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RESUMO

OLIVEIRA, Paola Raquel Braz. Efeito do extrato do acai (Euterpe oleracea Mart) sobre as
alteracdes cardiovasculares e metabodlicas em camundongos C57BL/6 submetidos a dieta
hiperlipidica. 2010. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A sindrome metabdlica (SM) é um transtorno complexo representado por um conjunto de
fatores de risco, tais como: obesidade, hipertensdo, hiperglicemia, resisténcia a insulina e
dislipidemia, os quais predispdem a uma elevada morbi-mortalidade cardiovascular. Muitos dos
aspectos da SM podem ser induzidos em modelos experimentais, como 0s camundongos
C57BL/6 através da manipulacdo da dieta oferecida. Dentre as diversas substancias extraidas das
plantas, os polifendis tém demonstrado grande potencial terapéutico, ja que reduz a incidéncia de
doencas cardiovasculares e seus beneficios podem estar associados a suas a¢Ges antioxidante,
vasodilatadora e anti-hipertensiva. A Euterpe oleracea Mart (acai) é uma planta tipica dos
tropicos, rica em polifendis. Desta forma avaliamos o efeito do extrato do caroco do acai (ASE)
sobre as alteragdes cardiovasculares e metabolicas em camundongos C57BL/6 submetidos a dieta
hiperlipidica. Camundongos machos C57BL/6 de 30 dias de idade foram divididos em 4 grupos e
receberam as seguintes dietas por 12 semanas: grupo controle (C): dieta padrdo; grupo
controle+ASE (C+ASE): dieta padrdo+ASE; grupo hiperlipidico (H): dieta hiperlipidica; grupo
hiperlipidico + ASE (H+ASE): dieta hiperlipidica + ASE. Foram avaliados a massa corporal,
pressdo arterial, reatividade vascular, lipideos, glicemia, insulina, e peroxidacdo lipidica no
plasma. A massa corporal estava aumentada no grupo H em comparacdo aos grupos controles e
estd diminuida no grupo H+ASE em relacdo ao grupo H. Ndo houve alteracdo da pressdo nos
diferentes grupos. Por outro lado, o efeito vasodilatador reduzido da ACh no grupo H foi
revertido pelo ASE no grupo H+ASE. Observou-se que os camundongos C57BL/6 submetidos a
dieta hiperlipidica apresentaram ainda hiperlipidemia, assim como, hiperglicemia e
hiperinsulinemia, intolerdncia a glicose e resisténcia a insulina e o ASE reduziu
significativamente todos estes parametros. Os niveis de malondialdeido (MDA) foram maiores
em amostras de plasma do grupo H, e o ASE reverteu esses niveis no grupo H+ASE. A dieta
hiperlipidica promove alteragdes metabdlicas e vasculares e estes dados em conjunto sugerem
que o ASE pode representar uma ferramenta importante para o tratamento desses componentes
que caracterizam a SM.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica. Euterpe oleracea Mart. Camundongos C57bl/6. Dieta

hiperlipidica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Paola Raquel Braz. Effect of acai extract (Euterpe oleracea Mart) on
cardiovascular and metabolic alterations in C57BL / 6 mice subjected to a high fat diet.
2010. 62f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Metabolic syndrome (MS) is a complex disorder characterized by a set of risk
factors such as obesity, hypertension, hyperglycemia, insulin resistance and, dyslipidemia
which predispose to a high cardiovascular morbidity and mortality. Many aspects of MS
can be induced in experimental models, such as the C57BL / 6 mice by manipulating the
diet offered. Among the various substances extracted from plants, the polyphenols have
shown great therapeutic potential, since it reduces the incidence of cardiovascular disease
and its benefits may be associated with antioxidant action, vasodilating and anti-
hypertensive actions. The Euterpe oleracea Mart (acai) is a typical plant of the tropics,
and rich in polifendis. Therefore, we evaluated the effect of Acai Stone Extract (ASE) on
the cardiovascular and metabolic alterations in C57BL/6 mice fed a high-fat diet. Male
mice C57BL/6, 30 days old were divided into 4 groups and received the following diets
for 12 weeks: control group (C): control diet; control group + ASE (ASE + C): control
diet + ASE; group hyperlipidic (H): high-fat diet, group hyperlipidic + ASE (ASE + H):
high-fat diet + ASE. The following parameters were evaluated: body mass, blood
pressure, vascular reactivity, plasma lipids, glucose, insulin, and lipid peroxidation in
plasma. Body mass was increased in group H compared with control groups and
decreased in group H + ASE compared with group H. There was no change in blood
pressure among the different groups. Moreover, the reduced vasodilator effect of ACh in
group H was reversed by the ASE in group H + ASE. It was also observed that the
C57BL/6 mice fed a high-fat diet had hyperlipidemia, as well as hyperglycemia,
hyperinsulinemia, glucose intolerance and insulin resistance and the ASE significantly
reduced all these parameters. The levels of malondialdenyde (MDA) were higher in
plasma samples of group H, and ASE reversed these levels in group H + ASE. The high-
fat diet promotes metabolic and vascular alterations and these data together suggest that
the ASE may represent an important tool for the treatment of these components that
characterize MS.

Keywords: Metabolic syndrome. Euterpe oleracea Mart. Mouse C57BL/6. Fat diet.
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INTRODUCAO

Sindrome metabdlica

Em 1923, Klin, um clinico sueco, descreveu uma sindrome caracterizada por
hipertensdo, obesidade e hiperuricemia. Posteriormente, em 1936, Himmsworth, um médico
inglés, deu inicio ao conceito de resisténcia a insulina (RI) ao observar que um grupo de
pacientes era mais resistente a insulina exégena. Em 1988, Gerald Reaven, introduziu o termo
sindrome X para descrever as inter-relacGes propostas entre resisténcia a insulina, hipertenséo,
hiperglicemia e dislipidemia e associou-as ao risco de doencas aterosclerdticas. As
terminologias sindrome de resisténcia a insulina e/ ou sindrome X passaram a ser utilizadas
indistintamente e, mais tarde, definiu-se como sindrome metabdlica (SM).

Embora a SM seja claramente definida como a associacdo entre anormalidades
metabolicas que levam a um aumento de doencas cardiovasculares, ndo existe uma definicao
Unica que a caracterize. Os critérios mais utilizados para a definicdo da SM sdo da
Organizacdo Mundial de satide (OMS) (quadrol) (World Health Organization, 1999; Godoy-
Matos AF, 2005) e do Third Report of the National Cholesterol Education Programme Adult
Treatment Panel 111 (NCEP ATP Ill, 2001) (quadro 2).

A definicdo da OMS apresenta a RI como caracteristica central associada a duas ou
mais alteracfes metabdlicas (dislipidemia caracterizada por aumento dos triglicerideos com
ou sem aumento de colesterol, elevacdo da pressdo arterial, obesidade e alteracdo renal mais
avancada) (World Health Organization, 1999), enquanto a definicdo do NCEP-ATP |1l ndo
enfatiza uma anormalidade metabodlica especifica e apresenta pontos de corte distinto para
cada parédmetro em relacgdo a OMS. Nota-se, porém, que todas utilizam quatro dominios
principais: glicose ou RI, lipideos, pressao arterial e composi¢do corporal. Um grupo europeu,
The European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) propds que a insulinemia de
jejum fosse usada como marcador de Rl (Balkau e Charles, 1999), para tornar a avaliagdo da

RI mais acessivel clinicamente.
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Quadro 1- Critérios utilizados pela OMS para definigdo da SM

DEFINICAO DA ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE

Hiperinsulinemia Quarto quartil, IGJ ou DM2 .
e dois de:
indice de massa corporal (IMC) > 30 Kg/m2
Relacao cintura quadril (RCQ)

Homens > 0,90

Mulheres > 0,85
Obesidade abdominal: Cintura

Homens > 94 cm

Mulheres >80 cm
Trigliceridos > 150 mg/dL
colesterol- HDL

Homens < 35mg/dL

Mulheres < 39mg/dL

Tratamentos anti-hipertensivos e/ou
Presséo arterial = 140/90 mmHg

Fonte: Adaptado de Albert e Zimmet

Quadro 2 - Critérios utilizados pelo NCEP-ATP Il para definicdo da SM

DEFINIQAO DO NCEP-ATP llI

Trés ou mais de:
Circunferéncia da cintura

Homens >120 cm

Mulheres > 88 cm
Trigliceridos > 150 mg/dL
colesterol-HDL

Homens < 35mg/dL

Mulheres < 39mg/dL

Tratamentos anti-hipertensivos e/ou
Presséo arterial 2130/ 85 mm Hg
Glicemia de Jejum < 110mg/dL

Fonte: Executive Summary of the Third Report on NCEP.
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Todas estas desordens parecem ser decorrentes do estilo de vida moderno, verificado
principalmente nos paises ocidentais e ricos, afetando uma enorme parcela de individuos
cujos habitos de dieta (tendéncia a alimentos do tipo “fast-foods” ricos em gordura) e de
comportamento (sedentarismo) (Roberts CK e Barnard RJ, 2005; Stelmach W e cols., 2005;
Khan S e cols., 2005) tem contribuido para um aumento no nimero de mortes por doencas
cardiovasculares, como por exemplo, acidente vascular cerebral e hipertensdo arterial
sisttmica, como também um elevado indice de obesidade e o desenvolvimento de diabetes,
principalmente diabetes mellitus tipo 11 (OGDEN, 2007).

