, o colesterol livre é
esterificado, conferindo as células o aspecto de espuma. O resultado é o
grande acumulo de colesterol e a formagao de células espumosas, originando
a primeira lesdo da aterosclerose: a estria gordurosa (Steinberg, 1997).

Posteriormente, as células musculares lisas comegam a migrar da
camada média da parede arterial para a intima ou espago subendotelial, se
proliferam e secretam colageno, dando origem a lesdo intermediaria. Nesta
fase, 0 espessamento da intima provoca o remodelamento, ou seja, uma
dilatacdo da artéria compensatoéria ao estreitamento do lUumen. Mais uma vez,
sob o estimulo da LDLox, entre outros, as células do sistema imune local
liberam enzimas, citocinas e fatores de crescimento que podem induzir necrose

focal. Ciclos repetidos de acumulo e ativacdo de células mononucleares,
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migracdo e proliferacdo das células musculares lisas com produgdo de
colageno, levam ao aumento progressivo da lesdo, até que se estruture uma
capa fibrosa ao redor de um nucleo lipidico e de tecido necrético, a chamada
lesdo avangada. (Ross, 1999).

As lesbes avancadas estaveis sdo mais resistentes a ruptura e se
caracterizam por células musculares lisas envoltas de densa matriz de
colageno, com baixo conteudo de células inflamatdrias e de lipidios no centro
necrotico. Por outro lado, as regides onde as lesbes apresentam volumoso
centro necrético e um grande infiltrado de células espumosas, capa fibrosa
fragil e fina, com pouca quantidade de colageno, sdo mais susceptiveis a
ruptura, caracterizando lesdes instaveis (Lee e Libby, 1997).

A ruptura da capa fibrosa expde material lipidico altamente
trombogénico, levando a formagao de um trombo sobrejacente. Este processo,
também conhecido por aterotrombose, é um dos principais determinantes das
manifestagdes clinicas da aterosclerose (Sociedade Brasileira de Cardiologia,
2007).

Como visto, a LDLox participa de todas as etapas do processo de
aterosclerose, desde a disfungao endotelial até a promocao da vulnerabilidade
das placas aterosclerdticas (Siqueira et al., 2006). Além dos seus efeitos
biolégicos citados, produtos derivados da LDLox s&o citotoxicos, podendo
promover a apoptose celular. Em adicdo, a LDLox também contribui para o
processo inflamatério na aterosclerose por inibir a producdo de 6xido nitrico,
que é um vasodilatador, e por estimular a produgdo de citocinas, como a
interleucina-1, e aumentar a agregacao plaquetaria (Singh e Jialal, 2006).

Dentre os mecanismos regulatérios da resposta inflamatéria, a via do
fator nuclear kappa B (NF-[1B) representa uma via crucial no controle da
transcricao de varios genes proé-inflamatérios, cujo envolvimento na patogénese
da aterosclerose tem sido documentado, como citocinas, quimiocinas,
moléculas de adeséo, proteinas de fase aguda, reguladores da apoptose e da
proliferagdo celular (Whinter et al., 2005). A indugédo a inflamagdo promovida
pela LDLox parece ser decorrente da ativacdo dessa via pelos seus
fosfolipidios oxidados, como a lisolecitina e o acido lisofosfatidico (Kavanen e
Pentikainen, 2003).

A LDLox sao também imunogénicas, anticorpos a determinados epitopos

(determinantes antigénicos) de LDLox sao encontrado no plasma e em lesbes
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associadas a imuno-complexos. Assim, ha tanto uma resposta humoral como
imunogénica mediada por células, tipico de um processo inflamatério (Witzum,
1994 — citado por Batlouni, 1997).

2.2. Estresse oxidativo e Defesas Antioxidantes

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre
moléculas oxidantes, como os radicais livres, e antioxidantes, em favor dos
oxidantes. Nessa situacao, os oxidantes podem provocar danos em estruturas
celulares, como os acidos nucléicos, proteinas e lipidios (Scandalios, 2005).

Radical livre € uma espécie quimica que tem elétrons desemparelhados,
sendo por isso instavel e com grande capacidade de reatividade. Outras
espécies quimicas podem-se formar a partir dos radicais livres, que embora,
nao tenham elétrons desemparelhados, possuem similar instabilidade estrutural
dos radicais livres. Assim, para designar as espécies reativas na forma de
radical livre e n&o radical sdo utilizados os termos espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ENOs) (Ribeiro et al.,
2008).

As espécies reativas sdo formadas a partir de inUmeras reagcdes no
organismo, como parte de seu metabolismo normal. Como exemplos ha a
formagao de ions superoxidos por células de defesa imunoldgica e a partir do
oxigénio molecular (O2) por meio da respiracdo mitocondrial, assim como a
formacdo de Oxido nitrico como mecanismo de vasodilatagcdo vascular
(Madamanchi et al., 2005). Porém condi¢des patolégicas como a inflamacgao e
fontes exdgenas, como o cigarro, poluentes do ar, radiagdo, medicamentos e
dieta podem aumentar a produgao das espécies reativas (Scandalios, 2005).

A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, freqientemente é
acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a
producdo de uma grande quantidade de radicais livres pode causar danos e
morte celular (Anderson, 1996). Os danos oxidativos induzidos nas células e
tecidos tém sido relacionados com a etiologia de varias doencgas, incluindo, a
aterosclerose.

Os radicais livres, principalmente as susténcias reativas de oxigénio
(EROs), parecem ser uma das principais causas da disfungdo endotelial que
precede e promove a aterogénese. As EROs podem lesar membranas

celulares e o nucleo. Interagem com mediadores vasomotores, inativando seus
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efeitos vasodilatadores. E, principalmente, sdo capazes de oxidar os lipidios da
LDL, elemento chave na aterosclerose (Aviram et al., 2000).

O organismo humano possui mecanismos de defesa antioxidante, os
quais atuam intracelular e extracelularmente e mantém o equilibrio redox da
célula, assegurando que o aumento das EROs seja transitério. Existem dois
mecanismos antioxidantes: o enzimatico e o0 ndo enzimatico, os quais agem
cooperativamente para manter o equilibrio dos radicais livres no organismo
(Ribeiro et al., 2008).

O mecanismo de defesa enzimatico € a primeira linha de defesa do
organismo contra os danos oxidativos. O sistema é constituido por um conjunto
de enzimas, tais como a superdxido desmutase, glutationa peroxidades,
glutationa redutase, catalase, tiorredoxinas, peroxirredoxinas e inumeras outras
redutases (Ribeiro et al., 2008). J& 0 mecanismo n&do-enzimatico é constituido
por um grande numero de compostos de baixo peso molecular, ingeridos pela
dieta (nutrientes e nao-nutrientes) ou sintetizados no organismo, como as
vitaminas A, C e E, o peptideo glutationa e os flavondides (Singh e Jialal, 2006;
Ribeiro et al., 2008).

Basicamente ha produgdo de 3 enzimas atuantes no processo anti-
oxidante. Sao elas a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPX).

A SOD converte radical superoxido em perdxido de hidrogénio, e niveis
elevados desta enzima relaciona-se com aumento da funcdo endotelial em
condicbes de hipercolesterolemia e prevencdo da produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) decorrentes de hiperglicemia (Faraci e Didon, 2004)
sendo importante, portanto na prevencdo e tratamento da doenca
aterosclerotica.

A CAT reduz peroxido de hidrogénio a agua, catalisando esta reacgao
com taxas extremamente elevada (Cohen et al., 1996), possuindo importante
papel na protecdo do organismo quando o mesmo encontra-se sob elevado
estresse oxidativo.

A GPX, assim como a CAT, reduz peréxido de hidrogénio a agua além
de reduzir peroxidos lipidicos a alcoois lipidicos. Baixas concentragcbes de GPX
levam a detoxificacdo ineficiente dos perdxidos lipidicos e de hidrogénio,
podendo favorecer a formacao de radicais peroxila e hidroxila, respectivamente

(Wassmann et al., 2004), fato que contribui para aterogénese.



2.3. Antocianinas e Doencas Cardiovasculares

Os antioxidantes, entre eles os flavondides como as antocianinas
presentes na dieta, tém mostrado apresentar propriedades bioativas que
podem potencialmente, estar envolvidas na prevencdo da aterosclerose por
inibirem a oxidagdo da LDL, diminuindo sua aterogenicidade e,
consequentemente, o risco de doenca arterial coronariana (Chang et al., 2006;
Xia et al., 2009; Beltran-Debdn et al., 2010).

As antocianinas pertencem ao grupo de metabdlitos secundarios
vegetais conhecidos como flavondides. Sua molécula é formada por uma
aglicona denominada antocianidina, que pode estar ligada covalentemente a
um grupo de agucar ou cadeia de agucares, apresentando frequentemente
substituicbes acilas, sendo mais comuns os derivados dos acidos
hidroxicinamicos: acido p-cumarinico, acido cafeico e acido ferulico.

Entre os acucares encontrados com maior frequéncia ligados
covalentemente as antocianidinas estdo a glicose, galactose, raminose,
arabinose e xilose (Zuanazzi, 2002; Leite, 2008).

Quimicamente, as antocianinas sao glicosideos polihidroxilados e
polimetoxilados derivados do cation 2-fenilbenzopirilio ou cation flavilio,
conforme apresentado na Figura 1.

As antocianinas s&o pigmentos hidrossoluveis, responsaveis pela cor
vermelha de flores, frutos e plantas. Sua cor vermelha pode variar desde a

tonalidade alaranjada, passando pelo azul até o roxo (Guedes, 2004).

Figura 1- Estrutura basica da aglicona antocianidina (fonte: Yi et al., 2010).

As antocianinas apresentam uma potente atividade antioxidante, sendo

essa determinada por sua deficiéncia de elétrons, o que as tornam altamente



reativas com as espécies reativas de oxigénio (EROs). A deficiéncia de
elétrons também as tornam sensiveis as alteragcdes de pH e temperatura,
porém mesmo com essa instabilidade, as antocianinas sao consideradas um
dos compostos naturais com maior capacidade antioxidante (Galvano et al.,
2004).

Os efeitos biologicos antioxidantes das antocianinas dependem da sua
estrutura quimica, tais como grau de glicosilagdo e numeros de grupos
hidroxilas (Kong et al., 2003). O numero de hidroxilas (-OH) total, a presenca
de hidroxilas nas posi¢cdes C3’ e C4’ no anel B e no C3 do anel C parecem ser
0s principais requisitos estruturais para as antocianinas inibirem a injuria
oxidativa das ceélulas endoteliais e a atividade intracelular de radicais livre. E a
presenca de metilagdes nas posi¢cdes (C3’, C4’e C3) reduzem esses efeitos.
Comparando as substituicoes por diferentes acucares, as antocianinas que
possuem 0s monossacarideos glicose e galactose apresentam beneficios
antioxidantes superiores com relagdo as que contém dissacarideos (Yi et al.
2010).

