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o Metabolismo Energético da Lesao de Isquemia-Reperfusao
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Resumo

Fundamento: Euterpe oleracea Mart. (acai) é uma fruta com alta capacidade antioxidante e pode ser uma estratégia
adjuvante para atenuar a lesao de isquemia-reperfusao.

Objetivo: Avaliar a influéncia do acai no modelo global de isquemia-reperfusao em ratos.

Metodologia: Ratos Wistar foram divididos em 2 grupos: Controle (C: recebendo racao padrao; n = 9) e Acai
(A: recebendo racao padrao suplementada com 5% de acai; n = 10). Apés seis semanas, os animais foram submetidos
ao protocolo global de isquemia-reperfusao e a estudo do coracao isolado para avaliar a fungao ventricular esquerda.
Nivel de significancia adotado: 5%.

Resultados: Nao houve diferenca entre os grupos quanto ao peso corporal inicial e final, e a ingestao diaria de racao.
O grupo A apresentou menor concentragao miocardica de hidroperoxido lipidico e maior atividade de catalase, superéxido
dismutase e glutationa peroxidase do que o grupo C. Também observamos aumento da atividade miocardica da 3-hidroxiacil
coenzima-A desidrogenase, piruvato desidrogenase, citrato sintase, complexo I, complexo Il e ATP sintase no grupo A, bem
como menor atividade das enzimas lactato desidrogenase e fosfofructoquinase. A funcao sistélica foi semelhante entre os
grupos, e o grupo A apresentou funcao diastdlica pior que C. Nao foram observadas diferencas entre os grupos em relacao
a area de infarto do miocardio, e expressao proteica de NF-«B total e fosforilado, e das proteinas FOXO1, SIRT1 e Nrf-2.

Conclusao: Apesar de melhorar o metabolismo energético e atenuar o estresse oxidativo, a suplementacao de acai

nao diminuiu a area infartada nem melhorou a funcao ventricular esquerda no modelo global de isquemia-reperfusao.
(Arq Bras Cardiol. 2020; 114(1):78-86)
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por Reperfusao Miocardica; Ratos.

Abstract

Background: Euterpe oleracea Mart. (acai) is a fruit with high antioxidant capacity and could be an adjuvant strategy to attenuate ischemia-
reperfusion injury.

Objective: To evaluate the influence of agaf in global ischemia-reperfusion model in rats.

Methods: Wistar rats were assigned to 2 groups: Control (C: receiving standard chow; n = 9) and Acai (A: receiving standard chow supplemented
with 5% acaf; n = 10). After six weeks, the animals were subjected to the global ischemia-reperfusion protocol and an isolated heart study to
evaluate left ventricular function. Level of significance adopted: 5%.

Results: There was no difference between the groups in initial body weight, final body weight and daily feed intake. Group A presented lower lipid
hydroperoxide myocardial concentration and higher catalase activity, superoxide dismutase and glutathione peroxidase than group C. We also observed
increased myocardial activity of B-hydroxyacyl coenzyme-A dehydrogenase, pyruvate dehydrogenase, citrate synthase, complex I, complex Il and ATP
synthase in the A group as well as lower activity of the lactate dehydrogenase and phosphofructokinase enzymes. The systolic function was similar
between the groups, and the A group presented poorer diastolic function than the C group. We did not observe any difference between the groups in
relation to myocardial infarction area, total and phosphorylated NF-xB, total and acetylated FOXO1, SIRTT and Nrf-2 protein expression.
Conclusion: despite improving energy metabolism and attenuating oxidative stress, acai supplementation did not decrease the infarcted area or
improve left ventricular function in the global ischemia-reperfusion model. (Arq Bras Cardiol. 2020; 114(1):78-86)
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Introducao

Embora a mortalidade atribuida a cardiopatia isquémica
esteja diminuindo em alguns paises, ela ainda apresenta alta
morbidade, diminuindo a qualidade de vida e aumentando
os gastos em satide.' Os eventos isquémicos cardiacos podem
ser causados por isquemia parcial ou total do tecido, com
disfungao miocérdica reversivel ou irreversivel e morte celular.
Perfodos isquémicos superiores a 20 minutos causam danos
irreversiveis aos cardiomiécitos e incapacidade de recuperagao
funcional, mesmo com a restauragao do fluxo sanguineo.*?