N&o hé estudos sobre prevaléncia da SM com dados representativos da populacéo
brasileira, mas sabe-se que a SM parece ser a maior responsavel por eventos cardiovasculares
na populacdo (I Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabdlica,
2005).

Obesidade

A obesidade representa um sério problema de saude publica por estar associada a
outras entidades mérbidas cronicas incluindo doenca arterial coronariana, diabetes mellitus e
dislipidemias (Bray, 2004). Apresenta alta prevaléncia e a incidéncia vem crescendo a cada
ano. Dados de 2003 estimam que aproximadamente 60% dos homens e 50% das mulheres
norte-americanas apresentam sobrepeso ou obesidade (Wolk e cols., 2003). Em relacdo aos
dados nacionais, a Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo (PNSN) constatou que cerca de
40% da populacgéo brasileira adulta apresenta sobrepeso ou obesidade (Cercado e cols., 2004).

Embora a obesidade seja um fator de risco para doengas cardiovasculares em toda a
populacdo, had uma grande heterogeneidade na relacdo entre as anormalidades metabdlicas,
cardiovasculares e o grau de obesidade (Kissebah, 1982). O excesso de massa corporal é um
fator predisponente para a hipertensao, podendo ser responsavel por 20 a 30% dos casos de
hipertensdo arterial (World Health Organization, 1997). Estudos sugerem que o ganho de
peso e aumento da circunferéncia da cintura sdo indices prognosticos importantes de
hipertensdo arterial, sendo a obesidade central um importante indicador de risco
cardiovascular aumentado (World Health organization,1997; Niskanen e cols, 2004; de
Simone e cols., 2006). A RI dependente do desenvolvimento de obesidade visceral faz com

gue a prevaléncia de SM esteja aumentada em obeso e esse risco ganha uma magnitude maior
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quando a obesidade torna-se mdrbida (Godoy-Matos, 2005). Entretanto, varios autores
descrevem “obesos metabolicamente magros”, sem caracteristicas da SM (Wajchenberg,
2000; Matsunaga, 1997; Ruderman e cols., 1998; Sims, 2001). Em contrapartida, individuos
com peso normal, ou até mesmo com taxa de gordura corporal total baixa podem apresentar a
SM devido a quantidade de tecido adiposo intra-abdominal (Lerério e cols., 2002). Sabe-se
que a associacdo da adiposidade abdominal com os componentes da SM estd bem
estabelecida. Individuos com maior grau de RI apresentam maior deposicéo intra-abdominal
de gordura (Després, 1998; Lamarche, 1998).

A génese da obesidade é multifatorial, sendo o desequilibrio entre a ingestéo e o gasto
de energia um fator crucial. Frutas, verduras e graos integrais estdo sendo substituidos por
alimentos facilmente acessiveis e ricos em gordura saturada, acucar e carboidratos refinados.
O excesso de lipidio acarreta de forma mais precoce este desequlibrio, levando a um
remodelamento adverso do tecido adiposo (Keller e Lemberg L, 2003), reforcando a
demonstracdo de Welber (2003) de que a dieta hiperlipidica esta diretamente relacionada com
a inducdo da obesidade. O tecido adiposo ndo é apenas um fornecedor e armazenador de
energia, mas pode ser considerado como um 6rgao enddcrino por secretar diversas substancias
denominadas adipocinas como leptina, resistina, visfatina e adiponectina responséaveis por
varias acdes na homeostasia e em diferentes estados patoldgicos, como na SM (Fonseca-
Alaniz e cols., 2006). A leptina suprime o consumo alimentar e estimula o gasto energético
(Welber, 2003); a adiponectina age como fator protetor para doencas cardiovasculares,
aumenta a sensibilidade insulinica e estudos mostram que em adipdcitos de ratos, in vitro,
uma reducéo de 60% na expressdo de adiponectina resultou em um aumento significativo da
RI (Fonseca-Alaniz, 2006); a resistina modula a acdo da insulina hepética e, possivelmente,
desempenha um papel na manutencdo dos niveis da glicemia em jejum (Banerjee e cols.,
2004), enquanto a visfatina, adipocina predominante no tecido adiposo visceral, parece
desempenhar um papel importante na regulagdo da homeostase glicémica, ao se ligar ao
receptor de insulina, "mimetizando” a sua sinalizacdo intracelular (Fukuhara e cols., 2005).
Os niveis sericos dessas adipocinas, com excecao da adiponectina, sdo elevados em humanos
e animais com excesso de adiposidade (Calabro e cols., 2009). Uma das teorias para explicar
a relacdo da gordura visceral com RI propde que o influxo de acidos graxos liberados pela
adiposidade intra-abdominal seria responsavel pela maior sintese de triglicerideos, pelo
aumento da gliconéogenese hepéatica e conseqliente Rl e hiperinsulinemia compensatéria

(Fonseca-Alaniz e cols., 2006).
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Constata-se cada vez mais que o tecido adiposo tem uma ligacdo direta com patologias
associadas a SM, em especial a obesidade e Rl (Godoy-Matos, 2005).

Lipideos e dislipidemia

Os lipideos séo representados, principalmente, por triglicerideos (TG), fosfolipideos
(FL) e colesterol. Estas substancias sdo insoliveis no meio aquoso, de modo que Sseu
transporte na circulacdo linfatica e sanguinea sé é possivel pela formacao das lipoproteinas
(LP), que séo agregados macromoleculares de lipideos e proteinas. Elas sdo formadas por um
nucleo hidrofobico que contém moléculas de lipideos neutros, como colesterol éster (CE) e
TG, além de vitaminas lipossoluveis, e uma superficie hidrofilica na qual se inserem a
molécula de colesterol livre ou ndo esterificado (CL) e os fosfolipideos (FL). Estes altimos,
por sua natureza anfipatica, garantem a afinidade entre o nacleo hidrofébico e o meio aquoso
adjacente. Além disso, diversas apolipoproteinas (apo) formam a superficie das LP,
garantindo-lhes solubilidade e arcabouco estrutural, bem como o direcionamento metabdlico
(Godoy-Matos, 2005).

As LP séo classificadas em cinco tipos principais de acordo com sua composi¢ao em
lipideos e apo LP, o que caracterizam particulas com densidade e tamanho diferentes (quadro
3).

A dislipidemia associada com a SM é uma importante causa do aumento do risco de
doengas cardiovasculares e do inicio do desenvolvimento de aterosclerose (Raal e cols.,
2009). Os componentes do ndcleo da dislipidemia na SM sdo a triade lipidica: elevado
triglicerideo plasmatico, baixos niveis de colesterol-HDL e predominancia de LDL pequenas
e densas (Grundy SM, 1998).

Na SM a dislipidemia é caracterizada por desregulacdo do metabolismo dos lipideos
no figado com a super producgdo de particulas de VLDL (Adies e cols., 2008). Em condi¢es
normais, a insulina inibe a producdo de VLDL. Na vigéncia de Rl ocorre ndo s6, uma
elevacdo da producdo de VLDL, como também uma diminuicdo da captacdo hepética de
VLDL, LDL e remanescentes, 0 que representa maior acimulo destas lipoproteinas no plasma
(Gill e cols., 2004). Além disso, 0 aumento do fluxo de acidos graxos livres (AGL) também

aumenta a producéo e secrecdo de VLDL e apoB (principal constituinte protéico do VLDL).
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Quadro 3- Classificagdo das lipoproteinas

Tipo Caracteristicas

Quilomicrons (QM) Maiores particulas (densidade>1.006 g/mL)

> conteudo de TG (advindo de dietas)

Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL)  Particulas grandes, porém menores que QM

(densidade <1.006g/mL)

Lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) Particulas intermediarias

(densidade = 1.006 a 1.019g/mL)

Lipoproteina de baixa densidade (LDL) baixa densidade

(densidade = 1.019 a 1.063g/mL)
Principais carregadoras de colesterol
Transportam o colesterol aos tecidos periféricos.

Lipoproteina de alta densidade (HDL) Particulas de alta densidadde

colesterol - HDL (HDL-C) (densidade = 1.063 a 1,21g/mL)

Mais ricas em proteinas
Formadas, principalmente, por fosfolipidios

Obs.:Os QM e os VLDL tem a mesma densidade, logo a separagao entre estas particulas depende do tempo de ultracentrifugagéo.

Fonte: Godoy-Matos, 2005

Acidos graxos livres plasmaticos estdo elevados na Rl (Kotronen A e Yki-Jarvinen,
2008) e essa elevacdo tem sido atribuida a saturacdo da capacidade dos adipGcitos em
armazenar triglicerideos e ao aumento da lipdlise de triglicerideos no tecido adiposo, mediado
pela enzima lipase hormonio-sensivel, a qual € normalmente inibida pela insulina (Frederick e
cols., 2009). A concentracao plasmatica de AGL esta diretamente relacionada com o influxo
dos mesmos para o figado (Lewis, 1997) e a elevacdo dos niveis de AGL associados com a Rl
também causa disfuncdo endotelial, caracterizada por uma reducdo da resposta vascular a
agentes vasodilatadores e a presenca de aterosclerose (Koh e cols., 2005).