Ling (2008) investigou o efeito da suplementagcdo de antocianina nos
niveis séricos de lipideos, da proteina de transferéncia do colesterol
esterificado no plasma (CETP), da enzima hepatica lecitina colesterol
aciltranferase (LCAT) e na capacidade de efluxo do colesterol do soro em 60
individuos (40-65 anos) com dislipidemia. Parte dos individuos recebeu
capsulas com antocianina (80mg x 4/dia) e o restante consumiu placebo por 12
semanas. A suplementagdo com antocianina diminuiu significativamente os
niveis de LDL (13,63%, p 0,037) e aumentou as concentragées de HDL
(12,42%, p 0,024). A massa e a atividade da CETP no plasma diminuiram
significativamente em 14,34% e 5,13%, respectivamente; ndo havendo
mudanca significativa nos niveis séricos de LCAT no grupo que recebeu as
capsulas de antocianina. O efluxo de colesterol do soro aumentou em 12,09%
(p 0,040) apdés o consumo de antocianina, comparado com O grupo que
recebeu placebo. Nao houve diferenga significativa nas concentragdes séricas
de colesterol total, triglicerideos, glicose, apoproteina Al e apoproteina B e
acidos graxos livres entre os grupos.

A angiogénese pode estar envolvida no processo de formagao de placas
de gordura na aterosclerose. Assim, o efeito da antocianina (240mg/dia) da

espécie Aromia melanocarpa foi avaliado em marcadores pré e
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antiangiogénicos em individuos hipercolesterolémicos, por um més (Kowalczyk
et al., 2006). Apés 30 dias de administragdo de antocianina houve um
decréscimo significativo no fator de crescimento endotelial humano (VEGF) e
no fator basico de crescimento de fibroblastos humanos (FGFb) e um aumento
nas concentragdes do inibidor do tecido de metaloproteinas 1 (TIMP-1). Estes
dados sugerem que as antocianinas podem favorecer o aumento de fatores
antiangiogénicos, e assim, diminuir o risco da aterosclerose.

O aumento da produgédo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), que
ocorre, por exemplo, na hipercolesterolemia, contribui para a progressao da
aterosclerose por modificacdo oxidativa da LDL e por promover um aumento da
disfuncédo endotelial em resposta a inflamacéo vascular. Neste sentido, Kopff et
al. (2006) avaliaram a influéncia de 240mg/dia de antocianina no balanco
oxidativo-antioxidativo em pacientes com hipercolesterolemia. Apés 30 dias de
administragdo de antocianina foram analisados nas células vermelhas do
sangue as substancias reativas produzidas e quantificadas pela reagdo com
acido tiobarbiturico (TBARS) e também avaliadas a atividade das enzimas
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. No plasma foram
avaliadas as concentragdes de vitaminas E e C. Nao houve mudangas nas
concentracdes de TBARS, enquanto a atividade das enzimas antioxidantes e
as concentragbes das vitaminas E e C tiveram um aumento significativo,
indicando que as antocianinas podem ter um papel protetor no processo de
aterosclerose.

Silva et al. (2000) avaliaram a acao da antocianina na dose de 40 e
80mg em ratos Wistar com hiperlipidemia induzida por Triton e obtiveram como
resultado uma diminuigao significativa de 31,6% (p<0,05) nos niveis séricos de
colesterol total com o uso da antocianina misturada a dieta dos animais.

Oliveira et al. (2002) estudaram o efeito da biochanina A isolada e em
associacdo com os corantes naturais antocianina e carmim sobre o
metabolismo lipidico de ratos Wistar com hiperlipidemia induzida por Triton.
Todas as substancias foram testadas na dose de 5mg/Kg de peso corporal. O
tratamento com antocianina reduziu significativamente (p<0,05) os niveis
séricos de colesterol total e ftriglicerideos em 4293% e 37,12%,
respectivamente, comparado ao grupo de animais hiperlipidémicos. Os
melhores resultados foram alcangados com a associagdo biochanina A e

antocianina, a qual reduziu em 64,85% e 76,10% os niveis de colesterol total e
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triglicerideos, respectivamente, indicando um efeito sinérgico destes
flavondides.

A associagdo de rutina e antocianina, administradas em duas doses
intercaladas, cada uma com 5mg de cada flavondide/Kg de peso corporal, em
ratos Wistar hiperlipidémicos mostrou uma redugao significativa de 72,91% do
colesterol hepatico (Oliveira et al., 2000).

Estes dados sugerem que o consumo de frutas e vegetais com altos
teores de antocianinas pode melhorar o perfil lipidico de homens e animais com
dislipidemia, e consequentemente, reduzir o risco de desenvolvimento da

aterosclerose.

2.4. Euterpe edulis Martius (Acai da Mata Atlantica)

A No Brasil, varias palmeiras produzem palmito comestivel. Entre elas, a
espécie mais conhecida e apreciada é a Euterpe edulis Martius, da familia
Arecaceae, comumente chamada de palmeira jugara ou jigara, pertencente ao
mesmo género botanico do agaizeiro da Amazénia (Euterpe oleracea Martius).
E encontrada principalmente em areas remanescentes de Mata Atlantica do
Brasil, inclusive no estado de Minas Gerais (Lin,1988).

A E. edulis € uma das espécies mais explorados na Mata Atlantica
(Reis, 1996). A exploragao ilegal e acelerada do seu palmito contribui para a
degradagdo do meio ambiente e tornou-se um fator de preocupagéo para a
preservacdo da espécie, uma vez que nado ha rebrota apdés o corte para a
extracao do palmito (Ferri e Cavalcanti, 1997).

Outro produto interessante e pouco estudado do E. edulis. pode ser
obtido do seu fruto. O fruto desse palmiteiro, também conhecido popularmente
como acai da Mata Atlantica, pode ser consumido de diversas formas, como
suco de fruta, sorvete, acai na tigela, sobremesas, shakes, em preparagoes
salgadas, etc. Para a coleta deste fruto, ao contrario do palmito, ndo é
necessario o corte da palmeira, porém também ¢é interessante que seja
realizado um programa de manejo sustentavel para sua exploragao.

Brito et al. (2007) analisaram o conteudo de antocianina de alguns frutos
tropicais, como a acerola (Malphigia emarginata), jucara (Euterpe edulis),
jamboldo (Syzygium cumini) e guajiru (Chrysobalanus icaco). A maior
quantidade de antocianina foi encontrada na jugara (290mg de

antocianina/100g de peso fresco), seguido pelo guajiru (104mg de
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antocianina/100g de peso fresco), jambolao (79mg de antocianina/100g de
peso fresco), clone de acerola 1147/1 (48mg de antocianina/100g de peso
fresco) e acerola roxinha (23mg de antocianina/100g de peso fresco). Neste
trabalho também foram analisados os tipos de antocianinas mais significativos
da jugara, encontrando a cianidina-3-glicosideo (1358mg/100g de peso seco) e
a cianidina-3-rutinosideo (1565mg/100g de peso seco).

Similar aos resultados da jugara, os frutos de E. oleraceae também
apresentaram a cianidina-3-glicosideo e a cianidina-3-rutinosideo como as
antocianinas presentes em maior quantidade (Lichtenthaler et al., 2005;
Schauss et al., 2006; Rosso et al. (2008) embora, (Pozo-Insfran et al. 2004)
tenham encontrado a cianidina-3-glicosideo e a perlagoidina-3-glicosideo como
as antocianinas majoritarias nessa espécie.

O conhecimento fitoquimico, nutricional e agdo no organismo dos frutos
da jucara, é ainda muito limitado, sendo estes pontos importantes para a
determinagcdo do potencial nutricional e bioldégico deste fruto e da sua

possibilidade de ser considerado um alimento antioxidante.

2.5. Exercicio Fisico e Aterosclerose

O processo oxidativo envolvendo a LDL é uma das hipoteses mais
aceitas para o inicio da aterogénese, dessa forma € necessario a compreenséo
dos efeitos do exercicio fisico neste mecanismo.

Grande parte do oxigénio consumido pelos individuos é utilizado no
processo de respiracdo celular na mitocdndria para produgdao de energia em
forma de ATP (adenosina trifosfato). Porém, estima-se que para cada 25
moléculas de oxigénio consumidas durante a respiracdo normal, um radical
livre € produzido (Chance et al.,, 1979). Alguns estudos demonstraram que
existe relacédo entre 0 aumento do consumo de oxigénio durante o exercicio e a
producao de radicais livres (Todoro et al., 2010).

Em um estudo em que 10 homens saudaveis e bem condicionados,
exercitaram aerobicamente numa intensidade leve (caminhada 55% da
freqUéncia cardiaca de reserva), sem exaustdo, durante seis horas e por dois
dias consecutivos demonstrou-se que houve diminuicdo da concentragéo
plasmatica da LDL oxidada (Vuorimaa et al., 2005), demonstrando que o

exercicio fisico de intensidade leve e longa duragao podera suprimir as cargas
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de estresse oxidativo de maneira aguda, podendo também se relacionar
inversamente com o processo aterogénico.

Meilhac et al., (2001),em seu estudo com camundongos Knockout para
o receptor LDL, que faziam esteira 5 vezes por semana, 30 minutos por dia a
uma velocidade de 15 m/minuto, verificou resultados semelhantes ao estudo
com humanos, onde foi atenuado o processo aterogénico nas artérias. Da
mesma maneira, estudos em individuos com doencga coronariana tém mostrado
que o treinamento aerdbio junto com dieta especifica para o tratamento desta
doencga e outras alteracbes dos fatores de risco ajudam na prevencado da
progressao da placa ou reduzem a gravidade da aterosclerose nas coronarias
(Lakka et al., 2001; Matsudo et al., 2006).

Em estudos com animais, Shimada et al. (2007) demonstraram que a
atividade fisica aerdbica (natagcdo), diminuiu a severidade da leséo
aterosclerdtica em camundongos knockout para apo E submetidos a uma dieta
hiperlipidica. Além disso, Napoli et al. (2006) realizaram experimento com
camundongos deficientes para o receptor de LDL e verificaram que a atividade
fisica aerdbica progressiva (natagdo) além de atenuar a lesdo aterosclerdtica,
aumentou o tempo de vida dos animais submetidos a dieta hiperlipidica.
Ramachadran et al. (2005), demonstraram que o exercicio aerdbico de
moderada intensidade (corrida forgada em esteira, 5 vezes por semana, 30
minutos por dia a 15 m/min) reduziu a lesdo aterosclerética quando comparado
ao grupo controle (sem exercicio), em camundongos knockout para o receptor
de LDL, previamente acometidos com aterosclerose demonstrando, assim, a
possibilidade do exercicio ndo somente prevenir a aterosclerose como também
reduzi-la.

Por outro lado, estudos demonstraram que o exercicio fisico ndo diminui
a evolugao do processo aterosclerético. Wilians et al. (2003) mostraram que 34
meses de exercicio aerobico em macacos ndo impediu a progressao da lesao
aterosclerdtica, apesar de melhoria na funcéo cardiaca, tais como diminuicéo
da freqUéncia cardiaca de repouso, melhora do volume de ejegdo mensurado
por ecocardiografia e na dilatagdo dos vasos em resposta a fenilefrina em
relagdo aos animais que néo se exercitaram.

Dessa maneira, 0 exercicio aerobico parece atuar na prevengao e
tratamento da lesdo aterosclerdtica, provocando adaptagdes benéficas no

sistema de defesa antioxidante. A intensidade da atividade fisica mais testada
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tanto em humanos quanto em animais é a moderada, havendo, porém algumas
evidéncias que exercicios aerobicos de intensidade alta, de maneira aguda,
aumentam a chance de eventos cardiovasculares. Assim, o efeito cronico
dessas atividades sob os danos celulares induzidos pelas ROS nao esta claro,
sendo necessarios mais estudos, para melhor elucidar o papel do exercicio

fisico aerébico na aterosclerose.