Durante a isquemia, para atender a demanda energética
do miocéardio, o ATP celular é gerado pela glicélise, levando a
reducdo do pH intracelular."* Paralelamente, niveis reduzidos
de ATP interrompem importantes bombas ativas na homeostase
ionica, o que resulta em sobrecarga de Na* e Ca** citosélico,
inviabilizando a repolarizagao celular e levando a disfungao
miocardica. Além disso, é possivel observar niveis elevados de
Ca?* no citosol que pode ativar diversas enzimas (fosfolipases,
proteases, endonucleases e ATPases) associadas a peroxidagao
lipidica, a produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO), a
disfuncao de protefnas contréteis e a perda da fungao celular.*

Embora seja necessério reverter a isquemia, a restauragao
do fluxo sanguineo pode ser mais prejudicial do que o préprio
processo isquémico."** Durante a reperfusao, os danos
isquémicos sao agravados devido a uma descarga adicional
de ERO gerada nas mitocondrias pela restauragao do fluxo
de oxigénio.>* Tem ganhado atengdo a pesquisa de drogas e
substancias que possam prevenir danos as células cardfacas
em situagdes e procedimentos que envolvem lesdo por
reperfusdo.” Nesse contexto, observamos grande interesse na
agao antioxidante de produtos naturais como o acaf.®

O acai (Euterpe oleracea Mart.) é uma fruta tipica do
norte do Brasil recentemente popularizada por sua alta
capacidade antioxidante relacionada a presenca de acidos
fenélicos, flavonoides e antocianinas.”'?> Os compostos
de polpa de agai consistem em 31% de flavonoides,
23% de compostos fendlicos, 11% de lignoides e 9% de
antocianinas.” As principais antocianinas na polpa do agaf
sdo a cianidina-3-O-glucosideo e a cianidina-3-O-rutinosideo,
responsdaveis pela cor pdrpura da fruta.” Os compostos
fendlicos mais abundantes sao o &acido ferdlico, os dcidos
p-hidroxibenzéico, gélico, protocatectiico, elagico, vanilico,
p-coumarico e o glicosideo do acido eldgico.™™

Em modelos experimentais, a suplementacdo de acaf
reduziu o estresse oxidativo pulmonar® e cerebral,'® reduziu
a formagao de ERO em células polimorfonucleares,' '
diminuiu o dano ao DNA e apresentou atividade
anticarcinogénica no cancer de bexiga." A administragdo
oral de agai foi capaz de atenuar quadros de hipertrofia e
disfuncdo do ventriculo esquerdo em ratos submetidos a
infarto do miocérdio,"” mas nao foram encontrados estudos
sobre o efeito do acal no modelo global de isquemia ou seu
efeito na lesao de reperfusao.

O objetivo do nosso estudo foi avaliar a drea de infarto,
a funcao do ventriculo esquerdo, o estresse oxidativo e a
atividade de enzimas envolvidas no metabolismo energético
do miocérdio no modelo global de isquemia-reperfusao em
ratos ap6s suplementagao de agaf.
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Método

Desenho do estudo

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Uso de Animais da Faculdade de Medicina
de Botucatu (CEUA 1111/2014), e estd em conformidade com
as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacao Animal.

Vinte ratos Wistar machos com 2 meses de idade, pesando
250-300 g, foram divididos em dois grupos: controle
(C; n = 10) e acai (A; n = 10). O tamanho da amostra
foi determinado por conveniéncia com base em estudos
anteriores que utilizaram o mesmo modelo experimental.
Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (23°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas em caixas
individuais para controlar a ingestao de alimentos. O grupo C
recebeu ragao padrao e o grupo A foi suplementado com 5%
de acai'® por seis semanas. Apds o periodo de suplementagao,
todos os animais foram anestesiados com tiopental de
sédio (80 mg/kg, IP) para induzir o protocolo de isquemia
global-reperfusdo, apés o qual o coragao foi dissecado.
Foi feito um corte seccional do ventriculo esquerdo para
determinar a drea de infarto e o restante foi armazenado em
um freezer a -80°C para andlise posterior. Um rato do grupo
controle foi perdido devido a problemas técnicos durante o
protocolo de isquemia-reperfusdo e o estudo foi concluido
com 9 ratos no grupo controle e 10 ratos no grupo agai.