Em 1970, Fraser e Zilversmit sugeriram que a aterosclerose ¢ um fendmeno pos-
prandial, o qual é dependente da resposta metabdlica ao consumo alimentar (Fraser, 1974;
Zilversmit, 1979). Atualmente, sabe-se que uma dieta rica em gordura saturada causa um
aumento na concentracdo circulante de triglicerideos e radicais livres. Subseqiientemente,
esses radicais podem causar aterosclerose através da oxidacdo do LDL, resultando em
particulas de LDL aterogénicas. (Kolovou e cols., 2006).

A dislipidemia parece ser um achado freqtiente nos portadores de SM, fazendo parte
com dois dos cinco criterios diagnosticos da OMS para esta sindrome: triglicerideos
aumentados e colesterol-HDL diminuido, podendo ocorrer acimulo das particulas menores e

mais densas de LDL, sabidamente mais aterogénicas.
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Insulina e Resisténcia a insulina

A insulina € um hormonio polipeptidico anabolico produzido pelas células B do
pancreas, cuja sintese ¢ ativada pelo aumento dos niveis circulantes de glicose e aminoécidos.
Apos as refei¢les, a insulina age em varios tecidos periféricos, tais como o figado, o masculo,
0 coracgdo e o tecido adiposo, promovendo aumento da captacdo de glicose sanguinea e da
sintese protéica, além de diminuir a producdo hepatica de glicose, via diminuicdo da
gliconeogénese e glicogenolise, e reduzir a lipdlise e a protedlise (Saltiel e Kahn, 2001).

A RI é definida como uma resposta diminuida as ac¢fes bioldgicas da insulina e isso
significa uma menor acdo da insulina ndo apenas no metabolismo dos carboidratos, como
também seu papel no metabolismo dos lipideos, sendo a marca da RI a hiperinsulinemia
(Meerarani e cols., 2006; Nigro e cols., 2006). Além disso, com a diminuicdo na agdo da
insulina, quadro freqiientemente encontrado em obesos, poderia haver também a ativagdo de
fatores pré-inflamatérios, aumento da producdo das espécies reativas de oxigénio (EROSs),
reducdo da disponibilidade de 6xido nitrico (NO) e baixa regulacdo de vias de sinalizacao
intra-celulares (Cubbon e cols., 2009).

A RI na obesidade ¢é caracterizada por alteracGes na via de transmissdao do sinal da
insulina (figura 1), com reducdo da concentracdo e da atividade quinase do receptor de
insulina, da concentracdo e da fosforilacdo de dois substratos de receptor de insulina (IRS):
IRS-1 e IRS-2. Em experimentos realizados com camundongos knockout para IRS-2,
observou-se uma hiperglicemia acentuada, por causa de vérias irregularidades na atuacdo da
insulina nos tecidos periféricos e pela ineficiéncia da atividade secretora das células B ¢ uma
reducdo da massa celular das mesmas (Araki e cols.,1994; Withers e cols., 1998). A RI é
caracterizada ainda por alteracfes da atividade da fosfatidilinositol 3- quinase (PI3-quinase),
da translocacdo de glicose (GLUT) e da atividade das enzimas intracelulares (Pessin JE e
Saltied AR, 2000). Estudos tém demonstrado que as anormalidades nas respostas metabdlicas
na sinalizacdo do receptor de insulina sdo em parte decorrentes do aumento da atividade do
sistema renina-angiotensina-aldosterona nos tecidos insulino-sensiveis (Bramlage e cols.,
2004; Griess e cols., 2000) e do aumento das EROs (Evans, 2007).
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Figura 1 — Mecanismo de sinaliza¢éo de insulina em células musculares
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Fonte: Adaptado de Saltiel e Kahn, 2001.

Observa-se também que a sensibilidade a insulina possui influéncia da adiponectina
gue estimula a secrecdo da insulina in vivo e in vitro (Okamoto e cols., 2008) pela ativacdo da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK) que estimula a translocagdo do GLUT 4 no
coragdo e no musculo esquelético (Yamauchi e cols., 2002; Tomas e cols., 2002) e do receptor
ativado por proliferadores do peroxissoma (PPAR a e y) (Yamauchi e cols., 2001; Fruebis e
cols., 2001). Estudos tém demonstrado uma reducdo dos niveis de adiponectina plasmaticas
em obesos e em humanos e modelos animais resistentes a insulina. (Hu e cols., 1996; Arita e
cols., 1999).

O papel da RI é amplamente conhecido como elo entre obesidade de distribuigdo
central, intolerancia a glicose, hipertensdo arterial, dislipidemia e distarbios da coagulagéo
(DeFronzo e Ferraninni, 1991; Reaven, 1994).
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Hipertenséo

A associacdo de fatores de risco cardiovascular causa hoje grande preocupacdo aos
6rgdos de saude publica nos diversos paises do mundo, pois é responsavel pela morte de
milhdes de pessoas. Dentre estes fatores estd a hipertensdo arterial que é caracterizada pelo
aumento da pressao arterial (PA), ou seja, quando a pressdo arterial diastolica é igual ou
superior a 90 mm Hg e a pressdo arterial sistolica a 140 mm Hg (Kaplan, 2001). Segundo a
Sociedade Brasielira de Hipertensdo, as taxas de prevaléncia na populagdo urbana adulta
brasileira variam de 22,3% a 43,9% (V Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo Arterial, 2006).

A elevacdo da PA representa um fator de risco independente, linear e continuo para
doencas cardiovasculares, com custos elevados decorrentes de suas complicacBes: doenca
cerebrovascular, doenga arterial coronariana, insuficiéncia renal cronica e doenga vascular
periférica (the Seventh Report of the Joint National Commitee on Prevention, Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Pressure, 2004).

Estudos demonstram que a elevacdo da PA (Nishina e cols., 2003) esta associada com
hiperinsulinemia e excesso de gordura visceral que é um elemento comum aos fatores de risco
que caracterizam a SM (Despres, 1998). A hiperinsulinemia pode contribuir para a génese da
hipertensdo arterial através do seu efeito sobre a homeostasia do sodio, uma vez que 0
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico aumenta a reabsorcdo renal de sddio e
subseqlientemente a expansdo do volume na RI (Castro, 2003). Além disso, uma série de
outros mecanismos foi proposta para explicar essa ligacdo, tais como: disfungdo endotelial,
regulacao dos receptores de angiotensina Il e ativacdo aumentada da proteina quinase ativada
por mitdgeno (MAPK) (Steinberg e cols., 1996; Godoy-Matos, 2005 ). Na obesidade, ha a
ativacdo de diversos componentes do sistema renina-angiotensina no tecido adiposo,
resultando em aumento da formacéo da angiotensina Il (Shenoy e Cassis, 1997), que por sua
vez estimula a producdo de varios fatores vasoativos incluindo a endotelina (ET-1), um
potente vasoconstritor, o qual estd envolvido na patogénese que relaciona obesidade com
hipertensdo (Parrinello e cols., 1996; Tiret e cols., 1999).

Uma importante estratégia para o tratamento da hipertenséo é a modificagdo na dieta.
Estudos demonstraram que uma dieta com baixo teor de gordura € capaz de diminuir a
pressdo arterial em adultos hipertensos (Gunther e cols., 2009), uma vez que uma dieta rica

em lipidio é a principal causadora da obesidade que a longo prazo, pode causar aumento na
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reabsorcdo de sodio, ocasionando, conseqiientemente, a elevacdo da PA (Godoy-Matos,
2005).

Endotélio e disfuncéo vascular

O endotélio é uma camada Unica e continua de células organizadas em forma de fuso
que separa o sangue da parede vascular e do intersticio. O fluxo sanguineo com a sua forca de
cisalhamento (“‘shear stress”), atua sobre as células endoteliais através de uma cascata de
eventos que conduzem a producdo de NO, pela enzima NO sintase endotelial (eNOS) e outras
substancias vasodilatadoras, como as prostaglandinas vasodilatadoras e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), assim como, substancias vasoconstritoras,
como a angiotensina Il (Ang 1) e endotelina (Bahia e cols., 2006).

A importancia do endotélio no processo de vasodilatacdo foi descrita por Furchgott e
Zawadzki (1980), que demonstraram que a remog¢do mecéanica ou quimica do endotélio
impedia a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina (ACh) em artérias isoladas de coelho,
concluindo que o endotélio produzia uma substancia vasodilatadora, denominada de fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF). Estudos posteriores, realizados por 2 grupos
simultaneamente com o objetivo de identificar a natureza quimica do EDRF (Ignarro e cols.,
1987; Khan e Furchgott.,1897) constataram que tal fator se tratava do NO.