2.6. Camundongos knockout para Apolipoproteina E

Devido as grandes dificuldades em estudar os mecanismos patogénicos
da aterosclerose em humanos, torna-se fundamental a presenga de um modelo
experimental bem caracterizado para esta patologia. Os camundongos séo
naturalmente resistentes ao desenvolvimento da aterosclerose. Estes animais
transportam a maior parte do colesterol em HDL e possuem baixos niveis de
colesterol em VLDL e LDL (Plump et al.,, 1992; Zhang et al., 1992; Breslow,
1996; Hoftker et al., 1998; Neuzil et al., 1998). Apesar desta diferenga,
camundongos e seres humanos possuem, com poucas exceg¢des, 0 mesmo
conjunto de genes que controlam o metabolismo de lipoproteinas (Hofker et al.,
1998).

O gene da apoproteina E (Apo E) € um dos principais genes
determinantes dos niveis de lipidios no plasma de seres humanos e
camundongos (Hofker et al., 1998). A Apo E, uma glicoproteina rica em
arginina com 34 Kda e 299 aminoacidos, € componente estrutural da superficie
de QM, QMr, VLDL, IDL e HDL (Marinetti, 1990; Plump et al., 1992; Van Ree et
al., 1994). Apo E é sintetizada no figado, cérebro, intestino, tecidos periféricos
e em outras células, inclusive macréfagos (Zhang et al., 1992; Mazzone, 1996).
A sua funcgéao é servir como ligante das lipoproteinas nos receptores de Apo E
(receptores de remanescentes) do figado ou nos receptores B/E do figado e
tecidos periféricos (Marinetti, 1990; Alvarez-Leite, 1995).

Em seres humanos existem 3 alelos para Apo-E: E2, E3 e E4. A forma
mais comum de dislipidemia do tipo Ill, doenga que cursa com elevagao
moderada da colesterolemia e da trigliceridemia, € causada pela homozigose
para o alelo E2 e esta associada ao acumulo de remanescentes de
quilomicrons e VLDL no plasma. Os pacientes apresentam com frequéncia:
xantelasma, xantomas tubero-eruptivos e doencga coronariana aterosclerética

(Van Ree et al., 1994; Quintao e Nakandakare, 1997).
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Os camundongos modificados geneticamente sdo gerados por
modulagao génica, onde ocorre a delegdo de um alelo especifico responsavel
por codificar uma proteina com alto grau de especificidade. Esses animais sao
comumente referidos pelo termo coloquial de Knockout, sendo simbolizados
por -/-. Os camundongos mais utilizados para o estudo da aterosclerose sao
gerados pela modulacdo genética da apoE e do LDLr, ambos fundamentais
para o metabolismo lipidico (Daugherty, 2002). A deficiéncia de Apo E resulta
em niveis de colesterol elevados devido a remocido defeituosa das
lipoproteinas remanescentes. Logo, o acumulo de remanescentes de QM e
VLDL no plasma constitui o estimulo aterogénico nestes animais (Breslow,
1996).

Os animais deficientes em Apo E possuem colesterol plasmatico cerca
de cinco vezes mais alto do que os normais e desenvolvem estrias gordurosas
na aorta proximal aos trés meses de idade (Zhang et al., 1992). As lesbes sao
exarcebadas pelo consumo de "dietas ocidentais" ou aterogénicas, ricas em
gorduras e colesterol (Breslow, 1996).

Segundo Neuzil et al. (1998) existe uma semelhanga surpreendente na
composicao lipidica de VLDL extraida do plasma de camundongos deficientes
em Apo E e aquela extraida de placas humanas avangadas. Este fato reforca a
validade do modelo deficiente em Apo E para o estudo experimental da
aterosclerose.

Quando os camundongos deficientes em Apo E sdo alimentados com
dieta comercial ou dieta aterogénica podemos observar diferengas no
desenvolvimento da lesdo aterosclerotica. Analisando detalhes da génese das
lesdes, incluindo a natureza das células envolvidas, a seqléncia de eventos
celulares e a anatomia dos diferentes tipos de lesdo, nota-se que o
desenvolvimento da lesdo nestes animais inicia-se preferencialmente na raiz da
aorta e na curvatura menor do arco aértico, continuando nos ramos da artéria
braquiocefalica, cardtida comum direita, ramos da artéria mesentérica superior
e renal, artéria pulmonar e principais ramos da aorta abdominal (Nakashima et
al., 1994)

Nos animais alimentados com dieta comercial as lesbes aparecem como
nddulos amarelados com 10 semanas (células espumosas), porém, com 8
semanas a adesao de células mononucleares e a formacao esporadica de

células espumosas pode ser notada. A placa fibrosa aparece com 20 semanas
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de vida e em alguns casos com até 30 semanas de vida ainda predominam as
células espumosas.

Nos animais alimentados com dieta aterogénica as células espumosas
aparecem com 8 semanas de idade e com 15 semanas a les&o ja progrediu
para placa fibrosa. Com 20 a 40 semanas a lesdao avangada pode ser
observada com um grande centro necroético e grande quantidade de tecido
fibroso (Nakashima et al., 1994; Reddick et al., 1994).

Dessa forma os camundongos deficientes em Apo E contém o espectro
inteiro de lesdes similares as observadas durante a aterogénese humana,
tornando-se um modelo importante para o estudo dos varios fatores que
controlam ou influenciam o desenvolvimento da placa aterosclerética, além das
facilidades para manejo devido ao tamanho pequeno do animal, uso de dieta

normal e curto periodo de reproducao.

2.7. Consideracgdes finais

De maneira geral, dentre as inumeras intervengdes empregadas para a
doenca aterosclerotica, a alimentacao e a pratica de exercicio fisico despontam
como uma importante ferramenta na prevencdo, manutencido, e/ou
recuperacao desta doencga.

O uso de alimentos ricos em flavondides, que apresentam um grande
potencial antioxidante é frequente. A questdo a ser levantada é o pouco
numero de estudos com o uso do acai da Mata Atlantica como fonte destes
compostos antioxidantes. Ja em relacdo ao exercicio fisico a questdo é a
indicacdo da intensidade e duracdo do esfor¢o. Ainda ndo ha consenso qual
intensidade levaria a melhores resultados no processo aterosclerético. Menores
ainda sao os relatos de estudos que usam a conjungao destes dois fatores no
processo aterosclerotico.

Portanto, a expansédo dos conhecimentos sobre os diferentes fatores
relacionados a aterosclerose € necessaria. E saber qual a relacdo existente
entre a pratica de exercicio fisico regular e o consumo destes alimentos com
potencial antioxidante torna-se indispensavel, tanto em humanos quanto em

modelos animais, para melhor elucidar o papel destes na aterosclerose.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

Avaliar os efeitos da dieta com Acai da Mata Atlantica (Euterpe edulis
Martius) e do treinamento fisico no processo da aterosclerose em

camundongos adultos knockout para o gene da Apolipoproteina E.

3.2.0bjetivos Especificos

e Identificar a presenga de placas ateroscleréticas na raiz e curvatura da
aorta;

o Verificar se 2% de acai na dieta é capaz de alterar as lesdes
aterosclerdticas;

o Verificar os efeitos do treinamento fisico na lesao aterosclerdética;

e Avaliar os efeitos da associacado da dieta com acai e o treinamento fisico
no quadro aterosclerético;

e Avaliar o potencial antioxidante do acgai e do treinamento fisico sobre o
figado dos animais;

e Analisar a histopatologia do figado e rim dos animais tratados.
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4. ARTIGO |

O exercicio fisico regular diminui a progressao da placa
aterogénica e melhora o potencial antioxidante em animais ApoE-/-

submetidos a dieta com acai.

RESUMO

Objetivo: avaliar se 0 acai e a pratica de exercicios fisicos podem influenciar o
processo aterosclerético em camundongos. Métodos: 28 camundongos (ApoE-
/-) e 10 camundongos C57BI/6, com 21 semanas de idade, foram submetidos
a 12 semanas de corrida em esteira (60 min/sessao/dia, 5 dias/semana e
velocidade de 15m/min, com 0% de inclinagéo) e dieta com 2% de Acgai. Antes
de iniciar o tratamento dois grupos controle T1 (n= 4 ApoE -/-) e T2 (n=5
C57BI/6) sofreram eutanasia para avaliar o nivel inicial da lesdo. Os demais
animais foram divididos em 5 grupos: C- Controle negativo — animais C57BI/6,
sem 2% de agai, ndo-treinado (n=4); C+ Controle positivo — animais ApoE -/-
sem 2% de acai, ndo-treinado (n=4 ); G1 animais ApoE -/- com 2% de acai,
nao-treinado (n=6); G2 animais ApoE -/- com 2% de agai, treinados (n=6); G3
animais ApoE -/- sem 2% de acai, treinados (n=6). Ao final do experimento os
animais sofreram eutanasia, foram coletadas a aorta, o sangue e o figado.
Resultados: Nao houve diferengca estatistica entre os grupos para peso
corporal, consumo das dietas, peso do figado e também colesterol total,
triglicerideos e HDL. A area total da aorta ndo diferiu entre os grupos (C-
0,53+0,11cm?% C+ 0,41+0,07 cm?, G1 0,39+0,12 cm? G2 0,39+0,09 cm?; G3
0,480,03 cm?). No entanto, a porcentagem da area lesionada apresentou
diferenca apenas entre o C+ (5,971£1,22%) e 0 G3 (2,51+£1,16%). A atividade da
SOD no figado em G3 apresentou menor valor em relagdo ao controle C+.
Conclusao: Apenas a atividade fisica foi capaz de reduzir a area das lesdes
ateroscleroticas e melhorar o potencial antioxidante no figado dos animais
ApoE -/-.

Palavras-chave: aterosclerose, estresse oxidativo, acai, exercicio fisico.
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4.1. Introducéo

A aterosclerose inicia-se por um processo de inflamagao progressiva na
parede dos vasos sanguineos, resultando no acumulo de lipoproteinas e
turbuléncias hemodinédmicas neste local. Devido a uma ativagdo endotelial,
ocorre um recrutamento de leucécitos e com isso inicia-se um centro de
desenvolvimento e progressdo das placas aterogénicas, podendo levar a
complicagdes clinicas (Petrovan et al., 2007).

Condutas como mudancgas no estilo de vida do paciente, medicamentos
antihipertensivos, aspirina, drogas para baixar o colesterol, cirurgia ou
angioplastia, sdo usados no tratamento da aterosclerose (Toomey et al., 2003).
No entanto, em alguns casos, estes tipos de tratamentos ndo tém sido efetivos
na cura e, até mesmo na prevengao de patologias relacionadas ao sistema
cardiovascular.

A pratica de exercicios fisicos (Lakka et al., 2001; Maeda et al., 2003;
Das, 2004) e o uso de dietas com elevado conteudo de frutas e vegetais
(Riboli e Norat, 2003) tem sido usados para prevenir ou reverter a formagao de
placas ateromatosas nas artérias.

Para a comprovagao dos efeitos benéficos da atividade fisica aerdbia na
reducdo e prevencao de doengas coronarianas (Meilhac et al., 2001; Cal e
Figueiredo, 2002; Maeda et al.,, 2003) algumas propostas sao evidenciadas,
mesmo quando realizados com baixa frequéncia, ou seja, 2 a 3 vezes por
semana, numa intensidade moderada (40% a 60% do VO2max), a atividade
fisica tende a ser eficaz em situagdes de prevengao ou como terapéutica
(Willians et al., 2003).