Preparacao da racao suplementada com acai

A polpa de acai comercializada (Icefruit®) foi descongelada
e incorporada na ragao Nuvilab triturada (Nuvital®). Apés a
homogeneizagao, a racao foi novamente peletizada, seca a
32°C e armazenada em freezer a -20°C até o momento do
uso. A dose utilizada no estudo foi de 5%, conforme proposto
por Fragoso et al."®

Inducao de isquemia global, reperfusao e avaliacao
da funcao cardiaca

Os ratos foram anestesiados com tiopental de sédio (80 mg/kg,
IP), heparinizados (2.000 UI, IP) e submetidos a ventilagdo com
pressao positiva com oxigénio a 100%. Em seguida, foi realizada
esternotomia mediana e a aorta ascendente foi canulada para
iniciar a perfusao retrégrada com solugdo de Krebs-Henseleit
modificada (NaCl 115 mmol/L, KCI 5,4 mmol/L, CaCl,
1,25 mmol/L; MgSO, 1,2 mmol/L, NaH,PO, 1,15 mmol/L,
NaHCO, 25 mmol/L, 11 mmol/L de glicose e 8 mmol/L de
manitol). Os coragdes foram transferidos para aparato de
Langendorff (Modelo 830 Hugo Sachs Eletronik, Alemanha)
com pressao de perfusdo a 75 mmHg. A solugao nutritiva foi
constantemente oxigenada com uma mistura gasosa de 95%
de O, e 5% de CO,, e a temperatura foi mantida a 37°C.
Um marcapasso foi utilizado para manter a frequéncia cardiaca
sob controle (250 bpm).

O étrio esquerdo foi removido e um baldo de latex foi
inserido na cavidade ventricular esquerda. O balao foi acoplado
a um transdutor de pressao e a uma seringa, o que permitiu
variagao no volume do balao. Apé6s 10 minutos de estabilizagao,
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os coragoes foram submetidos a um periodo de 30 minutos
de isquemia global, seguido de 30 minutos de reperfusao.?
A isquemia global foi induzida pela interrupcao completa do
fluxo da solugao de Krebs-Henseleit para o coragao.

Ap6s os periodos de isquemia e reperfusdo, foi realizada
uma avaliagdo da fungao ventricular esquerda. O volume
dentro do balao foi aumentado progressivamente para obter
variagao da pressao diastélica do ventriculo esquerdo de 0
a 25 mmHg. Além disso, para cada aumento de volume no
baldo, foram registradas as pressoes diastélica e sistélica,
a taxa maxima de desenvolvimento da pressdao ventricular
esquerda (+dP/dt) e a taxa maxima de diminuicao da pressao
ventricular esquerda (-dP/dt). Curvas de pressdo-volume
diastélica foram construidas.

Analise da area miocardica infartada

Foi realizado um corte transversal do ventriculo esquerdo
(VE) — 5 mm do dpice, com espessura de 2 mm — e incubado
em tampao de fosfato a 7,4 pH e cloreto de trifeniltetrazolio
a 1% (Sigma Aldrich) por 30 minutos a 37°C. Depois disso,
as se¢bes foram incubadas em uma solucdo de formaldeido
a 10% durante a noite. As sec¢bes ventriculares foram
posicionadas entre duas laminas de vidro e digitalizadas para
obtengado das imagens.

A érea de infarto foi medida através do programa Image/
por planimetria e expressa como a porcentagem de infarto em
relacdo a drea total. Nas células vivas, o corante é reduzido
pelas desidrogenases e aparece com uma coloragao vermelha
escura. As células mortas sem as enzimas ndo sao coradas e
permanecem palidas."