O NO é um gas inorganico com uma meia vida curta (2 a 30 segundos em sistemas
biolégicos) produzido pelo endotélio pela acdo da eNOS que converte o aminoacido L-
arginina a NO + L-citrulina, catalisando a oxidacdo de cinco elétrons com a participagdo de
NAD(P)H/NADP+ e do complexo célcio/calmodulina (Malinski, 2005). O relaxamento da
musculatura lisa vascular induzido pelo NO é mediado principalmente pela ativacdo da
enzima guanilato ciclase soltvel muscular, que por sua vez, transforma GTP em GMPc. O
aumento dos niveis de GMPc no interior das células musculares lisas, estimula o recrutamento
de Calcio (Ca?") citosélico para os estoques intracelulares, causando assim, reducdo da
concentracdo de Ca”* e conseqiente relaxamento vascular (Rapopport e Murad, 1983).

As principais fungdes fisioldgicas do NO sdo regular o tébnus vascular pela acéo
vasodilatadora sobre as células musculares lisas e inibir a atividade plaquetaria e a
proliferacdo das celulas musculares lisas da parede vascular (Ramachandran e cols., 2002)

sendo, portanto, fundamental na modulacéo da PA.
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A disfuncéo endotelial pode ser caracterizada pela reducdo da resposta vasodilatadora
por deficiéncia da produgdo do NO (Calles-Escandon e Cipolla, 2001) Existem evidéncias de
que os mecanismos envolvidos na disfuncdo endotelial sdo multifatoriais, incluindo
deficiéncias na disponibilidade de arginina, alteracdo dos mecanismos de sinalizagéo,
alteracdo da ativagdo da eNOS ou em um dos co-fatores envolvidos na ativagdo desta e
aumento da degradacdo de NO (Feletou e Vanhoute, 2006). Estudos em seres humanos e
modelos animais tém demonstrado uma associacdo entre niveis de adiponectina circulante e
funcdo endotelial, pois a adiponectina estimula diretamente a producdo de NO atraves do
aumento da fosforilacdo da eNOs (Chen e cols., 2003). Além disso, 0 estresse oxidativo
parece exercer um papel importante na etiologia da disfuncdo endotelial por reduzir a
biodisponibilidade de NO (Touyz.,2004).

Embora a disfuncdo endotelial ndo seja ainda um critério diagnostico para a SM, existe
uma crescente tendéncia para a sua inclusao (Bonora e cols., 2003), pois ela estd comumente
associada com a hipertensdo, hiperglicemia, dislipidemia e contribui para a etiologia da
doenca cardiovascular (Heitzer e cols., 2001). Reilly e Rader (2003) ressaltam que a
disfuncdo endotelial ndo deve constituir-se numa seqiiela da desordem metabodlica, mas

provavelmente uma das causas primarias dessa sindrome.

Estresse oxidativo

Estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a diminuicdo dos
antioxidantes endogenos ou ainda do aumento da geracdo de espécies oxidantes (Touyz,
2004).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas ou fragmentos moleculares
contendo um ou mais elétrons desemparelhados no orbital atdmico ou molecular (Halliwell e
Gutteridge 1999). Estas sdo derivadas do metabolismo do oxigénio, altamente reativas, de
curta duragdo, produzidas em todos os sistemas biologicos e reagem com as moléculas em
torno do local de formacao. Essas espécies, que incluem o anion supéroxido (O,’), o perdxido
de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxil (OH"), juntamente com as espécies reativas de
nitrogénio desempenham um papel importante na biologia vascular (Roberts e Sindhu, 2009).

As EROs em baixas concentracbes sdo indispensdveis em muitos processos

bioguimicos , incluindo sinalizacédo intracelular, diferenciacdo celular, apoptose (Ghost 1998)
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e defesa contra microorganismos (Bae e cols.1997; Lee e cols. 1998). Sob condicdes
patologicas, a producdo aumentada de EROs leva a disfuncdo endotelial, contratilidade
aumentada, crescimento da célula do musculo liso vascular, peroxidacéo lipidica, inflamacéo
e deposicdo aumentada de proteinas da matriz extracelular, principais processos que
contribuem para o dano vascular na doenca cardiovascular (Rao e Berk, 1992 ; Harrison,
1997).

Enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa, além
de vitaminas antioxidantes e outras pequenas moléculas regulam os agentes pro-oxidantes
(Stralin e cols., 1995; Halliwell, 1999; Channon e Guzik, 2002). Um desequilibrio entre a
geracdo de EROs e protecdo antioxidante resulta na alteracdo da biodisponibilidade de EROs
levando a um estado de estresse oxidativo (Landmesser e Harrison, 2001; Zalba e cols, 2001).
O resultado patogénico do estresse oxidativo é o dano oxidativo (Schafer e Buettner, 2001).
Estes mecanismos de defesa antioxidantes mantém a sobrevivéncia dos organismos contra o
estresse oxidativo.

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das EROs, porém a membrana
celular é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta
alteragOes na estrutura e na permeabilidade da mesma (Mello Filho, 1984).

Estudos tém demonstrado que o aumento do estresse oxidativo pode desempenhar um
papel importante nas manifestacdes relacionadas com a SM, incluindo hipertenséo,
aterosclerose, resisténcia a insulina e obesidade (Cerriello e Motz, 2004). Observou-se
também que Individuos com SM apresentam dano oxidativo evidenciado pela diminuicdo da
defesa antioxidante e pelo aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), aldeido de cadeia
curta medido pela reacdo com acido tiobarbitlrico e apresenta-se como um dos produtos
finais da peroxidacdo lipidica (Palmieri e cols., 2006; Armutcu e cols.2008;).

Em 2008, Naoto Matsuzawa-Nagata e colaboradores descreveram que uma dieta com
alto teor de lipideo induz estresse oxidativo, potencialmente através do aumento da expressao
de genes envolvidos na producao de EROs, no figado e tecido adiposo e este evento precede o
aparecimento da RI e obesidade induzidas pela dieta hiperlipidica (Matsuzawa-Nagata e cols,
2008).
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Modelo experimental de sindrome metabolica

Para o estudo da SM e suas doencas associadas, muitos modelos animais
experimentais tém sido utilizados atualmente. No entanto, estudos tém demonstrado que o
modelo que mais se aproxima da SM humana ¢é aquele que utiliza uma dieta alimentar rica em
gorduras, as chamadas high-fat (HF) ou dieta hiperlipidica (Buettner e cols., 2007;
Matsuzawa-Nagata, 2008). Neste caso, uma dieta hiperlipidica pode ser usada em animais
roedores, resultando em um fenotipo similar ao da SM, encontrando-se nestes animais uma Rl
e comprometimento com a fungdo das células B do pancreas, além do aumento da massa
corporal (Buettner e cols., 2007).

Segundo Buettner e cols. (2007), uma dieta constituida por fracbes entre 20% e 60%
de gordura animal e vegetal ¢ ideal para uma inducdo de desordens metabdlicas, elevando-se
os niveis de glicose sanguinea, em jejum, acompanhada por moderado aumento nos niveis de
insulina plasmatica.

Matsuzawa-Nagata e colaboradores (2008) demonstraram que fatores como a
obesidade acumulam EROs e podem induzir a Rl em adipdcitos de ratos cujas maes foram
tratadas com uma dieta rica em gorduras, porém ainda nao esta clara a relacdo entre o
consumo de uma dieta hiperlipidica e as mudancas nas acGes da insulina. Em revisdo, Taylor
e Poston (2007) demonstram que a obesidade é observada em ratos cujas maes foram tratadas
com uma dieta rica em gorduras, assim como hipertensdo e hiperglicemia.

Muitos dos aspectos da SM podem ser induzidos em modelos experimentais, em que
0s animais apresentam elevada suscetibilidade para o desenvolvimento de alteracGes
metabolicas, como os camundongos C57BL/6J. A manipulacdo da dieta oferecida a estes
animais pode ser realizada com o intuito de acelerar o desenvolvimento dessas alteracoes
associadas a SM. Camundongos C57BL/6J quando alimentados com uma dieta rica em
gordura séo altamente adequados para identificar alguns dos aspectos dos componentes da
SM, como desordem lipidica, obesidade e resisténcia a insulina (Gallou-Kabani e cols., 2007).
Os estudos demonstram que as caracteristicas fenotipicas e metabdlicas desses animais
alimentados com dieta hiperlipidica revelam uma importante utilizacdo deste modelo para a
elucidacdo dos mecanismos envolvidos na progressdo ou resisténcia para o desenvolvimento

de diabetes mellitus do tipo Il e componentes da SM.



29

Extrato hidro-alcoolico do caro¢o do acai (ASE)

A planta Euterpe oleracea Mart. também conhecida pelo nome popular acai, é
amplamente encontrada na regido Amazoénica principalmente nos estados do Pard, Amazonas,
Tocantins, Maranhdo e Amapa. A casca do fruto do acai € comumente usada para fazer suco,
sorvete, doces e é muito consumido no Brasil. Aproximadamente 10.000 toneladas de extrato
aquoso gelado sdo consumidas no Brasil e 1.000 toneladas sdo exportadas para muitos paises
como Japdo, Estados Unidos e Italia (Embrapa, 2004).