Os efeitos benéficos dos alimentos tém sido relacionados a presenca de
polifendis e outros nutrientes, como acidos graxos insaturados, fibras e
fitoesterdis. Alguns exemplos sdo os compostos fendlicos como as isoflavonas,
os acidos fendlicos, as catequinas do cha, os acidos clorogénicos do café, as
antocianinas presentes no vinho, (Miranda e Mancini-Filho, 1997), no acai,
ameixa, amora, cereja, figo, etc. (Guedes, 2004). Além de seus efeitos
antioxidantes, esses alimentos tém a capacidade de alterar os niveis de
colesterol, principalmente o colesterol LDL, no sistema circulatorio (Poli, et al.,
2008).
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Os frutos de Euterpe Edulis Martius, também conhecido popularmente
como acgai da palmeira jugcara ou Agai da Mata Atlantica, séo ricos em
flavondides em especial as antocianinas como a cianidina-3-glicosideo
(1358mg/100g de peso seco) e a cianidina-3-rutinosideo (1565mg/100g de
peso seco) em maior quantidade (Brito et al., 2007; Rosso et al., 2008). Estas
antocianinas tém apresentado um grande potencial farmacoldgico, que incluem
propriedades antioxidantes (Garcia-Alonso et al., 2008), antiinflamatodrias (Xia
et al., 2009), inibicdo da oxidacdo do LDL (Chang et al., 2006), diminuicdo dos
riscos de doengas cardiovasculares (Toufektsian et al., 2008) e de cancer
(Chen et al., 2006).

Poucos estudos foram realizados com os frutos da jugara e sua relagao
com atividade fisica no controle das doengas crbnicas. Os objetivos deste
foram avaliar se os compostos antioxidantes presentes neste fruto podem
influenciar o processo de regressao da placa aterosclerética em camundongos
adultos e avaliar se com a atividade fisica regular este processo pode ser

mantido e/ou potencializado.

4.2.Materiais e Métodos

Frutos

Os frutos do agai foram obtidos no entorno do Parque Estadual da Serra
do Brigadeiro (PESB), localizada na regido da zona da mata do estado de
Minas Gerais. A colheita, pds-colheita e despolpamento dos frutos foram
realizados conforme orientagdes da Embrapa para os frutos do E. oleracea,
acai da Amazodnia (Embrapa, 2005). Apds todas as fases, a polpa do fruto do
E. edulis foi embalada e liofilizada.

Na polpa liofilizada foram determinadas a composicédo centesimal e uma
triagem fitoquimica para avaliacdo das principais classes de metabdlitos
secundarios: flavondides, cumarinas, taninos, antraquinonas, oleos essenciais,
triterpenos/esterdides, saponinas e alcaldides.

A composi¢cao quimica centesimal foi determinada, avaliando-se os
teores de umidade, cinzas, lipideos, proteinas, carboidratos. O teor de umidade
foi determinado por secagem direta da amostra em estufa a 105°C, o teor de
cinzas por incineragdo em mufla a 550°C e posterior resfriamento em

dessecador até a temperatura ambiente. A determinacgao de lipideos totais ou
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extrato etéreo foi realizado por secagem da amostra em estufa a 105°C
seguida por extracdo com éter, em extrator do tipo Soxhlet, e posterior
remogao do solvente empregado por destilagcdo (A.O.A.C., 1989). O teor de
proteinas foi medido pelo método de Kjeldahl classico e a quantificagdo de
carboidratos foi obtida pelo calculo da diferenga percentual, subtraindo-se do
total da soma de umidade, cinzas, lipideos e proteinas.

A triagem fitoquimica foi realizada em suporte cromatoplaca de aluminio
(Alugram® Sil G/UV), com diferentes fases mdveis e aspersdo empregando
reagentes reveladores especificos combinados com a visualizagdo do
cromatograma sob luz de comprimento de onda na regido do ultravioleta, 254 e
365nm (Wagner & Bladt, 1996). Na analise cromatografica para cada classe
foram utilizados padrdes de referéncia de forma a confrontar os resultados

obtidos. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Dieta

As dietas foram elaboradas de acordo com a AIN-93M (Reeves et al,
1993), sendo confeccionadas manualmente e mantidas sob refrigeragdo (0 a
4°C) , protegidas da luz, até o momento da utilizagao

Para os grupos que receberam 2% de polpa liofiizada do agai, a
composicado da dieta foi modificada, levando em consideragdo os valores de
umidade, carboidrato, proteina, lipidios e fibras dietéticas. O valor da
quantidade de fibras foi baseado na composi¢cdo do Agai do Norte (Euterpe
oleraceae Martius ) (Schaus, et al., 2006). A Tabela 1 mostra a composi¢ao das

dietas experimentais.
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Tabela 1. Composi¢ao das Dietas experimentais (g/kg dieta)
AIN-93M com 2% de Acai

Ingredientes Dieta AIN-93M (9) liofilizado (g)
Amido (gpc) 515,7 521,3
Amido dextrinizado
(15.5%) 155 155
Sacarose(10%) 100 91,6*
Proteina (caseina) (9%) 90 88,6*
Fibra (celulose) (5%) 50 41,2*
Mix de mineral (3,5%) 35 35
Mix de vitamina (1%) 10 10
Bitartarato de colina
(0,25%) 2,5 2,5
L-cistina (0,18%) 1,8 1,8
Acai - 21,2
Oleo (4%) 40 31,8
1000g 1000g

*Para estes ingredientes foi descontado a concentragdo dos nutrientes presentes no
fruto. Em 100g de Acai da Mata Atlantica liofilizado ha 7g de proteinas, 41g de lipidios,
42g de carboidratos e aproximadamente 44,2g de fibras dietéticas (Schaus, et al.,
2006). Quantidade energética aproximada: Dieta AIN-93M 380Kcal/100g; Dieta AIN-
93M com 2% Acai 385Kcal/100g.

Animais

Foram utilizados 26 camundongos adultos ApoE-/-, 9 camundongos
adultos C57BI/6, com 21 semanas de vida, procedentes do Biotério Central do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, da Universidade Federal de Vigosa.
Os animais no inicio do experimento tinham peso médio inicial de 24,81+3,19 g
e foram mantidos em gaiolas coletivas, em ambiente com temperatura
controlada (23°C) e fotoperiodo de 12 horas até completarem a idade de 32
semanas.

Apds o desmame (quatro semanas), os animais receberam dieta
comercial (Nuvilab) até atingirem 21 semanas, para serem submetidos ao
tratamento. Antes de iniciar o experimento 5 animais C57BI/6 e 4 ApoE-/-
sofreram eutanasia, considerando-os como tempo zero (no inicio da
administragdo da dieta) para quantificagdo das lesdes, e avaliagdo do quadro
aterosclerdtico inicial. O grupo Controle Negativo (C57BI/6 n=4) nao treinado,
recebeu dieta AIN-93M; o Controle positivo (ApoE-/- n=4) nao treinado,

recebeu dieta AIN-93M com Acai 2%; Grupo 1 (ApoE-/- n=6) nao treinado com
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dieta AIN-93M com Acai 2%; Grupo 2 (ApoE-/- n=6) treinado, dieta AIN-93M
com Agai 2%; Grupo 3 (ApoE-/- n=6) treinado com dieta AIN-93M (Figura 2).

[ ApoE (n=26}+ C57BLACK/6 (n=9) J

s

[ EUTANASIAINICIALApoE (n=5) + C57BLACK/6 (n=4) ]

4

C- C+ Gl G2 G3
C5781/6-AIN-03M ApoE AIN-93M Apof - Agai ApoE - Acai Apok - AIN-93M
(sem acai) sem {sem agai) sem sem exercicio + exercicio (sem acai) +
avercicio (n=4) exercicio (n=4) {(n=6) (n=6} axercicio  (n=6)
EUTANASIA FINAL

Figura 2: Desenho experimental até 32 semanas.

Controle de peso corporal e do consumo alimentar

Semanalmente, os camundongos foram pesados para observar o
crescimento ponderal e o efeito do exercicio fisico sobre o peso. Também foi
realizada a quantificacdo do consumo alimentar. Para tanto, as dietas ofertadas
aos animais foram pesadas semanalmente, sendo que os dados da diferenca
entre dieta ofertada e o restante ndo consumido e sobras no fundo da gaiola

foram utilizados para o calculo do consumo de dieta semanal.

Protocolo de exercicio/corrida em esteira

Os camundongos foram submetidos a um programa progressivo de
corrida na esteira (INSIGHT, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo - Brasil), 5 dias por
semana, por 12 semanas consecutivas (adaptado de Meilhac et al., 2001)
chegando ao final do experimento a 60 minutos diarios com uma velocidade de

16m/min com 0% de inclinagéo.
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Eutanasia e dissecacéo dos Orgéos

Os animais sofreram eutanazia 48 horas apds a ultima sessao de
exercicio por sangria sob anestesia intraperitoneal (90mg/kg de quetamina+
15mg/kg de xilasina). O sangue foi removido por pungédo na aorta abdominal,
imediatamente centrifugado a 3000rpm, por 10 minutos a 4°C. O soro, o figado,
e aorta foram retirados e armazenados a -80°C para posteriores analises. O
musculo soleo e gastrocnémio dos animais foram coletados e armazenados a -
80°C para analise da enzima citrato sintase (adaptado de Alp, et al.,1976) para

se comprovar o condicionamento fisico e adaptagao ao exercicio.

Parametros sanguineos

O colesterol total, colesterol - HDL e triglicerideos foram obtidos através
de Kits comerciais (Bioclin®, Brasil) por método colorimétrico enzimatico e
analisador automatico Cobas® pelo laboratério especializado em analises

clinicas da Divisdo de Saude/UFV.

Avaliacdo da deposicéo lipidica na aorta

A deposicao lipidica foi determinada nas aortas toracica e abdominal,
utilizando-se a analise en face pela coloragdo Sudan IV, segundo Palinski et al.
(1994). A soma das areas das lesbes aterosclerdticas (local onde houve
acumulo lipidico) foi calculada pelo programa Image-Pro Plus, sendo o
resultado expresso em milimetros quadrados. Para garantir que ndo houvesse
diferenca entre os animais quanto ao tamanho total da aorta analisado, a area

total da aorta também foi mensurada.

Atividade enzimatica: catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD) no
figado

Para determinar a atividade da CAT, por¢cbes do figado foram
homogenizadas em Tampé&o fosfato 50 mM e a suspensdo resultante foi
centrifugado por 10min a 6000 rps, 4° C. O sobrenadante foi utilizado para a
dosagem das enzimas. A atividade da CAT foi determinada pela taxa de
decaimento do peroxido de hidrogénio lido em espectrofotdmetro (Pro-analise
UV.1600) a 240nm, segundo descrito anteriormente (Aebi, 1984). A atividade
da SOD foi determinada segundo Dieterich et al, (2000) adaptado, o qual ¢é
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baseado na habilidade da superéxido dismutase retirar o Oy, diminuindo assim
a razao de autooxidacao do pirogalol, usando leitor de microplaca (Asys, UVM
340) a 570nm. O conteudo de proteinas foi mensurado de acordo com o

método descrito por Lowry et al., (1951).

Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, processo n° 19/2010.
O experimento foi conduzido em conformidade com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal — COBEA (COBEA, 2009)(Anexo 1).

Analise estatistica

Os dados foram inicialmente analisados usando-se o teste de
Kolmogorov-Sminorv para verificar a simetria e igualdade de variancia (método
de Levene), O teste paramétrico de analise de varidncia para um fator (one way
ANOVA) foi usado para comparagdes envolvendo 3 ou mais grupos com
apenas um fator. O teste ndo paramétrico Kruskal Wallis foi usado quando o
teste one way ANOVA era contra indicado. O teste de comparagées multiplas
de Tukey foi utilizado quando o teste one way ANOVA detectava diferenca
estatistica. Para situagdes em que o teste Kruskal Wallis detectava diferenca

estatistica, utilizou-se o teste de comparag¢des multiplas de Dunn’s.