Analise de enzimas antioxidantes e hidroperoxido lipidico

Amostras de aproximadamente 100 mg de tecido do VE
foram homogeneizadas em um tampao de fosfato de sédio
(0,01 M) com um pH de 7,4 e centrifugadas por 30 minutos a
-4°C; as proteinas totais nas amostras foram quantificadas pelo
método de Bradford. As atividades de glutationa peroxidase
(GSH-Px), superdxido dismutase (SOD) e catalase no tecido
cardiaco foram determinadas por espectrofotometria,
de acordo com os métodos descritos anteriormente.?*!
A concentragao de hidroperéxido lipidico no tecido cardiaco
foi medida pela oxidagdao do sulfato ferroso amoniacal e
determinada por espectrofotometria.?

Avaliacao do metabolismo energético

Amostras de aproximadamente 100 mg de tecido do VE
foram homogeneizadas em tampao de fosfato de sédio (0,1 M,
pH 7,0) e centrifugadas. O sobrenadante foi utilizado para
determinar a concentrago proteica e a atividade das enzimas
B-hidroxiacil coenzima A desidrogenase, fosfofructoquinase,
lactato desidrogenase, piruvato desidrogenase e citrato sintase.*
O sedimento foi ressuspenso com tampao de fosfato de sédio
(0,1 M) contendo sacarose 250 mM e EDTA 2 mM,, e foi utilizado
para determinar a atividade de complexos enzimaticos da
cadeia de transporte de elétrons (complexos |, Il e ATP sintase).**
As leituras foram realizadas em um leitor de microplacas com o
software controlGen5 2.0, e todos os reagentes foram obtidos
no laboratério Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA).

Western blot

As amostras de VE (80 mg) foram homogeneizadas com
1 ml de tampao de extracdo do ensaio de precipitagao por
radioimunidade (RIPA), centrifugadas e o sobrenadante
foi coletado. A proteina nas amostras foi quantificada pelo
método de Bradford e as amostras foram usadas para
determinar a expressao proteica do fator nuclear kB (NF-«B)
total e fosforilado, sirtuina 1 (SIRT1) e proteina forkhead
box O1 (FOXO1). Para determinar o fator nuclear eritroid
2 (Nrf-2), as amostras de VE foram extraidas com o tampao
de extragdo nuclear.?” Todas as amostras foram diluidas em
tampao Laemmli.

A eletroforese de proteinas foi realizada a 4°C em gel
de poliacrilamida de 8 a 10% (Mini-Protean 3 Electroforesis
Cell System, Bio-Rad, Hercules, EUA). Apés eletroforese, os
géis foram transferidos para as membranas de nitrocelulose
(sistema Mini Trans-Blot, Bio-Rad, Hercules, EUA) em um
sistema de transferéncia Gimida seguido de bloqueio com
solucdo de leite em p6 desnatado a 5%. A membrana
foi lavada e os anticorpos primarios foram adicionados
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Europa). Apés incubagao
durante a noite, a membrana foi lavada com solucéo basal
e foram adicionados anticorpos secundarios (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Europa). Apés 2 horas, a membrana foi
lavada novamente em solucédo basal.

A imunodetecgdo foi realizada com o método de
quimioluminescéncia usando o Kit SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate Kit (ThermoScientific, EUA).
O fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (General
Eletrikcs) foi utilizado para gerar imagens, que foram
analisadas pelo programa Gel-Pro 32 (Media Cybernetics,
Rockville, EUA). Os resultados obtidos para as protefnas
alvo foram normalizados pela expressao de gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), e o mesmo animal controle
foi incluido em todas as eletroforeses para padronizagao
entre os experimentos.

Analise estatistica

Os valores obtidos sao apresentados como média + desvio
padrao (varidveis com distribuicdo normal) ou mediana e
quartil 25 e 75% (variaveis com distribuicao nao-normal).
A normalidade foi verificada pelo teste de Kolmogorov—
Smirnov. As comparagdes entre os grupos foram realizadas
por teste t de Student ndo pareado (variaveis com distribuigao
normal) ou de Mann-Whitney (variaveis com distribuicao
nao-normal). A andlise estatistica foi realizada pelo software
SigmaStat, considerando nivel de significancia de 5% para
todas as analises.

Resultados

Caracteristicas gerais

O peso corporal inicial e final dos animais nao diferiu entre
os grupos. Além disso, os ventriculos esquerdo e direito, o
peso de figado e o pulmao foram semelhantes entre os grupos.
A ingestdo didria de ragdo foi de aproximadamente 26 g para
os dois grupos (Tabela 1).