Estudos quimicos tém mostrado que o acai é rico em polifendis como epicatequina,
catequina e antocianinas (cianidina 3-glucosideo, cianidina 3-arabinosideo e cianidina 3-
rutinosideo), entre outros (Bobbio e cols., 2000; Pozo-Isfran e cols., 2004; Gallori e cols.,
2004). Muitas evidéncias sugerem que uma dieta rica em polifendis pode estar envolvida na
protecdo contra o risco cardiovascular (Stoclet e cols., 2004). Este efeito benéfico dos
polifendis pode ser devido a diferentes acdes como antioxidante (Frankel e cols., 1993) que
aumenta a biodisponibilidade do NO, vasodilatagdo (Fitzpatrick e cols., 2000) ou
propriedades anti-hipertensivas (Soares de Moura e cols., 2002a,b, 2004).

Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que o extrato hidro-alcdolico do
caroco do acai (ASE), cujo processo de obtencdo e indicacBes terapéuticas ja foram
depositadas no INPI, assim como no Patent Cooperative Treaty (PCT), induz um efeito
vasodilatador dependente do endotélio (Rocha e cols, 2007) e efeito anti-hipertensivo (Rocha
e cols.,, 2008). Uma reducdo do dano oxidativo também foi demonstrado em lavado
broncoalveolar de camundongos submetidos a fumaca de cigarro e tratados com ASE (Rocha
e cols., 2008). Estes achados demonstram um efeito benéfico do extrato ASE, como uma
planta medicinal, apresentando uma importancia clinica no tratamento de doencas
cardiovasculares.

Com o objetivo de ampliar nosso conhecimento sobre os mecanismos envolvidos nos
efeitos beneficos do tratamento com extrato do caroco do acai, avaliamos neste estudo o
tratamento crénico com extrato hidro-alcodlico do caroco do acai (Euterpe oleracea Mart)
sobre as alteragdes metabolicas e cardiovasculares em camundongos C57BL/6 submetidos a

dieta hiperlipidica, um modelo experimental que delineia os componentes da SM.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

O presente estudo visa investigar os efeitos do extrato hidro-alcoolico do caroco do

acai (ASE), sobre as alteragdes cardiovasculares e metabdlicas em camundongos C57BL/6
submetidos a dieta hiperlipidica.

1.2 Objetivos especificos

e Avaliar alteracGes de massa corporal, glicemia, lipidios plasmaticos e insulina e
estudar o efeito do tratamento crénico com ASE sobre essas alteracdes;

e _Analisar alteracGes da pressdo arterial, da fungdo endotelial e reatividade em artérias
mesentéricas e estudar o efeito do tratamento crénico com ASE sobre essas alteracdes;

e Investigar uma possivel peroxidacdo lipidica neste modelo animal e o efeito do
tratamento com ASE.
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2. METODOLOGIA

2.1 Obtencao do extrato hidro-alcoolico do carogo do Acai (Euterpe oleracea Mart).

Utilizamos frutos de acai, provenientes de Belém, fornecidos pelo nosso colaborador
Prof. Pergentino José Cunha Souza da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do
Para. Para a obtengdo do extrato, 200 g do fruto do acai séo lavados e 0s carocos separados,
posteriormente sdo vigorosamente triturados, embebidos em 400 ml de agua destilada e
fervidos por 5 minutos. Apds a fervura acrescenta-se 400 ml de etanol. O extrato hidro-
alcoolico ¢é acondicionado sob refrigeracdo e agitado periodicamente por 2 a 4 horas durante
aproximadamente 10 dias. Em seguida, o extrato é filtrado em papel filtro e submetido a
evaporacao do etanol a baixa pressdo. O residuo é liofilizado e mantido a -20°C até o uso.

A concentracdo de polifendis no ASE , medida pelo procedimento de Folin-
Ciocalteau para analise total de fenois (Sirgleton e Rossi, 1965), foi de aproximadamente 250
mg/g de extrato. Usualmente 100 g do caroco proporciona aproximadamente 5 g de extrato
liofilizado.

2.2 Animais utilizados e dieta experimental

Foram utilizados camundongos C57BI/6 machos de 30 dias de idade, obtidos no
Centro de Desenvolvimento de modelos experimentais (CEDEME) — UNIFESP-SP. Os
animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia/ IBRAG/ UERJ, em

temperatura média de 21° C e com ciclo de luminosidade de 12 hs (claro e escuro).

Os camundongos foram alimentados com livre acesso a racdo e agua durante 12
semanas com uma dieta controle (dieta padrdo para camundongos) ou dieta hiperlipidica
(dieta experimental rica em banha de porco, fonte de acidos graxos saturados). Ambas as
dietas (quadro 4) experimentais foram elaboradas pela Rhoster® (Rhoster, SP, Brasil,
WWW.rhoster.com.br) de acordo com as recomendacgdes padrdo para roedores nos estado
gestacional e de manuntencdo da American Institute of Nutrition (AIN-93G e AIN-93M).
Dessa forma, os camundongos foram divididos em 4 grupos experimentais:

a) Grupo Controle (C): receberam dieta padréo durante 12 semanas.
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b) Grupo Controle + ASE (C+ASE): receberam dieta padrdo durante 12 semanas e

concomitantemente 300mg/kg do ASE dissolvido em agua.

¢) Grupo hiperlipidico (H): receberam dieta experimental durante 12 semanas

d) Grupo hiperlipidico + ASE (H+ASE): receberam dieta experimental durante 12 semanas e

concomitantemente 300mg/kg do ASE dissolvido em agua.

Quadro 4. Composicao das dietas padréo e hiperlipidica

Dietas
Nutrientes (U/Kg dieta) Padréo Hiperlipidica
Caseina (9) 140 190
Amido de milho
(9) 620,7 250,7
Sacarose (Q) 100 100
Oleo de soja (g) 40 40
Banha de porco () 0 320
Fibras () 50 50
Mistura de minerais (g) 35 35
Mistura de vitaminas (g) 10 10
L-cistina (g) 1,8 1,8
Colina (9) 2,5 2,5
Antioxidantes (g) 0,008 0,008
Energia (Kcal) 3.800 5.400
Carboidratos (%) 76 26
Proteina (%) 14 14
Lipideo (%) 10 60
Mistura de vitaminas e minerais seguiram as recomendag6es
para roedores da AIN 93M

Mistura de vitaminas e minerais seguiram as recomendacdes para roedores da AIN-

93M
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2.3 Consumo alimentar e massa corporal

O consumo de ingesta de racdo dos camundongos foram monitorados a cada 2 dias e a
massa corporal foi aferida semanalmente. O consumo de racdo diario foi calculado fazendo a
diferenca da oferta (racdo) pela sobra dividida pelo numero de animais (n) vezes dois

(referente aos dias), entdo:

Ingesta (racéo) = (Oferta — sobra)/2n

2.4 Medida da Pressao arterial

A pressdo arterial sistolica (PAS) foi medida por método ndo invasivo (pletismografia
de cauda — Letica LE 5000), nos camundongos acordados de todos 0s grupos experimentais
durante 12 semanas, por meio de um garrote e de um sensor de pulso posicionados em torno
da cauda do animal. Estes foram conectados ao registrador, o qual insufla e desinsufla
automaticamente o garrote, e detecta o desaparecimento e o aparecimento da onda de pulso na
artéria caudal, e assim determina a PAS. As medidas foram realizadas duas vezes por semana
antes do fornecimento da dieta e durante o tratamento.

Os animais foram treinados por duas semanas, antes do periodo experimental, para

minimizar o estresse antes da medida da presséo arterial.

2.5 Isolamento do leito arterial mesentérico (LAM) de camundongo

Ao final do periodo experimental (12 semanas) e ap0s seis horas de jejum, 0s animais
foram anestesiados com pentobarbital sodio intraperitoneal (0,42mg/g) e o sangue foi
coletado por puncdo cardiaca para posteriores andlises bioquimicas e em seguida o LAM foi
estendido para o exterior da cavidade abdominal e envolto em gaze umedecida com solucgéo
nutriente de Krebs modificada (g/L), NaCl (Cloreto de Sadio; 6,9); KCI (Cloreto de Potéssio;
0.35); CaCl,.2H,0 (Cloreto de Calcio dihidratado; 0.44); MgSO, (Sulfato de Magnésio;
0.29); NaHCOg (Bicarbonato de Sadio; 2.1); KH,PO, (Fosfato de Potassio Monobasico; 0.16);
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CeH1206 (Glicose; 2.0). Os ramos pancreéatico-duodenal, ileo-colico e colico direito da artéria
mesentérica superior foram ligados e seccionados. O intestino delgado foi ligado e seccionado
a altura do jejuno proximal e do ileo distal. A artéria mesentérica superior foi isolada na sua
origem, a altura da artéria aorta abdominal e canulada com um tubo de polietileno preenchido
com solugéo de Krebs heparinizada. Em seguida, o intestino delgado foi separado do leito
vascular, cortando-se rente a borda intestinal, e a preparacdo lavada com solucdo de Krebs

modificada.