Os resultados foram apresentados como “MédiatDesvio Padrdo (DP)’
quando apenas o teste one way ANOVA foi exigido. Quando o teste nédo
paramétrico Kruskal Wallis foi exigido, os resultados (valores) foram
apresentados como “Mediana (MédiatDP)".Para todos os testes utilizados, o
erro maximo permitido para assumir a existéncia de diferenca entre os grupos
foi de 5% (p<0,05). O programa estatistico usado para todas as analises foi o
Sigma Stat 3.5.
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4 3.Resultados

Acai
A polpa do fruto liofilizada apresentou 8,45 % de umidade, 5,28%
proteina, 49,35% de lipideos e 42,86% de carboidratos. A triagem fitoquimica

da polpa de acai esta representada na tabela 2.

Tabela 2. Resultados da prospeccéo fitoquimica preliminar da polpa de acai
liofilizada.

Classe dos Metabolitos Revelador Extrato
Flavonodides Solugao de AICI3 a 5% em etanol +
Alcaldides Reagente de Drangendorff -
Esteroides/triterpenos Reagente de Lieberman Burchard -
Cumarinas Solugao de KOH a 5% em etanol -
Polifendis Reagente de Barton +
Antraquinonas Solugédo de KOH a 5% em etanol -
Saponinas Anisaldeido-sulfurico +

O sinal (+) indica presenca e (-) auséncia do constituinte quimico.

Consumo alimentar e evolucdo ponderal

Ao fim do experimento, ndo foi verificado nenhuma diferenga entre os
tratamentos (p<0,05; one way ANOVA) para o consumo alimentar diario (figura
3) e evolugdo ponderal (figura 4) entre os grupos experimentais. A média de
consumo de fruto liofilizado presente na dieta foi de 3,25g/kg/dia. Os animais

também nao diferiram quanto o peso dos figados (dados ndo mostrados).
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Consumo didrio (g)

0 . . . .

C- C+ G1 G2 G3
Figura 3 - Consumo alimentar diario dos grupos experimentais. Teste one way
ANOVA; Colunas = médias; Barras de erro = desvio padrdao. C- Controle negativo —
C57BI/6, sem acai, nao-treinado (n=4); C+ Controle positivo —ApoE -/- sem agai, ndo-
treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com agai, ndo-treinado (n=6); G2 ApoE -/- com acai,
treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem agai, treinados (n=6).
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Figura 4 - Evolugdo da massa corporal durante as 12 semanas de experimento. O
peso foi semelhante (p>0,05) entre os tratamentos. C- Controle negativo — C57BI/6,
sem acai, ndo-treinado (n=4); C+ Controle positivo —ApoE -/- sem acai, ndo-treinado
(n=4); G1 ApoE -/- com acai, ndo-treinado (n=6); G2 ApoE -/- com acai, treinados
(n=6); G3 ApoE -/- sem agai, treinados (n=6).
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Citrato-sintase

A atividade da Citrato-sintase (CS) foi usada como indicador do efeito do
exercicio fisico. Os resultados (figura 5) indicam que o programa de
treinamento realizado em esteira foi suficiente para aumentar a capacidade
oxidativa do musculo esquelético (N&ao-treinados=0,63+ 0,18 pmol/ml/mg

proteina, Treinados = 1,28 £ 0,14 umol/ml/mg proteina, p < 0,05).

1,8 -
1,6 *
1,4
1,2
1,0 ~

s | i

0,6 +

CS umol/mimg proteina

0,4

0,2

0,0 T
Nao-treinados Treinados

Figura 5 - Atividade da Citrato-sintase em musculo esquelético (séleo) de ratos
treinados e nao-treinados. Teste t; Colunas = médias; Barras de erro = desvio padrao.
Nao-treinados= grupos C+ (n=4) e G1(n=6); Treinados= grupos G2(n=6) e G3(n=6). *
p <0,05.

Determinacédo de colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e HDL

Os parametros sanguineos colesterol total, triglicerideos e fragao HDL
colesterol, ao serem analisados nos grupos experimentais em relagdo ao
controle knockout Apo E (C+), ndo apresentaram diferencas significativas
(p<0,05). Quando comparados ao seu controle selvagem (C -) todos os grupos
apresentaram diferencga estatistica para CT e HDL, mas para TG apenas o G1

que nao diferiu do C- (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores de colesterol total, triglicerideos e HDL dos grupos
experimentais.

Parametros Grupos
sanguineos C- C+ G1 G2 G3
(mg/dL)
n=4 n=4 n=5 n=5 n=5
cT 152,5 437,0 435,0 410,5 370,0
(155,7+8,2) (429,7+£30,2)* (430,8+68,0)* (371+£113,9)* (393,4+79,0)*
TG 108,0 64,5 90,0 60,0 72,0
(105,2+13,2) (65,2£13,4)* (100,2+34,3) (57,2+22,9)* (64,2+27,6)*
HDL 87,0 26,0 30,0 27,5 24,0

(87,7¢4,5)  (24544)°  (32,23t7.4)  (253%7,3)  (28,8+10,8)*

Teste one way Anova ou Kruskal Wallis, complementados pelo teste de Tukey ou
Dunn's, respectivamente. Valores dados em “mediana (médiatDP)”. * p<0,05
comparado ao controle C -. C- Controle negativo — C57BI/6, sem acai, ndo-treinado
(n=4); C+ Controle positivo —ApoE -/- sem acgai, ndo-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/
com acai, nao-treinado (n=5); G2 ApoE -/- com agai, treinados (n=5); G3 ApoE -/- sem
acai, treinados (n=5).

Lesdes na aorta

Nado houve diferenga estatistica (p < 0,05) entre os grupos quando
avaliada a area total da aorta. Havendo confirmacgao de que as aortas tinham a
mesma area (tabela 4), tornando-se possivel a analise da area lesionada total.

O grupo T2 (controle das lesdes iniciais dos animais knockout ApoE) é
apresentado apenas com o interesse de mostrar o estado inicial dos animais,
quanto a area lesionada na aorta, ndo sendo, portanto, foco de comparacgdes
com 0s demais grupos.

O grupo G3 apresentou menor area lesionada total (p<0,05) em relag&o
a C+, conforme demonstrado na Figuras 6. Além disso este grupo também
apresentou menor (p<0,05) percentual de area lesionada (area lesionada

total/area total da aorta) conforme indica a tabela 4.
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Tabela 4. Area total da aorta e percentual de area lesionada

n Area total da Aorta (cm?) % de Area Lesionada
T2 4 0,51 (0,53+0,11) 0,37 (0,39+0,45)
C+ 4 0,38 (0,41+0,07) 6,18 (5,97+1,22)
G1 6 0,42 (0,39+0,12) 6,14 (5,96+4,60) £
G2 6 0,39 (0,39+0,09) 4,55 (5,74+2,66) £
G3 6 0,49 (0,48+0,03) 2,88 (2,51+1,16) * £

Teste one way Anova ou Kruskal Wallis, complementados pelo teste de Tukey ou
Dunn's, respectivamente. Valores dados em “mediana (médiazDP)’.*  P<0,05
comparado ao controle C+; £ P<0,05 comparado ao controle T2. C- Controle negativo
— C57BI/6, sem acai, nao-treinado (n=4); C+ Controle positivo —ApoE -/- sem agai,
nao-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com agai, ndo-treinado (n=6); G2 ApoE -/- com
acai, treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem acai, treinados (n=6).

0,030 A

0,025 A
0,020 - %

0,015

Avea (at)

0,010 A

0,005 -

_

T2 c+ G1 G2 G3
Figura 6 - Area lesionada total (cm?) das aortas. * P<0,05 comparado ao controle C+;
Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn’s. barras= mediana.C- Controle
negativo — C57BI/6, sem agai, ndo-treinado (n=4); C+ Controle positivo —ApoE -/- sem
acai, ndo-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com acai, ndo-treinado (n=6); G2 ApoE -/-
com acai, treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem acai, treinados (n=6).

Atividade das enzimas antioxidantes no figado

A capacidade antioxidante no figado foi investigada através da
quantificacdo da atividade enzimatica da catalase e da superoxido dismutase.
Tanto o exercicio quanto o acai foram insuficientes para provocar uma
alteracao significativa na atividade da CAT(tabela 5).

Para atividade da SOD, o grupo C+ (1,79 0,27 U.mg" de proteina)

apresentou maior atividade da enzima em relagdo ao controle selvagem C-
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(1,15 + 0,15 U.mg"' de proteina) mostrando a diferenca do estresse causado
pelo modelo knockout ApoE. Comparando apenas os grupos com tratamento,
G3 (0,98+ 0,17 U.mg” de proteina) e G2(0,97 +0,20 U.mg” de proteina),
demonstraram uma diminuigdo significativa em relagdo a C+ (1,79 +0,27 U.mg”

de proteina) (Figura 7).

Tabela 5. Atividade da enzima catalase (U/mg™’ de proteina) no figado.

GRUPOS
C- C+ Gl G2 G3
CAT (n=4) (n=4) (n=6) (n=6) (n=6)
U/mg™ 0,87 0,94 0,74 0,91 1,08

proteina (1,06+0,71) (0,92+0,15) (0,83+0,19) (0,86+0,19) (1,15+0,27)
Teste Kruskal-Wallis; Valores dados em “mediana (médiatDP)”. (P<0,05). C- Controle
negativo — C57BI/6, sem agai, ndo-treinado (n=4); C+ Controle positivo —ApoE -/- sem
acai, nao-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com acai, ndo-treinado (n=6); G2 ApoE -/-
com agai, treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem agai, treinados (n=6).
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Figura 7 - Atividade da enzima SOD (U.mg" de proteina) no figado.Teste one way
Anova. Barras de erro = desvio padrao; * p < 0,05 em relagdo ao grupo Controle C+.
C- Controle negativo — C57BI/6, sem acai, ndo-treinado (n=4); C+ Controle positivo —
ApoE -/- sem agai, ndo-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com acai, nao-treinado (n=6);
G2 ApoE -/- com agai, treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem acai, treinados (n=6).
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4.4.Discusséo

A hiperlipidemia, dieta de com elevada quantidade de colesterol e
sedentarismo sao fatores importantes no desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares. A busca por alternativas como, mudangas no consumo
alimentar e a pratica regular de atividade, que possam reduzir ou controlar os
niveis de colesterol e exercer uma agao antioxidante é importante para a
prevencado de doencgas vasculares. No presente estudo investigou-se o modelo
animal que desenvolve aterosclerose, o ApoE-/-, para avaliar diretamente o
efeito do acai liofilizado e do treinamento fisico no desenvolvimento desta
doenca.

No presente estudo os resultados de evolugao ponderal e consumo da
dieta tanto com agai ou n&o, ndo diferiram em relagdo ao controle. Estes dados
mostram que o uso do acai na dieta e o treinamento fisico ndo foram capazes
de interferir nestes parametros.