Arq Bras Cardiol. 2020; 114(1):78-86
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Tabela 1 - Variaveis morfoldgicas e consume de ragao em ratos submetidos a isquemia-reperfusao miocardica global

C(n=9) A(n=10) Valor de p
PC inicial (g) 274 £15 281+ 11 0,274
PC final (g) 468 +29 448 + 40 0,225
Peso do VE (g) 1,03+0,09 1,02 £0,07 0,934
Peso do VD (g) 0,30+ 0,03 0,29+0,03 0,431
Peso do figado (g) 144+16 129+26 0,154
Peso do pulmao (g) 1,62 £ 0,03 1,54 +£0,18 0,359
Consumo diario de ragéo (g) 261+272 266+18 0,246

C: grupo controle; A: grupo agai; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. Os valores sdo expressos como a média + desvio padréo;

Valor de p: teste t.

Area miocardica infartada

Nao observamos diferenga na drea de infarto do miocardio
entre os grupos A e C, conforme observado na Figura 1.

Estresse oxidativo e metabolismo energético do miocardio

A suplementagao de agai promoveu menor concentragao
de hidroperoxido lipidico no miocardio, e foi observada maior
atividade das enzimas catalase, SOD e GSH-Px no miocérdio
desses ratos (Tabela 2).

Quanto ao metabolismo energético do miocérdio, a
suplementacao de polpa de acai promoveu menor atividade
das enzimas lactato desidrogenase e fosfofructoquinase e maior
atividade das enzimas B-hidroxiacil-coenzima A desidrogenase,
citrato sintase e piruvato desidrogenase. Além disso, observamos
maior atividade do complexo I, complexo Il e ATP sintase no
grupo suplementado com agai (Tabela 3).

Western blot

A expressao das proteinas envolvidas na regulagao da via
do estresse oxidativo é mostrada na Figura 2. Nao houve
diferenga na expressao de NF-«kB total e fosforilado, FOXO1
total e acetilado, SIRTT e Nrf-2. Além disso, ndo foram
observadas diferencas nas razées NF-kB fosforilada/total ou
FOXO1 acetilada/total.

Estudo isolado do coracao

Nao houve diferenga entre os grupos em relagdo ao volume
inicial do baldo, a pressao sistélica maxima atingida, ou +dP/
dt, que representa a fungao sistélica. O grupo A apresentou
pior -dP/dt que o C, significando comprometimento da fungao
diasté6lica nos ratos que receberam suplementagao de acaf.
As dreas sob as curvas na relagdo pressao diastélica-volume
nao diferiram entre os grupos (Figura 3).

Discussao

A lesdo de isquemia-reperfusio do miocdrdio é uma
das principais causas de morte no mundo, e continua
sendo uma situacdo em que as terapias clinicas atuais sao
surpreendentemente deficientes.?® A lesdo miocardica
irreversivel progride com o aumento da duragao da isquemia;
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portanto, a rapida restauracao do fluxo sanguineo para a
area isquémica é essencial para salvar o miocdrdio vidvel.’
A reperfusdo, no entanto, pode induzir a morte de
cardiomidcitos, independentemente do episédio isquémico,
por um processo conhecido como lesdo de reperfusao.'*?”
A diminuigao da lesao por reperfusao é um dos principais alvos
na batalha para preservar a fungdo cardiaca em pacientes com
infarto agudo do miocardio.

Durante a isquemia-reperfusao, ocorrem alteragdes como
liberacdo de citocinas, interagdo entre leucécitos e células
endoteliais, e produgdo de espécies reativas de nitrogénio/
oxigénio e radicais livres (ERs)?” o que pode levar a danos
oxidativos. Os ERs sao gerados a partir de varias fontes, e
o metabolismo energético, mais precisamente a cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial (CTE), é uma das fontes
mais importantes desses radicais.”