2.6 Medida da reatividade do LAM as substancias vasoativas

Apds o isolamento, a preparacdo vascular foi colocada em uma cuba (volume de 10
ml) e constantemente perfundida por meio da canula inserida na artéria mesentérica superior
que foi conectada a uma bomba peristaltica (Lifecare Model 4, Abbott/Shaw). A solugdo de
Krebs, mantida a 37° C e aerada com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,) foi infundida a
velocidade constante de 4ml/min e a pressdo de perfusdo registrada continuamente em
poligrafo (HP 8805B), por meio de um transdutor de pressdao (HP1280) (Figura 2).

Figura 2- Esquema do sistema de perfusdo do Leito arterial mesentérico isolado de

camundongo.
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Os experimentos foram precedidos de um periodo de 30 minutos de estabilizacdo da
preparacdo, durante o qual a pressdo de perfusdo basal deve se manter proxima de 20 a 40 mm
Hg (Resende e cols., 1998) ¢ entdo, foram administradas inje¢des de 120 umol de KCl. Em
seguida, iniciou-se o periodo de sensibilizacdo vascular, no qual a norepinefrina (NE) foi
adicionada a solugdo de perfusdo, em concentracgao suficiente (30 uM) para que a pressao de
perfusdo se mantivesse estavel em torno de 80-100 mm Hg. Logo apos a obtengdo de uma
resposta pressora induzida pela NE, testamos a viabilidade do endotélio vascular, com a
injecdo de acetilcolina (ACh: 0,1-1000 nmol), a qual produz um efeito vasodilatador que é
dependente da liberacdo de NO pelas células endoteliais. Avaliamos também a capacidade
dilatadora direta do musculo liso vascular, com a injecdo de nitroglicerina (NG: 10-100
nmol), substdncia que atua diretamente no musculo liso vascular sendo seu efeito
independente do endotélio. A resposta vasodilatadora foi expressa como % de queda da
resposta pressora induzida pela NE. As inje¢des “in bolus” das substancias utilizadas nos
experimentos foram realizadas por meio de um injetor acoplado ao sistema de perfusdo, por
meio de micro-seringas de 10 e 100 ul (Hamilton). O intervalo entre as injecOes foi de
aproximadamente 5 minutos, permitindo sempre o retorno e estabilizacdo da presséo de
perfusdo aos niveis anteriores e as injecdes foram administradas em volumes que variam de 1
a 50 ul.

2.7 Analises bioquimicas

Perfil lipidico

Os triglicerideos (TG) e o colesterol total (CT) foram avaliados no plasma através de
Kit comercial (Bioclin, Minas Gerais, Brasil) que se baseiam em método enzimatico

colorimétrico. As concentragdes séricas foram expressas em mg/dL.
Glicemia

A dosagem de glicose foi realizada atraves de um glucémetro (Accu-check) nos

animais em jejum por 6 horas. Os valores foram expressos em mmol/l.

Insulina
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A dosagem de insulina foi analisada em duplicatas pelo método de radioimunoensaio
através do Insulin 1251 Ria Kit (MP Biomedicals, LLC- Orangeburg, NY 10962). Os valores

foram expressos em pUI/mL.

Analise da sensibilidade a insulina

O indicador da sensibilidade a insulina foi obtido atravées do indice de
HOMA (Homesostasis Model Assessment) calculado pela formula: insulina de jejum
(LUI/mL) x glicose de jejum (mmol/L)/22,5 (Matthews, 1985).

2.8 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e teste intraperitoneal de tolerancia a
insulina (TITI)

TOTG e TITI foram avaliados duas e uma semana antes do sacrificio respectivamente.
Glicose (2g/Kg) foi ofertada oralmente e insulina (0,5 U/Kg) intraperitonealmente no tempo
zero. O sangue caudal foi coletado nos tempos 0, 20, 40, 60, 80 e 120 para TOTG e 0, 15, 30,
45, 60, 90 e 120 para TITI e a glicemia foi dosada através de um medidor automético (ACCU
CHEC- Active, Roche®), baseado na reagéo glicose-glicose oxidase. Os animais ficaram em
jejum por 4 horas (TOTG) ou 6 horas (TITI). As éareas sobre a curva (AUC;

milimolar/minuto) foram calculadas.

2.9 Medida de peroxidacdo lipidica - Substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS)

O dano em lipidios de membrana é determinado pela formacdo de subprodutos da
lipoperoxidagdo (malondialdeido- MDA), que sdo em parte substdncias reativas ao
aquecimento do acido tiobarbiturico formadas durante a peroxidacdo em sistemas de
membranas e microssomos. MDA reage com TBA gerando um produto colorido réseo lido
em espectrofotdmetro (532 nm). Esta padronizacdo foi realizada utilizando a técnica descrita

por Draper e cols (1990) e adaptada para plasma.

Foram utilizados 100 pl de amostra do plasma, diluidos em 200 pl de é&cido
tricloroacético (TCA). As amostras foram centrifugadas por 10 minutos em 3000 rpm.
Separou-se 250 ul do sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa ao qual foram
adicionados 250 pl de TBA (0,67%). Os tubos foram colocados em um banho seco (100° C)
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por 30 minutos. Deixou-se esfriar por 5 minutos e posteriormente foi realizada a leitura em

espectofotdmetro (532 nm).

Para o calculo foi utilizado:

Fator de corregdo (FC) médio do TBA — FC = [nmol.TMP]
Abs.ptn

2.10 Dosagem de Proteinas

As proteinas totais das amostras estudadas foram quantificadas atraveés do método de
Bradford em placa de ELISA (Jamef®), utilizando a albumina bovina (SIGMA®) (Bradford,
1976).

2.11 -Anélise estatistica

Todos os resultados foram analisados por meio de “One-way analysis of variance”
(ANOVA) utilizada para comparar diferencas entre os diversos grupos experimentais, com
posterior uso do pos-teste Bonferroni, sendo consideradas significativas, quando o valor de
p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Consumo alimentar, massa corporal e pressdo arterial

N&o houve diferenca significativa entre os diferentes grupos na quantidade de racéo(g)
consumida pelos camundongos, na massa corporal antes do fornecimento das dietas
experimentais e na pressdo arterial. Contudo, ap6s o término do periodo de estudo, a massa
corporal dos grupos que receberam dieta rica em é&cidos graxos (AG) saturados foi
significantemente (P<0,05) maior comparada aos controles e o grupo H + ASE apresentou
uma massa corporal significantemente menor em relacdo ao grupo H. Desta forma,
observamos que o ASE apresenta um efeito protetor contra o aumento da massa corporal,
guando os animais sdo submetidos a uma dieta rica em gordura. Ndo houve diferenca

significativa na presséo arterial dos diferentes grupos experimentais (Tabela 1)

Tabela 1: Massa corporal, pressdo arterial sistolica e consumo alimentar

Grupos Massa Massa Pressao arterial  Pressao arterial Gordura Consumao
corporal inicial - comoral final sistolica inicial sistolica final abdominal (o) alimentar (g)
(o] (o) (mrHg) (mrmHg)
Caontrole 215048 22905 116,52 £2.3 1M06+12 0,6+006 2,2+0,03
C+AZE 20304 238+03 111616 1085172 0,6+006 22004
H 208+04 416+09% 1112+£18 1M10,5+14 3.2+012 23+005
H+ASE 198 +£0.2 312£04 T 1094 £14 10818 1.8£0,117% 23004

Legenda: Massa corporal (g) inicial e final, presséo arterial, gordura abdominal e consumo alimentar
de camundongos C57BL/6J submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com ASE (300
mg/Kg). Valores estdo expressos como média + erro padrdo, n= 10 para todos 0s grupos.
"p < 0,05 em relagdo aos grupos C e C+ASE e 4p < 0,05 em relacéo ao grupo H.
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3.2 Resposta vasodilatadora da acetilcolina (ACh) em leito arterial mesentérico (LAM)

Em preparacbes pré-contraidas com norepinefrina (30 uM), a ACh produziu uma
resposta vasodilatadora dose-dependente que foi significativamente reduzida no grupo H
comparada ao Grupo C sugerindo que a dieta hiperlipidica modifica a fungdo endotelial. O
tratamento com ASE reverteu a resposta vasodilatadora em vasos de animais que receberam

dieta rica em AG saturados (figura 3).

Figura 3 - Resposta vasodilatadora induzida pela acetilcolina (ACh) em leito arterial
mesentérico (LAM) de camundongos C57BL/6J submetidos a dieta hiperlipidica
e tratados com ASE (300 mg/Kg)
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Legenda: Valores estdo expressos como média + erro padrdo, n= 6 para todos 0s grupos. p < 0,05 em relacéo
aos grupos C e C+ASE e " p < 0,05 em relagéo ao grupo H
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3.3 Resposta vasodilatadora da nitroglicerina (NG) em leito arterial mesentérico (LAM)

A resposta vasodilatadora induzida pela NG néo foi diferente entre 0s quatro grupos
experimentais indicando que a dieta rica em AG saturados no tempo de 12 semanas nao é

capaz de modificar a funcéo das células musculares lisas (figura 4).