Com relagdo a atividade da CS, esta apresentou um aumento duas
vezes maior nos animais treinados comparados com os né&o-treinados (Figura
2). Condizente com este resultado alguns estudos mostraram que a corrida em
esteira com ratos aumenta a atividade da CS no gastrocnémio em relagao ao
grupo controle (Alessio e Goldfarb, 1988; Radak et al., 1999). Considerando
trabalhos com camundongos knockout, em nosso laboratério foi realizada uma
pesquisa (Teodoro, 2010) onde, animais knockout para receptor LDL treinados
em esteira (5vezes por semana, 30 minutos/dia a 16m/min) aumentaram
significativamente a atividade da CS. Estes resultados podem indicar a eficacia
treinamento em promover as adaptacdes na capacidade aerdbica dos animais
treinados

A Citrato-sintase € uma enzima presente no Ciclo do acido citrico que
requla a produgdo de energia aerdbica catalisando a condensacédo do
oxaloacetato e acetil CoA para citrato (Siu et al., 2003). Varios estudos tém
utilizado a atividade de enzimas mitocondriais para confirmar ou nao a
influéncia do exercicio fisico na adaptacao oxidativa do musculo esquelético de
ratos (Hoffman-Goetz e Pervaiz, 2009; da Silva et al., 2009).

Os valores encontrados para CT, TG e HDL-c dos animais tratados com
agai, atividade fisica e a conjungao destes dois fatores ndo diferiram em

relacdo ao controle knockout ApoE. Nossos dados corroboram com o estudo
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de Miyazaki et al., (2008) onde camundongos deficientes em ApoE néo
apresentaram diferenga em seus perfil lipidico quando tratados com dieta
complementada com antocianina (1% batata doce roxa). Este fato pode estar
relacionado ao modelo animal, pois ele é especifico para desenvolvimento de
lesdes ateroscleroticas e o tempo de estudo pode néo ter sido suficiente para
desenvolver uma alteragao significante no perfil lipidico do sangue.

Com relagao a influéncia da atividade fisica no perfil lipidico em modelos
knockout, Yang et al.,, (2009) mostrou que animais experimentais Apo E-/-
apresentaram diminuicdo da lesdo aterosclerdtica sem ocorrer mudancas do
CT e TG séricos. Braz Jr e colaboradores (2007) mostraram que o nivel de CT
e TG séricos exercem pouca ou nenhuma influéncia na deposicao lipidica da
artéria coronaria em individuos com aterosclerose severa, justificando a
reducao da leséo aterosclerética por outros fatores que nédo sejam a diminuigao
do CT, tais como alteragdes no processo inflamatorio, disfuncédo endotelial,
estresse oxidativo e fatores genéticos.

No presente estudo demonstrou-se que o exercicio foi capaz de reduzir
as lesbes ateroscleroéticas, em relagao ao controle sedentario apés 3 meses de
tratamento em camundongos knockout ApoE. Estudos anteriores
demonstraram regressdao ou menor grau de lesdo aterosclerdtica em animais
experimentais, principalmente em camundongos LDLr"" e ApoE”", submetidos a
exercicios aerdbicos tanto em esteira quanto em natagdo (Ramachandran et
al., 2005; Pellegrin et al., 2009).

Xia et al. (2009), investigaram a influéncia do extrato rico em antocianina
do arroz preto na vulnerabilidade de placas aterosclerdticas avancadas em
camundongos knockout ApoE com 30 semanas de idade. Apds 20 semanas de
intervengao, o tamanho da placa foi reduzido em 18% no grupo que recebeu o
extrato rico em antocianina e em 13% no grupo com sinvastatina em relagao ao
controle dieta normal. No presente estudo o Agai da Mata Atlantica nao foi
capaz de reduzir ou estabilizar o quadro de lesbes na aorta. Este fato pode
estar relacionado ndo somente a idade dos animais e tempo de evolucdo da
lesdo (placas avangadas), mas também a quantidade de antocianinas presente
no liofilizado.

Relacionando somente a atividade fisica, Okabe et al.,, (2007)

observaram que camundongos knockout ApoE que realizaram 45 minutos de
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natagao por dia, 3 vezes por semana, diminuiram a lesdo aterosclerdtica em.
Teodoro (2010) trabalhou com camundongos LDLr" treinados em esteira com
duas intensidades (leve e moderada) e também verificaram uma menor area de
deposicdo lipidica aodrtica em relagdo aos controles os dois momentos.
Baseando no estudo citado, planejamos 0 nosso protocolo em esteira
considerando a velocidade trabalhada como moderada, apenas aumentando o
tempo de treinamento. De acordo com os resultados pode-se inferir que o
treinamento fisico nesta intensidade pode melhorar o quadro de aterosclerose
avancada.

Varios sao os fatores que tem sido relacionados com aterosclerose,
dentre eles, disturbios do metabolismo de lipoproteinas plasmaticas, aumentos
sistémicos da pressao arterial e angiotensina Il (Pellegrin et al., 2009), niveis
alterados de glicose sanguinea e aumento da resisténcia a insulina (Duncan et
al., 2007), percentual de gordura corporal (Tsitsilonis et al., 2009), relaxamento
vascular, fatores agregatorios plaquetarios, inflamatoérios e o balango oxidativo
do organismo (Parthasarathy et al., 2008). Neste trabalho, investigou-se as
mudancas decorrentes do metabolismo lipidico e do balanco oxidativo
hepatico.

Neste estudo foram avaliadas as defesas antioxidantes do tecido
hepatico, ja que o figado € considerado o maior 6rgdao metabdlico, responsavel
pela detoxificagdo de varias substancias, sendo que os produtos metabdlicos
nocivos produzidos em outros 6rgaos podem indiretamente afeta-lo. O figado
apresenta conteudo substancial de proteinas e enzimas com grande
capacidade anti-oxidante (Ji 1993; Burneik et al., 2006). Além disso, o figado
pode ser um dos principais locais para a oxidacado da LDL pelo citocromo P450
(Aviram et al., 1999), um dos eventos primarios e mais importantes para inicio
da aterosclerose. Assim, o balango oxidativo do figado é de fundamental
importancia para compreensdo dos mecanismos da aterosclerose e vem sendo
amplamente estudado (Ramirez-Tortosa et al., 2008; Ishigaki et al., 2008).

Quanto ao efeito da polpa de agai e da pratica de exercicio fisico sobre
as enzimas antioxidantes, a atividade da SOD e da CAT foram analisadas no
figado. A SOD reduziu apenas nos dois grupos treinados (agai mais exercicio e
somente exercicio). A atividade da SOD aumentada no grupo controle knockou

ApoE pode ser o resultado do aumento na producdo de EROS induzida pelo
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modelo knockout ApoE que, consequentemente, ativa mecanismos nucleares
para contornar o quadro de estresse oriundo do proprio modelo, por ser mais
susceptivel a lesdo. Quando os animais tratados, tanto com dieta normal
quanto com acai, foram submetidos ao treinamento fisico, ocorreu uma reducéao
na concentragdo de SOD o que nédo aconteceu com o grupo apenas tratado
com Acai.

Com relagao a atividade da CAT, os resultados encontrados na literatura
para esta enzima sdo controversos. Alguns estudos mostraram um aumento
na sua atividade (Pinho et al., 2006), outros uma diminuicdo (da Silva et al.,
2009) ou nao alteram em fungao dos tratamentos (Alessio e Goldfarb 1980). A
ambiguidade destes resultados pode ser devido a uma variedade de fatores,
incluindo divergéncia de protocolos. A maioria dos ensaios envolvem a
degradacao de seu substrato H,0, que e acompanhada
espectrofotometricamente, portanto, a atividade da CAT é dependente nao sé
do montante de proteina CAT, mas também da concentracdo de H,O, que ¢é
usada como substrato (Ji 1995).

No presente trabalho a CAT nao apresentou diferenca estatistica entre
os tratamentos e o controle. Este fato pode ser explicado pelo balango
enzimatico SOD/CAT. A SOD catalisa a dismutacédo do radical superoxido em
H>O, e O,, e este produto uma vez produzido precisa ser destruido, visto que
participa da reagdo que produz o radical hidroxila (a EROS mais reativa nos
sistemas biologicos). O H,0O, é entdo elimidado pelas enzimas antioxidantes,
CAT e glutationa peroxidade (GSH-Px) (Powers e Jackson, 2008). Como o
estresse oxidativo foi reduzido e a atuagdo da SOD foi menor (produzindo
menor quantidade de H;O, ) a CAT pode nédo ter sofrido alteragdes
significativas.

No entanto, mostrou-se que a pratica de atividade fisica teve um efeito
positivo sobre a enzima antioxidante atividades de SOD e CAT, sugerindo que
pratica regular de atividade fisica pode reduzir o ambiente de tensdo causado
pelo modelo aterogénico.

Neste cenario, a nao atuagao do Acgai da Mata Atlantica na reducéo ou
estabilizacdo da placa ou na melhora do potencial oxidativo pode ser explicado
pela constituicao e processamento do proprio fruto. A polpa utilizada para a

confecgdo da dieta foi feita a base de agua e a literatura mostra que as
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antocianinas sao soluveis em agua e podem ser facilmente extraidas com
solventes polares, dentre eles os solventes alcodlicos, como metanol e etanol,
sdo os mais utilizados (Lee e Hong 1992; Revilla et al., 1998; Terci 2004;
Stintzing et al., 2006; Macz-pop et al., 2006; Chen et al.,, 2006). Muitos
trabalhos tém empregado solventes extratores alcodlicos acidificados (Revilla
et al., 1998; Macz-pop et al.,, 2006) para favorecer a extragao, pois auxilia a
penetracdo do solvente nos tecidos das frutas e vegetais, além de aumentar a
estabilidade dos extratos por dificultar o aparecimento de fungos que degradam
as antocianinas.

Alem disso, a estabilidade das antocianinas presentes no fruto pode ser
influenciada por temperaturas de extracdo e de armazenamento (Kirca et al.,
2006; Amr e Al-tamimi 2007), exposigao a luz (Lee e Hong 1992), variagbes de
pH e acédo de agentes oxidantes (Kirca et al., 2006; Turker e Erdogdu 2006;
Revilla et al., 1998; Macz-pop et al., 2006) e também condigdes de cultivo,
crescimento e fertilizacdo (Siriwoharn et al., 2004; Syvacy e Sokmen 2004).
Outro fator que deve ser observado € a quantidade de liofilizado adicionado a
dieta, pode ter sido pequena a ponto de ndo provocar alteragbes no quadro
geral da aterosclerose.

Com isso conclui-se que apenas o treinamento fisico podera ter
influenciado na alteracdo da lesdo aterosclerdtica e este fato foi confirmado
com uma melhora no potencial antioxidante no figado dos animais knockout
ApoE, nao provocando alteracbes no perfil lipidico do sangue. O Acgai da
Mata Atlantica isolado nao foi capaz de provocar alteragdes nas lesdes, nas
enzimas antioxidantes ou no perfil lipidico, provavelmente em funcdo da

concentracao utilizada ou do protocolo de extracao.
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5. ARTIGO Il

Fotomicrografias representativas do figado e rim de camundongos Apo E

-/- tratados com Euterpe edulis Martius e exercitados aerobicamente.