A produgao continua de ERs durante processos metabélicos
é regulada por um sistema de defesa antioxidante, que limita os
niveis intracelulares e controla a ocorréncia de danos celulares.
O sistema de defesa antioxidante pode ser enzimdtico e
nao-enzimatico.*”*® O sistema de defesa nao-enzimatico inclui
compostos antioxidantes de origem alimentar, como vitaminas,
minerais e compostos fenélicos. Os flavonoides e outros
compostos presentes no agai podem atuar como antioxidantes
ndo-enzimaticos, inativando espécies reativas.?

Durante a isquemia, ha um aumento da nicotinamida
adenina dinucleotideo oxidase, 6xido nitrico sintase, xantina
oxidase, citocromo P450 e ciclooxigenase,®*° o que pode
resultar em aumento de geragdo de ER; da mesma forma,
a isquemia estd associada a uma diminuigdo de diferentes
enzimas antioxidantes. Todas essas alteragoes podem resultar
em estresse oxidativo. Neste estudo, o grupo A apresentou
maior atividade das enzimas antioxidantes, além de menor
concentragdo de hidroperéxido lipidico do miocardio.
O hidroperéxido lipidico é um marcador de dano oxidativo
e é originado da lesdao oxidativa dos lipidios da membrana.
Alesdo de membrana pode levar a disttrbios na permeabilidade,
a alteragées do fluxo ibnico e lesio do DNA além de
comprometer a matriz extracelular.'

Em relagdo as proteinas envolvidas na regulagdo da via do
estresse oxidativo, os mecanismos pelos quais os compostos
alimentares fendlicos atuam na prevengao de patologias
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Figura 1 — Area miocérdica infartada apos isquemia-reperfusdo miocardica global. A figura mostra as secgdes de ventriculo esquerdo coradas com cloreto de
trifeniltetrazolio a 1%. A érea branca representa o miocardio infartado. C: grupo controle; A: grupo agai. Néo hé diferenga entre os grupos (p = 0,710).

Tabela 2 - Marcador do estresse oxidativo do miocardio e atividade de enzimas antioxidantes apés isquemia-reperfuséo global

C(n=9) A(n=10) Valor de p
HL (nmol/g de tecido) 330+ 33 208 +22 < 0,001
CAT (umol/g de tecido) 585+6,4 70089 0,005
SOD (nmol/mg de proteina) 5704 8107 <0,001
GSH-Px (nmol/mg de tecido) 202+33 328+47 < 0,001

C: grupo controle; A: grupo agai; HL: hidroperoxido lipidico; CAT: catalase; SOD: superdxido dismutase; GSH-Px: glutationa peroxidase. Os valores sdo expressos

como a média + desvio padréo; valor de p: teste t.

degenerativas foram parcialmente estudados. As interagdes
complexas entre essas moléculas da dieta e seus alvos
moleculares ativam as vias de sinalizagao da resposta celular,
incluindo NF-xB, Nrf2, SIRT1 e FOXO1.3%3

O NF-kB é considerado um importante fator transcricional
relacionado ao estresse oxidativo. O tratamento com agaf inibiu
a ativacdo de NF-kB na cultura de células de astrdcitos,?3¢
inibiu a fosforilagio de NF-kB em células microgliais®” e a
expressao génica de NF-kB com regulacdo negativa em cultura
de miofibroblastos de célon.?® Da mesma forma, o Nrf2 é um
importante regulador da produgdo de enzimas antioxidantes.
Em resposta ao estresse oxidativo, o Nrf2 se dissocia da
proteina Keap1 e migra para o nicleo celular, onde estimula a
producao de enzimas antioxidantes.*® A isquemia miocérdica
promove aumento da expressao proteica de Nrf2,* e o efeito
do acaf na expressao de Nrf2 foi verificado em um estudo
de cultura de astrécitos em que o fruto reduziu a expressao
proteica de Nrf2.#! Entretanto, em outro estudo, também com
cultura de astrécitos, a administracao de acai aumentou a
expressao de Nrf2,3 mostrando que os efeitos do agai sobre
Nrf2 ndo sdo completamente compreendidos.