Figura 4 - Resposta vasodilatadora induzida pela nitroglicerina (NG) em leito arterial
mesentérico (LAM) de camundongos C57BL/6J submetidos a dieta hiperlipidica e
tratados com ASE (300 mg/KQg).
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Legenda: Valores estdo expressos como média + erro padrdo, n= 6 para todos 0s grupos.
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3.4 Perfil lipidico

A andlise do colesterol total plasméatico demonstrou que o grupo H (125 + 7,87)
apresentou valor mais elevado (*p < 0,05) quando comparado aos grupos C (73 £+ 4,76) e C+
ASE (78 + 4,2). O grupo H+ASE (79 + 9,23) apresentou niveis reduzidos (‘p < 0,05) de
colesterol comparados com o grupo H. No que se refere aos valores de triglicerideos
plasmaéticos, constatou-se que, assim como no colesterol total, o grupo H (55,7 + 4,5) se
comportou de forma semelhante e apresentou niveis maiores (*p < 0,05) em relacdo aos
grupos C (31 + 3,82) e C+ASE (30 * 5,1). O tratamento com ASE normalizou os valores ('p
<0,05) no grupo H + ASE (31 £5,7) (figura 5).

Figura 5 — Niveis séricos de colesterol total e triglicerideos dos grupos C, C+ASE, H e
H+ASE (300 mg/Kg)
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Legenda: Valores estdo expressos como média + erro padrdo, n= 6 para todos 0s grupos. *p < 0,05 em relagédo
aos grupos C e C+ASE e "p < 0,05 em relagéo ao grupo H.
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3.5. Glicemia

Os niveis de glicose foram maiores nos grupos H e H+ASE (" * p < 0,05) em relagéo
aos demais grupos. ASE reduziu o aumento da glicose no grupo H+ASE (¥p < 0,05) em

relacdo ao grupo H (figura 6).

Figura 6 - Niveis de glicose de camundongos C57BL/6J submetidos a dieta hiperlipidica e
tratados com ASE (300 mg/ Kg)

Grupos Glicemia inicial (mmgl/dl) Glicemia final (mmegl/dl)
Controle 6.6+ 0.3 6.3+0,.1
C+ ASE 6.2+,02 6,1+0,3
H 6,7+.02 102x02"
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Legenda: Valores estio expressos como média + erro padrdo, n= 10 para todos 0s grupos. ~ *p < 0,05 em relagéo
aos grupos C e C + ASE e ®p < 0,05 em relagéo ao grupo H.
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3.6 Resisténcia a insulina

Os niveis de insulina foram maiores nos grupos H (25,9 + 2,44) e H+ASE (17,9 £
1,27) em relagdo aos grupos C (11,5 + 1,02) e C+ASE (10,4 + 1,1) ("*P<0,05). Entretanto, o
tratamento com ASE reduziu os niveis de insulina em relagdo ao grupo H (%p<0,05). A
resisténcia a insulina determinada pelo indice de HOMA foi maior nos animais dos grupos H
e H+ASE (* *p<0,05) em relacdo aos controles, porém o ASE reduziu a resposta (' #p<0,05).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos C e C+ASE (figura 7).

Figura 7- Niveis de insulina e indice de HOMA dos grupos C, C+ASE, H e H+ASE
(300 mg/Kg)
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Legenda: Valores estdo expressos como média + erro padrdo, n= 10 para todos os grupos. * “p < 0,05 em relacio
aos grupos C e C+ASE e *p < 0,05 em relagio ao grupo H.
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A intolerancia a glicose foi observada nos grupos H e H+ASE em relacdo aos grupos

controles (* * p<0,05). No grupo H o pico dos niveis plasmaticos de glicose foi de 15 minutos

apos o desafio com glicose. O tratamento com ASE diminuiu a intolerancia a glicose no grupo
H + ASE (¥p<0,05) em relagdo ao grupo H (Figura 8).
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3.8 Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (TITI)

O TITI demonstrou resisténcia a insulina no grupo H em relacdo aos grupos controles
(*p<0,05). O tratamento com ASE impediu o desenvolvimento de resisténcia a insulina
("p<0,05) (Figura 9).

Figura 9 - Niveis plasmaticos de glicose e &rea sobre a curva durante IPITT em camundongos
C57BL/6J submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com ASE (300 mg/Kg).
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Legenda: *p < 0,05 em relagdo aos grupos C e C+ASE e p < 0,05 em relagéo ao grupo H.



46

3.9 Substancias reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Observou-se um aumento significativo na formacdo de subprodutos da peroxidacéo
lipidica (MDA) em amostras de plasma do grupo H, quando comparado com 0s animais
controles (figura 9). O tratamento com ASE diminuiu significativamente (p<0,05) os niveis de
MDA nos animais alimentados com dieta hiperlipidica. (plasma: C: 0,62 = 0,04 nmol
TBA/mg ptn; C+ASE: 0,94+ 0,06 nmol TBA/mg ptn; H : 1,33 £0,1 nmol TBA/mg ptn;;
H+ASE: 0,65 + 0,1 nmol TBA/mg ptn).

Figura 10 - Niveis de MDA em amostras de plasma dos grupos C, C+ASE, H e H+ASE
(300 mg/KQg).
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4 DISCUSSAO

Estudos prévios realizados no nosso laboratorio demonstraram que o ASE, um extrato
hidro-alcodlico obtido do carogo do acai e rico em polifenois (Euterpe oleracea Mart) possui
atividade vasodilatadora dependente do endotélio (Rocha e cols., 2007) e efeito anti-
hipertensivo (Rocha e cols., 2008). Em virtude do crescente aumento das alteragdes
metabolicas e cardiovasculares que caracterizam a SM e que sdo atribuidas em grande parte
ao aumento da ingestdao de alimentos ricos em gordura saturada, resolvemos investigar essas
alteragGes, assim como o efeito do ASE sobre as mesmas em camundongos C57BL/6
submetidos a dieta hiperlipidica.

Nossos presentes resultados demonstraram que o grupo H, ao final de 12 semanas
apresentou um ganho de massa corporal significativo em relacdo aos demais grupos
corroborando estudos anteriores que observaram a suscetibilidade do camundongo C57BL/6
alimentado com uma dieta com 60% de gordura em desenvolver alguns componentes da SM
(Gallou-Kabani e cols., 2005), assim como, outros modelos animais de desordens metabdlicas
utilizando dietas ricas em gordura (Buenttner e cols., 2007). Os camundongos C57BL/6
apresentam elevada suscetibilidade para o desenvolvimento de diabetes Mellitus do tipo I,
obesidade, hiperglicemia, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e hipertensdo. Além disso, a
manipulacdo da dieta oferecida a estes animais pode ser realizada com intuito de acelerar o
desenvolvimento dessas alteracdes associadas a SM (Molnar e cols., 2005; Rodriguez e cols.,
2006). O ASE reduziu a massa corporal no grupo H+ASE indicando que este extrato rico em
antocianinas e outros polifendis (Rocha e cols., 2008) proporciona um efeito benéfico sobre a
obesidade. Como a génese da obesidade € multifatorial, ndo h& como inferir uma Unica
hipbtese que contribua para a compreensdo desse achado, mas provavelmente o ASE interfira
na formacdo do tecido adiposo proporcionando melhor funcionamento deste em relacdo as
adipocinas, as quais podem influenciar o metabolismo e o gasto energético. Esta hipotese é
reforcada por estudos recentes sobre a regulacdo da funcéo do tecido adiposo por antocianinas
que demonstram que as mesmas apresentam um efeito anti-obesidade e melhoraram a fungéo
dos adipdcitos por aumentar a expressao da adiponectina, uma das principais adipocinas, in
vitro e em sistemas in vivo (Tsuda, 2008). Além disso, um estudo anterior demonstrou que a
antocianina extraida do milho roxo normalizou a hiperleptinemia e obesidade em
camundongos C57BL/6 alimentados com a dieta hiperlipidica sugerindo que a antocianina

apresenta um efeito anti-obesidade (Tsuda e cols., 2003).
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Né&o foi observada alteracdo da pressao arterial nos grupos H e H+ASE ao final de 3
meses. E possivel que o tempo de tratamento com a dieta rica em gordura saturada (60%) no
qual foram submetidos os camundongos C57BL/6, ndo foi suficiente para o desenvolvimento
da hipertensdo. Esta hipdtese € reforcada por estudos que demonstram que a obesidade
induzida por uma dieta rica em &cidos graxos saturados em camundongos C57BL/6, ao final
de um periodo superior a 3 meses estd associada a uma modesta elevagdo da pressdo arterial
em repouso (Williams e cols., 2003).