Objetivo: avaliar o efeito do exercicio regular e do consumo de agai nas
estruturas histopatolégicos do figado e rim de camundongos knockout ApoE
Métodos: Foram utilizados 28 camundongos (ApoE-/-) e 10 camundongos
C57BI/6, com 21 semanas de idade, submetidos a 12 semanas de exercicio
fisico moderado (corrida em esteira atingindo ao final 60 minutos/sessao/dia, 5
dias/semana e velocidade de 15 m/min) e dieta com 2% de polpa de agai
liofilizada. No inicio do tratamento os animais foram divididos em 5 grupos: : C-
Controle negativo — animais C57BIl/6, sem 2% de agai, ndo-treinado (n=4); C+
Controle positivo — animais ApoE -/- sem 2% de acgai, ndo-treinado (n=4 ); G1
animais ApoE -/- com 2% de acgai, ndo-treinado (n=6); G2 animais ApoE -/-
com 2% de acai, treinados (n=6); G3 animais ApoE -/- sem 2% de agai,
treinados (n=6). O peso e o consumo alimentar dos camundongos foram
avaliados semanalmente. Ao final do tratamento os animais sofreram
eutanasia, o figado, rins, foram removidos e lavados em solugao fisiolégica, em
seguida, conservados em paraformaldeido 10% para as analises
histopatologicas.

Resultados: Nao houve diferengca estatistica entre os grupos para peso
corporal, consumo e peso do figado. Nas analises histopatolégicas do figado
0s grupos treinados apresentaram menor porcentagem de esteatose. No rim os
tratamentos ndo demonstraram alteragées no numero e area dos glomérulos.
Concluséao: O exercicio fisico foi capaz de reduzir a deposi¢ao de gordura no
tecido hepatico dos animais knockout ApoE, mas o acai nao afetou a
histopatologia dos 6rgéos estudados.
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5.1.Introducéo

As doencgas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte
no mundo, sendo a aterosclerose sua principal representante. A aterosclerose
pode ser definida como uma doenca inflamatdria cronica de origem multifatorial
que ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo a intima das
artérias de médio e grande calibre (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007).
O controle das lipoproteinas e do estresse oxidativo no organismo s&o
ferramentas importantes no combate a esta doenca.

Os acidos graxos poliinsaturados da membrana celular podem ser alvo
das espécies reativas de oxigénio (ROS), desencadeando reagdes quimicas
denominadas peroxidacgao lipidica (Shao e Heinecke, 2009). Esta modificagéo
oxidativa nas particulas da lipoproteina de baixa densidade (LDL) parece estar
ligada a génese do ateroma (Ishigaki et al., 2008).

Estudos experimentais tém demonstrado que as lipoproteinas
potencialmente aterogénicas, como a (LDL), estdo associados com alteragbes
renais como insuficiéncia renal e progressivo dano glomerular, assim como
lesdes hepaticas. Associado a este fato, tém-se a combinagdo da producao
excessiva de espécies reativas de oxigénio e diminuicdo das defesas
antioxidantes. Esses radicais sao altamente reativos e oxidam lipidios
insaturados e proteinas das membranas celulares em um processo
denominado peroxidagao lipidica que culmina em alteracdo da estrutura e
funcao celular e, eventualmente, morte celular (Boll et al., 2001)

Condutas como mudangas no estilo de vida do paciente, pratica de
atividade fisica aerdbica (Meilhac, et al., 2001; Maeda, et al., 2003) e consumo
de alimentos (Bazzano, He et al., 2002) ricos em compostos fendlicos séo
algumas formas de prevengao e tratamento das patologias relacionadas ao
sistema cardiovascular.

O exercicio fisico regular parece ser efetivo na redugdo do risco
cardiovascular (Thompson et al., 2003; Bassuk e Manson, 2005; Gaesser,
2007). Especificamente, o exercicio tem demonstrado reduzir a progressao da
aterosclerose em pacientes com doenca arterial coronariana (Niebauer et al.,
1997). De maneira similar, em diversos modelos animais, o exercicio regular
exerce um efeito benéfico no processo aterosclerético (Ramachandran et al.,
2005; Napoli et al., 2006; Shimada et al., 2007; Pellegrin et al., 2009, Teodoro,
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2010). Desta forma, varios consensos e diretrizes de 6érgdos nacionais e
internacionais recomendam um minimo de 30 minutos de exercicio aerdbico
por dia, na maioria dos dias da semana, como sendo um elemento chave na
reducdo da magnitude do risco cardiovascular.

Os frutos de Euterpe Edulis Martiu também conhecido popularmente
como agai da palmeira jugara ou Acai da Mata Atlantica,é um exemplo de fruto
rico em flavondides em especial as antocianinas como a cianidina-3-glicosideo
(1358 mg/100g de peso seco) e a cianidina-3-rutinosideo (1565 mg/100g de
peso seco) em maior quantidade (De Brito et al., 2007; Rosso et al., 2008).
Este pertence a familia Arecaceae e faz parte do mesmo género botanico do
acaizeiro da Amazédnia (Euterpe oleracea Martiu). E encontrada principalmente
em areas remanescentes da Mata Atlantica do Brasil, inclusive no estado de
Minas Gerais (Lin, 1988).

Assim, estudos sobre o estresse oxidativo tém sido direcionados para a
descoberta de agentes que atuem no combate aos danos existentes na doenga
aterosclerdtica. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do exercicio
fisico regular e do consumo de acgai nas estruturas histopatoldégicos do figado e

rim de camundongos knockout ApoE-/-.

5.2.Materiais e Métodos

5.2.1. Dietas

As dietas foram elaboradas de acordo com a Association of Official
Analytical Chemistry (1989) e AIN-93M (Reeves et al, 1993) sendo
confeccionadas manualmente e mantidas sob refrigeracdo (0 a 4°C) ,
protegidas da luz, até o momento da utilizagao.

Para os grupos que receberam 2% de polpa liofilizada dos frutos de E.
edulis, a composi¢cao da dieta foi modificada, levando em consideragao os
valores de umidade, carboidrato, proteina, lipidios e fibras dietéticas. O valor da
quantidade de fibras foi baseado na composicédo do acai do Norte (Euterpe
oleraceae Martius) (Schauss et al., 2006). A Tabela 6 mostra a composigao das

dietas experimentais.
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Tabela 6. Composi¢ao das dietas experimentais (g/kg dieta)

Ingredientes Dieta AIN-93M AIN-93M com 2% de
(9) Acai liofilizado (g)

Amido (gpc) 515,7 521,3
Amido dextrinizado (15,5%) 155 155
Sacarose(10%) 100 91,6%
Proteina (caseina) (9%) 90 88,6*
Fibra (celulose) (5%) 50 41,2*
Mix de mineral (3,5%) 35 35
Mix de vitamina (1%) 10 10
Bitartarato de colina (0,25%) 2,5 2,5
L-cistina (0,18%) 1,8 1,8

Acai - 21,2

Oleo (4%) 40 31,8%

1000g 1000g

*Para estes ingredientes foi descontado a concentragdo dos nutrientes presentes no
fruto. Em 100g de Acai da Mata Atlantica liofilizado ha 7g de proteinas, 41g de lipidios,
42g de carboidratos e aproximadamente 44,2g de fibras dietéticas (Schaus, et al.,
2006). Quantidade energética aproximada: Dieta AIN-93M 380Kcal/100g; Dieta AIN-
93M com 2% Acai 385Kcal/100g.

5.2.2. Animais

Foram utilizados 26 camundongos adultos knockout para apolipoproteina
E e 9 camundongos adultos C57BI/6, com 21 semanas de vida, procedentes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, da Universidade
Federal de Vigosa, MG, Brasil. Os animais foram mantidos sob condi¢cées
controladas de luminosidade (ciclos de 12 horas claridade/escuridao),
temperatura (21 = 2 °C) e umidade relativa do ar (60% - 70%). Todos os
procedimentos envolvidos no protocolo experimental foram aprovados pelo
Comité de Etica do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa, processo n° 19/2010. O experimento foi conduzido em
conformidade com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA (COBEA,
2009)(Anexo 1).

Apos o0 delineamento experimental os animais foram divididos
aleatoriamente em 5 grupos: grupo C- Controle Negativo (C57BI/6 n=4) nao-
treinado, recebeu dieta AIN-93M; o C+ Controle positivo (knockout ApoE n=4)
ndo-treinado, recebeu dieta AIN-93M com Acgai 2%; G1 (knockout ApoE n=6)
nao-treinado com dieta AIN-93M com Acgai 2%; G2 (knockout ApoE n=6)
treinado com dieta AIN-93M com Agai 2%; G3 (knockout ApoE n=6) treinado
com dieta AIN-M93.
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5.2.3. Protocolo de exercicio/corrida em esteira

Os camundongos foram submetidos a um programa progressivo de
corrida na esteira (INSIGHT, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo - Brasil), no Biotério de
Experimentacdo Animal do Departamento de Educagao Fisica da Universidade
Federal de Vigosa, 5 dias por semana, por 12 semanas consecutivas (adaptado
de Meilhac et al., 2001) chegando ao final do experimento a 60 minutos diarios

com uma velocidade de 16m/min com 0% de inclinagéo.

5.2.4. Eutanésia e coleta de tecidos

Quarenta e oito horas apds a ultima sessao de exercicio os animais
foram anestesiados com quetamina (10 mg/kg de peso corporal) e xilazina (2
mg/kg de peso corporal) e sofreram eutanasia por meio do aprofundamento da
anestesia seguido de puncgao cardiaca. Para analise histopatoldgica e dosagem
bioquimica, o figado e rins foram removidos in totum e pesados. Em seguida,
os fragmentos foram congelados em nitrogénio liquido (-196 °C) e mantido em
freezer - 80 °C. O sangue foi coletado por pungdo na aorta abdominal e
centrifugado a 1750 g durante 10 minutos a 4°C para separacgao do soro que foi

armazenado a -80°C para posteriores analises.

5.2.5. Analise histopatolégica

Para analise histopatoldgica, fragmentos do Iébulo caudado do figado e
os rins foram imersos em solugao de Karnovsky durante 24 horas, desidratados
em etanol e incluidos em parafina. Secgbes de 4 [Im de espessura foram
obtidas em microtomo rotativo (Multicut 2045®, Reichert-Jung, Alemanha),
coradas com  hematoxilina-eosina e montadas com Entellan® (Merck,
Alemanha). Para anadlise do figado foram capturadas 10 imagens para cada
animal utilizando-se objetiva de 20x do microscépio de luz (BX-60®, Olympus,
Tokio, Japao) conectado a uma camera digital (QColor-3®, Olympus, Tokio,
Japao). Para a analise dos rins foram capturadas 5 imagens utilizando a
objetiva de 20X. Uma grade de 810 pontos foi utilizada sobre as imagens
digitalizadas, para quantificar a presenca de goticulas lipidicas nos hepatdcitos
(% por area histologica), além da contagem de pontos sobre capilar sinusdide,
citoplama de hepatécito e nudcleo binucleado. Foi analisado o numero de

glomérulos e a area do glomérulo por fotomicrografia, utilizando-se o software
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Image Pro-plus 4.5® (Média Cybernetcs, Silver Spring, USA) (Azevedo et al.,
2010).

5.2.6. Analise estatistica

Os dados foram inicialmente analisados usando o teste de Kolmogorov-
Sminorv para verificar a simetria e igualdade de varidncia (método de Levene),
O teste paramétrico de analise de variancia para um fator (one way ANOVA) foi
usado para comparagdes envolvendo 3 ou mais grupos com apenas um fator.
O teste ndo paramétrico Kruskal Wallis foi usado quando o teste one way
ANOVA era contra indicado. O teste de comparagdes multiplas de Tukey foi
utilizado quando o teste one way ANOVA detectava diferenca estatistica. Para
situagbes em que o teste Kruskal Wallis detectava diferenca estatistica,
utilizou-se o teste de comparacées multiplas de Dunn’s.