Outro regulador do equilibrio celular é a proteina SIRT1,
que pode atuar na apoptose, na biogénese mitocondrial, em
inflamagdes, no metabolismo de glicose e lipidios, na autofagia
e em adaptagdes ao estresse celular por meio da desacetilagao
de protefnas-alvo como NF-kB e FOXO1. Quando acetilado
pelo SIRTT, 0 FOXO1 leva ao aumento da expressao de genes
gliconeogénicos.** O aumento da atividade transcricional do
FOXO1 também aumenta a expressao génica da catalase
e superéxido dismutase.’* Até onde sabemos, ndo existem
estudos que tenham avaliado o efeito do agai na expressao
das proteinas FOXO1 e SIRTT.

No coragao adulto normal, aproximadamente 95%
da produgdo de ATP é derivada da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial. O coragdo adulto normalmente obtém de
50 a 70% do seu ATP a partir da B-oxidagao dos acidos
graxos, em vez da oxidagdo da glicose.*> O dinucleotideo
de flavina adenina e o dinucleotideo de nicotinamida
adenina produzidos durante a oxidagao de acidos graxos
sao utilizados na sintese de ATP mitocondrial via fosforilagao
oxidativa.* Isso depende criticamente da manutengao de um
gradiente eletroquimico de prétons através da membrana
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Tabela 3 - Atividade miocardica de enzimas relacionadas ao metabolismo energético apds protocolo global de isquemia-reperfusao

C(n=9) A (n=10) Valor de p
B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (nmoL/mg de proteina) 19,8+3,3 498+7,0 < 0,001
Fosfofructoquinase (nmolL/g de tecido) 181 (160 - 228) 73 (67-82) <0,001
Lactato desidrogenase (nmoL/mg de proteina) 147 (145 - 167) 70 (65-77) < 0,001
Piruvirato desidrogenase (nmoL/g de tecido) 114+ 11 176 £ 19 <0,001
Citrato sintase (nmol/mg de proteina) 30 (30 -37) 100 (81 -117) < 0,001
Complexo | (nmol/mg de proteina) 37+10 80+17 < 0,001
Complexo Il (nmol/mg de proteina) 21+06 35+05 < 0,001
ATP sintase (nmol/mg de proteina) 220+39 445+6,6 < 0,001

C: grupo controle; A: grupo agai. Os valores séo expressos como média + desvio padrdo ou mediana e 1° e 3° quartil; Valor de p: teste t ou de Mann-Whitney.
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Figura 2 — Expresséo proteica avaliada por Western blot. C: grupo controle; A: grupo agai; SIRT1: regulador silencioso de informagdes 1; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase; FOXO1: proteina garfo cabega 1; aFOXO1: proteina garfo cabega acetilada 1; Nrf-2: fator nuclear eritréide 2; NF-kB: fator nuclear kappa B; pNF-kB: fator
nuclear fosforilado Kappa B. Todas as expressoes proteicas foram normalizadas por GAPDH. N&o hé diferengas entre os grupos na expresséo proteica (p > 0,05).

mitocondrial interna gerada pela extrusao de prétons da
matriz para o espago intermembranar pelos complexos |,
[l e IV, que formam o CTE.*

Em nosso estudo, a suplementagdo de agaf resultou em
maior atividade das enzimas B-hidroxiacil CoA-desidrogenase e
citrato sintase, que podem caracterizar maior oxidagao de acidos
graxos. Além disso, houve menor atividade da fosfofructoquinase,
envolvida na glicélise. Isso mostra que a suplementagao de
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acaf alterou a selegdo de substratos de glicose para acidos
graxos, mantendo o metabolismo energético mais préximo
de uma situagao fisiolégica, como mostrado anteriormente
em um modelo experimental de isquemia-reperfusao renal.*
Além disso, a suplementacao de acaf aumentou a atividade dos
complexos |, Il e ATP sintase, protegendo os danos aos complexos
mitocondriais. No entanto, a oxidagao de acidos graxos diminui
a eficiéncia metabdlica dos coracoes lesionados.
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Figura 3 - Estudo cardiaco isolado apos isquemia-reperfusdo miocérdica global. Painel A: C: grupo controle; A: grupo de agai. O volume inicial representa o volume
dentro do baldo quando a pressao diastélica era zero; +dP/dt: taxa de desenvolvimento da presséo ventricular esquerda; -dP/dt: taxa de diminuigao da presséo ventricular
esquerda; * diferente do grupo C (p = 0,025). Painel B: Relagéo entre presséo diastolica e volume. A area sob a curva e a inclinagéo foram semelhantes entre os grupos.