Verificamos que a resposta vasodilatadora induzida pela acetilcolina esta reduzida no
grupo H caracterizando uma disfungdo endotelial e sugerindo que esse tipo de dieta pode
levar a alteracdo do relaxamento vascular dependente de endotélio. Esse achado corrobora
com dados publicados anteriormente por Molnar e colaboradores (2005) que demonstraram
uma reducdo da resposta vasodilatadora dependente de endotélio em artérias femorais de
camundongos C57BL/6J alimentados com dieta hiperlipidica. O 6xido nitrico (NO) gerado
pela conversdo de L-arginina na parede arterial através da acdo enzimética da eNOS é um dos
maiores determinantes do relaxamento vascular e uma das explicacdes dessa disfuncédo
endotelial é a diminuicdo da producdo de NO ou o aumento da sua degradacdo através do
estresse oxidativo. Observou-se que camundongos submetidos a dieta com alto teor de
gordura apresentam elevada producdo de EROs (Matsuzawa-Nagata e cols.,2008), as quais
podem contribuir para a disfuncdo endotelial por diversos mecanismos. Estes incluem:
inibicdo dos dimeros da eNOS, oxidacdo do co-fator tetrahidrobiopterina (Molnar e
cols.,2005) e inibicdo de dimetilarginina dimetilaminohidrolase (enzima que metaboliza a
metilarginina, um anélogo da L-arginina) (Widder e cols., 2007). Além disso, Cau e
colaboradores (2008) observaram que camundongos Knockout para adiponectina apresentam
diminuicdo na producdo de NO através da reducdo da fosforilacdo da eNOS sugerindo que
baixos niveis de adiponectina, encontrados na SM levariam a disfuncdo endotelial.
Demonstramos pela primeira vez, que o tratamento crénico com ASE reverteu a disfungéo
endotelial em modelo experimental de SM. Este efeito € provavelmente induzido pela
liberacdo de NO, ja que, Rocha e colaboradores (2007) ao estudar o efeito vasodilatador do
ASE em leito arterial mesentérico de rato demonstraram que o mesmo estimula a formagao de
NO pelas celulas endoteliais. Podemos sugerir ainda que o efeito antioxidante do ASE
demonstrado por Rocha e colaboradores em 2008 ao estudar os efeitos anti-hipertensivos e a
acdo antioxidante do extrato hidro-alcodlico obtido do fruto de agai pode influenciar a

resposta vasodilatadora do extrato, provavelmente por aumentar a biodisponibilidade de NO.
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Além disso, ha evidéncias de que polifendis presentes, por exemplo, em frutas sdo capazes de
modular a producdo de NO do endotélio vascular, contribuindo para a prevencao da disfungdo
endotelial, conhecida por desempenhar um papel central na patogénese de doencas
cardiovasculares (Curin e Andriantsitohaina., 2005). A dieta hiperlipidica ndo alterou
significantemente a resposta vasodilatadora induzida pela NG o que corrobora com dados
publicados por Molnar e colaboradores (2005), os quais demonstraram que camundongos
C57BI/6J alimentados com uma dieta hiperlipidica apresentam uma modesta diminuicdo da
resposta vasodilatadora independente de endotélio. Nosso achado sugere que em 12 semanas a
dieta rica em &cidos graxos saturados nao proporciona comprometimento do musculo liso.

Camundongos C57BL/6 que receberam dieta hiperlipidica apresentaram aumento do
colesterol total e dos niveis de triglicerideos. Alguns estudos demonstraram que esse modelo
animal submetido a dieta rica em acidos graxos saturados desenvolve alteracdes no perfil
lipidico caracterizado pela elevagdo dos niveis séricos dos triglicerideos e do colesterol total
(tao e cols., 2009; Gallou-Kabani e cols., 2007; Hoffer e cols., 2009; Molnar e cols., 2005).
Em 1978, Bernstein e colaboradores sugeriam um mecanismo patogénico para O
desenvolvimento da dislipidemia, em que um estado de resisténcia a captacdo de glicose
conduzira a hiperinsulinemia que, por sua vez, aumentaria a producdo de lipoproteinas de
baixa densidade rica em triglicerideos, aumentando assim a concentracdo plasmaética de
triglicerideos. Pela primeira vez, foi demonstrado pelo nosso estudo um efeito de reducéo de
triglicerideos e colesterol pelo ASE. Provavelmente esse efeito se deve aos polifendis
presentes no extrato, ja que, em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com
polifendis provenientes do limé&o proporcionou reducéo dos niveis de triglicerideos (Fukuchi e
cols., 2008) e resultados anteriores obtidos no nosso laboratério demonstraram que a prole
adulta de ratas submetidas a dieta com alto teor de gordura durante a lactacdo e tratadas com
GSE (extrato da casca de uva) rico em polifendis apresentou reducdo dos niveis de
triglicerideos (dados ainda néo publicados).

Os niveis de glicose verificados pelo método de dosagem da glicemia em jejum do
grupo H, assim como a quantidade de insulina secretada estdo aumentados, o que esta de
acordo com trabalhos previamentes publicados (Gallou-Kabani e cols., 2005; Pauli e cols.,
2007; Buettner e cols., 2007; Matsuazawa-Nagata e cols., 2008; Bose e cols., 2008; Tao e
cols., 2009) que demonstraram que uma dieta com alto teor de gordura é capaz de induzir
hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina. A resisténcia dos tecidos periféricos a

insulina é uma anormalidade chave associada a SM (Devaskar & Thamotharan, 2007), pois a
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secrecdo de insulina pelas células [ pancredticas representa o efeito hormonal mais
determinante na manutencdo do equilibrio metabolico de carboidratos, lipideos e proteinas
(Godoy-Matos, 2005). Além disso, a insulina € um horménio que exerce um efeito
antioxidante pela supressdo da geracdo de EROs. Entretanto, com o prejuizo na acdo da
insulina, provocado pela resisténcia a este hormonio, quadro frequentemente encontrado em
obesos, pode ocorrer aumento das EROs (Dandona e cols., 2005). O aumento de EROs pode
levar a ativacdo da cascata da insulina via fosforilacdo em serina e inibir em tirosina. E as
formas do substrato de receptor de insulina (IRS) fosforilada em serina/treonina sdéo menos
capazes de se associar ao receptor de insulina (IR) e as proteinas subsequentes na cascata de
sinalizacdo como a PI3-quinase, resultando em prejuizo na acdo da insulina, incluindo a
ativacdo da AKT e o transporte de glicose através do GLUT-4 (Evans, 2007). Portanto, essa
associacdo poderia explicar a etiologia da resisténcia a insulina desencadeada pela obesidade.
O ASE reduziu os niveis de glicose e insulina nos animais alimentados com dieta com alto
teor de gordura sugerindo que o ASE tem efeito anti-hiperglicémico e anti-hiperinsulinémico.
Sabe-se que polifendis podem melhorar a resisténcia a insulina aumentando a
biodisponiblidade de NO e diminuindo a formacdo de EROs (Grassi, 2008), entdo podemos
sugerir que o efeito antioxidante do ASE demonstrado por Rocha e colaboradores em 2008
deve contribuir para redugdo da resisténcia a insulina. Além disso, o nosso laboratério ao
estudar o efeito do GSE na hiperglicemia e no sistema de sinalizacdo de insulina em
camundongos diabéticos (Teixeira e cols., 2009), demonstrou que o GSE ndo estimula a
secre¢do da insulina, mas promove um aumento no conteddo do receptor da insulina, da Akt
fosforilada e do GLUT-4 no musculo esquelético. Diante desses achados, podemaos inferir que
ha a possibilidade do ASE atuar reduzindo a resisténcia a insulina pela ativacdo da cascata de
sinalizacdo de insulina nos tecidos periféricos.

Nossos resultados mostram um aumento significativo nos niveis de MDA em amostras
de plasma do grupo H, caracterizando um aumento da peroxidacéo lipidica em camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica. Um Estudo realizado em 125 individuos com SM
demonstrou que os niveis de MDA plasmaticos estavam aumentados (Fortufio e cols., 2009).
Este achado reafirma que, na SM, h& a producdo de EROs, as quais estdo associadas a
resisténcia a insulina, elevacédo dos lipideos e disfuncéo endotelial (Roberts e Sindhu., 2009).
O ASE normalizou os niveis de MDA no grupo H+ASE sugerindo que o extrato apresenta
efeito antioxidante, o que estd de acordo com estudos que demonstraram que os polifendis

apresentam potente efeito antioxidante no plasma (Manach e cols., 2005; Keen e cols., 2005).
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A geracdo de EROs pode representar uma explicacdo para as alteracfes metabdlicas e
cardiovasculares encontradas no nosso modelo e ainda um dos mecanismos utilizados pelo
ASE para prevenir essas alteracfes. Resta esclarecer ainda, qual o mecanismo envolvido no
efeito antioxidante do ASE. E possivel que o extrato mimetize o efeito das enzimas do

sistema antioxidante ou, ainda exerca uma acao inibidora sobre o sistema pré-oxidante.
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CONCLUSAO

A dieta hiperlipidica promove alteracbes na massa corporal, funcdo endotelial, perfil
lipidico, glicemia, sensibilidade a insulina e nos niveis de MDA plasmético em camundongos
C57BL/6. O tratamento com ASE reduziu significativamente todas essas alteracoes,
sugerindo que o ASE pode representar uma ferramenta importante para o tratamento das

alteracdes metabolicas e cardiovasculares que caracterizam a sindrome metabdlica.
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