Os resultados foram apresentados como “MédiatDesvio Padréo (DP)”
quando apenas o teste one way ANOVA foi exigido. Quando o teste né&o
paramétrico Kruskal Wallis foi exigido, os resultados (valores) foram
apresentados como “Mediana (MédiatDP)”.Para todos os testes utilizados, o
erro maximo permitido para assumir a existéncia de diferenga entre os grupos
foi de 5% (p=0,05). O programa estatistico usado para todas as analises foi o
Sigma Stat 3.5.

5.3.Resultados
5.3.1. Consumo alimentar e evolugéo ponderal
Nado houve diferenga significativa entre os pesos dos animais nos
diferentes grupos no inicio do experimento (p>0,05). Ao final do experimento
também nao foi observada nenhuma diferengca significativa do peso dos
animais entre os diferentes grupos de tratamento (figura 8). A figura 9
apresenta a medida do consumo alimentar diario que também nao diferiu entre

os grupos (p>0,05).
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Figura 8 - Evolugdo da massa corporal durante as 12 semanas de experimento. Dados
sdo expressos em média + S.D. (p<0,05), teste one way ANOVA complementados
pelo teste de Tukey; C- Controle negativo — C57BI/6, sem agai, ndo-treinado (n=4); C+
Controle positivo —ApoE -/- sem acgai, nao-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com agai,
nao-treinado (n=6); G2 ApoE -/- com acai, treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem acai,
treinados (n=6).
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Figura 9 - Consumo alimentar diario dos grupos experimentais. Dados sdo expressos

em média £ S.D. (p<0,05), teste one way ANOVA complementados pelo teste de

Tukey. C- Controle negativo — C57BIl/6, sem agai, ndo-treinado (n=4); C+ Controle

positivo —ApoE -/- sem acai, ndo-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com acai, ndo-treinado

(n=6); G2 ApoE -/- com agai, treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem agai, treinados (n=6).
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5.3.2. Histopatologia de figado

Na tabela 7 sdo mostrados dados de hepatdcitos uninucleados e
binucleados, assim como capilar sinusdide e infiltrado inflamatério. Os
resultados mostraram que nao houve diferencga significativa entre os grupos em

relacdo a estes parametros analisados (p<0,05).

Tabela 7. Porcentagem de estruturas no figado.

HEPATOCITOS  CAPILAR SINUSOIDE |N|2|LF Aﬂfﬁggo
C- (n=4) 80,86 6,5 8,28+3,26 0,06(0,12+0,17)
C+ (n=4) 74,4645,04 7,112 51 0,24(0,26+0,24)
G1 (n=6) 66,26+ 5,75 6,91+1,39 0,43(0,50+0,54)
G2 (n=6) 72,02+2,24 9,95+0,71 0,21(0,24+0,22)
G3 (n=6) 67,13+ 4,56 12,40+1,44 0,30(0,30+0,25)

Dados expressos como média = SD ou mediana(mediatDS). (p<0,05), ANOVA one-
way, ou Kruskal Wallis. C- Controle negativo — C57BI/6, sem acgai, ndo-treinado (n=4);
C+ Controle positivo —ApoE -/- sem acai, ndo-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com agai,
nao-treinado (n=6); G2 ApoE -/- com acai, treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem acgai,
treinados (n=6).

Na figura 10 pode-se observar o efeito hepatoprotetor da atividade fisica
e do E. edulis ao analisar o figado dos animais dos grupo G2 e G3 que
apresentaram propor¢cdo de goticulas lipidicas significativamente menor

(p<0,05), em relagéo aos outros grupos.
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Figura 10 - Efeito da atividade fisica e do acai sobre a area histolégica de goticulas
lipidicas (%) no figado de camundongos knockout Apo E. Dados em média £ S.D. (*)
indica diferencas estatisticas comparando ao C+ (p<0,05), teste one way ANOVA
complementados pelo teste de Tukey. C- Controle negativo — C57BI/6, sem acgai, nao-
treinado (n=4); C+ Controle positivo —ApoE -/- sem acgai, nao-treinado (n=4 ); G1
ApoE -/- com agai, ndo-treinado (n=6); G2 ApoE -/- com acgai, treinados (n=6); G3
ApoE -/- sem agai, treinados (n=6).

Na figura 11 podemos analisar a presencga desta diferenga de goticulas
lipidicas. Nos grupos treinados (figura 11D e 11E) a analise morfolégica
mostra um numero diminuido de goticulas lipidicas (GL) comparado ao grupo
controle (figura 11B) que apresenta goticulas lipidicas mais numerosas e

também volumosas (macrovesiculares). O citoplasma dos hepatdcitos destes

~—"

grupos treinados apresentou-se bastante homogéneo e com as gotas lipidicas

menos numerosas e volumosas (microvesiculares).
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Figura 11 - Fotomicrografia representativas no tecido hepatico de camundongos ApoE
-/-. A = grupo controle negativo C57BI/6; B = grupo controle positivo ApoE -/-; C = G1,
animais ApoE -/- com acgai, ndo-treinado; D = G2 animais ApoE -/- com agai,
treinados; E =G3 animais ApoE -/- sem acai, treinados. Veia Centro lobular (VC);
Goticulas lipidicas (GL). Hematoxilina-Eosina (HE),200x . Barra: 6501m.

5.3.3. Histopatologia do rim.
Na tabela 8 sdo mostrados a area e o numero de glomérulos em relagao
aos diferentes tratamentos. Os resultados mostraram que n&do houve diferencga

significativa entre os grupos.

Tabela 8. Valores do numero e area dos glomeérulos nos grupos experimentais.

C- C+ Gl G2 G3
(n=4) (n=4) (n=6) (n=6) (n=6)

Nimero de

Glomérulos 1,95+ 0,19 2.00£016 2.05:037 219%  55.052
0,37
(9))
ﬁ)rri%rcjucio 2156,68+ 284750+ 247010+ 295225+ 204643+
9 ) 46429 739,79 319.71 22296 59027

Dados expressos como média £ S.D. (p<0,05), ANOVA one-way, C- Controle negativo
— C57BI/6, sem agai, nao-treinado (n=4); C+ Controle positivo —ApoE -/- sem agai,
nao-treinado (n=4 ); G1 ApoE -/- com agai, ndo-treinado (n=6); G2 ApoE -/- com
acai, treinados (n=6); G3 ApoE -/- sem agai, treinados (n=6).
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5.4. Discusséo

O figado é um importante 6rgao responsavel por diversos processos
metabdlicos de desintoxicacdo do organismo (Ranawat et al., 2010). O
desenvolvimento da aterosclerose e consequente producédo de radicais livres
esta associado a mudancgas na arquitetura de varios 6rgaos, entre eles figado e
rins (Wu et al., 2007). No presente estudo foi observado a presenga de grande
quantidade de goticulas lipidicas nos animais ApoE knockout. No entanto, os
grupos que foram treinados associados ou ndo ao agai apresentaram uma
diminuicao significativa na porcentagem de goticulas de gordura. Os trabalhos
que relacionam atividade fisica e lesdes degenerativas como a esteatose ainda
sdo contorversos. Narayan 1975 e Straczkowski et al., 2001 mostraram que a
atividade fisica reduz a quantidade de goticulas lipidicas no figado dos animais.
Por outro lado Terao et al.,, 1987 e Gauthier et al., 2003 mostraram que o
exercicio nao influencia a deposi¢ao de gordura no tecido hepatico.

Apesar de néo ter sido encontrada diferencga significativa entre os grupos
exercitados que receberam ou ndo o agai, observa-se uma menor quantidade
de gordura nos animais que tiveram os dois tratamentos associados. Este fato
pode ser justificado pela composicao do agai que é rico em flavondides em
especial as antocianinas (Brito et al., 2007). Essas substancias tém sido
estudadas por ter possiveis efeitos sobre o ataque de radicais livres no corpo
através de suas propriedades antioxidantes (Xia et al. 2006).

Os rins s&o érgaos responsaveis pela remogao de restos metabdlicos do
organismo, regulacdo do equilibrio hidrico e eletrolitico além da excrecédo de
substancias bioativas que afetam o organismo (Eaton e Pooler, 2006). De
acordo com Rein et al. (2010), a diminuicdo da funcdo renal pode ser usada
como o mais novo marcador de progressao da doenga aterosclerética, uma vez
que a diminuigdo da fungdo renal é consequéncia da ocorréncia do dano
vascular. No presente estudo os animais ApoE-/- que foram tratados nao
apresentaram diferenga significativa quando comparados aos demais grupos
em relagdo ao numero de glomérulos e a area dos mesmos. Nossos achados
contrastam com Mulder et al. (2010), que observaram um aumento do volume
glomerular em animais sedentarios quando comparados aos animais que foram
submetidos ao exercicio aerdbico. De acordo com Knight et al. (2008) é cada

vez mais crescente a relacdo entre obesidade, hipertensdo e aumento das
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citocinas pré-inflamatérias com a injuria renal. Estas podem também estar
relacionadas a um aumento da permeabilidade
do endotélio, provocado pelo excesso de radicais livres que causam danos na
membrana. Desta forma, pode haver o aumento da passagem de LDL
promovendo a formagdo da placa aterosclerética e atrofia glomerular
(Unserpater e Inserta, 2004).

Por haver poucos dados na literatura referente as alteragdes do tecido
renal associadas a evolugcdo da placa aterosclerdotica com modelos animais
treinados ou mesmo associados ao consumo do acai, nossa intencdo é
continuar as analises com o intuito de contribuir um pouco mais para a

literatura cientifica.

5.5. Concluséo
Conclui-se que o programa de exercicio fisico aplicado reduziu o
percentual de esteatose hepatica, porém, o consumo de acai da Mata Atlantica
isolado ndo afetou a histopalogia dos 6rgdos estudados. Os tratamentos com
treinamento ou com a adi¢ao do agai ndo provocaram alteragdes no numero e

estrutura do glomérulo renal.
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6. CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste estudo sugerem que a quantidade de agai proposta
na dieta dos animais nao foi suficiente para alterar positivamente o processo de
aterosclerose neste modelo animal. Contudo o treinamento fisico isolado
provocou uma diminuigao da area das lesdes ateroscleroticas.

O treinamento fisico também reduziu a atividade da SOD no figado,
sugerindo uma melhora no quadro oxidativo do modelo em questao.

Outro achado importante foi a atuagao do treinamento fisico na redugao

da deposicdo de gordura no tecido hepatico dos  grupos.
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7. ANEXO

7.1. Anexo 1

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica do DVT / UFV certifica que o processo n. ° 19/
2010, intitulado “Atividade antiaterogénica dos frutos de Euterpe edulis
Martius (Acai da Mata Atlintica) associade ao exercicio fisico em
camundongos Apoe* coordenado pela Professora Maria do Carmo
Gouveia Peluzio do Departamento de Nutrigdo e Satde, do esta de acordo
com o Codigo de Etica Profissional do Médico Veterindrio, com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pelo Colégio
Brasileito de Experimentagdo Animal (COBEA) e com a legislagdo
vigente, tendo sido aprovado por esta Comissdo em 20/10/2010.

CERTIFICATE

The Ethic Committee of DVT / UFV certify that the process number
19/2010, named “Antiatherogenic activity of Euterpe edulis Martius fruit
~ (Agai of Atlantic) associated to exercise in Apoe mice” is in agreement
with the Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the Ethical
Principles for Animal Research established by the Brazilian College for
Animal Experimentation (COBEA) and with actual Brazilian legislation.
This Departmental Commission on October 20, 2010 approved this
process.

Vigosa, 20 de outubro de 2010

ol

Comissio d({ Etica para o Uso de Animais da UFV
(CEUA / UFV)
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