Curiosamente, a polpa de agai é composta predominantemente
por lipidios, que correspondem a 48%.%° A oferta de mais lipidios
poderia contribuir para o aumento da atividade da -hidroxiacil
CoA-desidrogenase no grupo tratado com agaf. Esse padrao foi
observado no modelo experimental de infarto do miocardio,
que administrava dieta rica em lipidios.*”

Como esperado para o periodo de 30 minutos de isquemia,
observamos uma grande area de infarto em nosso estudo, de
aproximadamente 50% em ambos os grupos. Anteriormente, a
suplementagao de uma dieta rica em antocianinas em um estudo
com modelo experimental de isquemia-reperfusao diminuiu a
area miocardica infartada.*® No entanto, no presente estudo, a
suplementagao de agai ndo reduziu o tamanho do infarto.

Grandes infartos geralmente apresentam importante
disfuncao ventricular esquerda resultante do comprometimento
dos processos celulares e de alteragdes na morfologia cardiaca.
O aumento do estresse oxidativo compromete a permeabilidade
da membrana plasmatica dos midcitos, a atividade das bombas
i6nicas na membrana plasmatica e no reticulo sarcoplasmatico
e o transito intracelular de célcio, comprometendo tanto a
sistole quanto a diastole.” Seria de esperar que a atenuagao do
estresse oxidativo fosse seguida por uma melhora na fungao
ventricular esquerda, como demonstrado em diferentes

modelos de dano miocérdico.?>#*%° No entanto, este estudo
evidenciou que a administragdo de agai piorou a fungao
diastélica apds isquemia-reperfusdo cardfaca. Isso nos leva a
inferir que a disfungao ventricular observada neste modelo
depende de outros mecanismos além do dano oxidativo.
Curiosamente, um estudo realizado para investigar o efeito do
extrato de antocianina na isquemia-reperfusao cardfaca global
de ratos sugere que a antocianina era cardioprotetora em baixas
doses e poderia ser cardiot6xica em altas.”'

Além disso, a mudanga que ocorre no metabolismo
energético em situagdes de estresse tem papel protetor no
miocdrdio.*> O fato de a suplementacao de agai impedir o
uso de glicose e favorecer a manutengdao do metabolismo
miocédrdico préximo ao normal pode ter interferido
negativamente nesse mecanismo protetor adaptativo.

Enquanto a isquemia induz alteragdes morfoldgicas e
funcionais e a lesao de reperfusao pode exacerbar esses aspectos,
a descoberta de novos farmacos, substancias ou estratégias que
minimizem o dano cardiaco é essencial. A quantidade de acaf
que os ratos ingeriram foi equivalente a 600 mg para um ser
humano de 60 kg,*? quantidade plausivel de ser ingerida por um
ser humano. Portanto, o agai pode ser uma estratégia potencial
para atenuar a lesdo de isquemia-reperfusao no cenario clinico.

Arq Bras Cardiol. 2020; 114(1):78-86

84



85

Alegre et al.
Acai e isquemia-reperfusiao miocardica em ratos

Artigo Original

No entanto, existem algumas limitagdes que dificultam
o impacto translacional desses resultados. Primeiro, os ratos
compartilham vérias vias metabélicas com os seres humanos,
mas os organismos sao bem diferentes. Segundo, neste estudo
avaliamos uma isquemia miocardica global, que nao é arotina
na pratica clinica. O processo isquémico em humanos é o
resultado de um longo processo inflamatério que pode modular
vias metabdlicas completamente diferentes do nosso modelo.

Conclusao

A suplementacdo de agai ndo diminuiu a drea infartada
nem melhorou a fungdo ventricular esquerda no modelo
global de isquemia-reperfusdo, apesar de melhorar o
metabolismo energético cardfaco e atenuar o estresse
oxidativo do miocardio, sugerindo que esses mecanismos
podem nao ser os principais determinantes da piora da
fungdo ventricular esquerda diastélica observada apds
isquemia e reperfusao.
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