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RESUMO

Bernardo Junqueira de Moraes Arnoso. Efeito Terapéutico do Extrato do Carogo do
Agai Sobre as Alteragoes Cardiovasculares na Obesidade: Estado Comparativo com a
Rosuvastatina. 2020. 89 f. Dissertacao (Mestrado em Alimentacao, Nutrigdo e Saude) —
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A obesidade ¢ um problema de satde global crescente e fortemente associado a
comorbidades, como as doengas cardiovasculares. Os Camundongos C57BL/6 sdo um
otimo modelo de estudo de obesidade induzida por dieta. Alimentos ricos em polifenois,
como o acai, promovem beneficios a saude em geral, refletindo-se também em
beneficios cardiovasculares. O extrato hidroalcoolico do carogo do acai (ASE)
demonstrou previamente propriedades cardiovasculares benéficas, superiores aquelas
demonstradas pela polpa ou extrato aquoso do agai. Também demonstrou efeito
preventivo de diversas complicagdes em modelos de hipertensdo, diabetes e obesidade,
porém, ndo se sabe ainda o efeito de ASE especificamente no coragdo e na aorta, no
contexto de terapia da obesidade induzida por dieta. A Rosuvastatina (ROSU) ¢ uma
estatina frequentemente prescrita para dislipidemia ¢ demais riscos de doencas
cardiovasculares. Este farmaco desempenha efeitos pleiotropicos, influenciando
beneficamente na satide cardiovascular através de efeitos que vao além da melhora do
perfil lipidico, porém, ainda ndo bem elucidados. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos do ASE no coragdo e na aorta de camundongos C57BL/6 machos, em modelo de
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, comparando-os com os efeitos da ROSU.
Para isso, 5 grupos foram criados, onde os animais foram alimentados com dieta padrao
por 12 semanas (grupo Controle) ou dieta hiperlipidica (60% lipideos) por 12 semanas
(grupos HF12, HF+ASE e HF+ROSU) ou por 8 semanas (grupo HFS8). O grupo
HF+ASE foi tratado com ASE (300mg/kg/dia) e HF+ROSU com ROSU (20mg/kg/dia)
a partir do final da 8" semana até o final da 12° semana. A dieta hiperlipidica deixou os
animais obesos e com o perfil lipidico e a glicemia alterados. Também tiveram
alteracdes na morfologia e no status redox do coracdo e da aorta, bem como diminui¢ao
da expressao de Nrf2 e SIRT1 nestes orgdaos. Ambos os tratamentos reduziram o ganho
de peso e melhoraram o perfil lipidico, mas somente ASE melhorou a glicemia. Os
tratamentos desempenharam acgdes benéficas na morfologia do coracdo, evitando
hipertrofia do septo interventricular, e na morfologia da aorta, evitando hipertrofia da
tinica média e maior deposi¢ao de coldgeno. Os tratamentos também melhoraram o
status redox nestes dois 6rgdos, o que influencia positivamente na satide cardiovascular.
Entretanto, ASE desempenhou efeito antioxidante mais proeminente que ROSU, pois,
diferente da ROSU, ASE melhorou a expressdo e a atividade da enzima GPx no
coracdo, além de aumentar a expressao de SOD1 e diminuir a expressdao de NOX4 na
aorta, onde apresentou menor peroxidagdo lipidica. Os dados obtidos sugerem potencial
terapéutico do ASE em complicagdes cardiovasculares na obesidade, por promover
efeitos antioxidantes e melhora de pardmetros morfoldgicos no coragio e na aorta.

Palavras-chave: Obesidade, saude cardiovascular, status redox, agai, rosuvastatina.



ABSTRACT

Arnoso, Bernardo Junqueira de Moraes. Therapeutic Effect of Agai Stone Extract on
Cardiovascular Alterations in Obesity: Comparative Study with Rosuvastatin. 2020. 89
f. Dissertagdo (Mestrado em Alimentacgdo, Nutricdo ¢ Saude) — Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Obesity is a growing global health problem and is strongly associated with
comorbidities, such as cardiovascular diseases. The C57BL/6 mice are a great model for
studying diet-induced obesity. Foods rich in polyphenols, such as agai, promote health
benefits in general, also reflected in cardiovascular benefits. The hydroalcoholic acai
stone extract (ASE) previously demonstrated beneficial cardiovascular properties,
superior to those demonstrated by the pulp or aqueous extract of the acai. It also
demonstrated the preventive effect of several complications in different studied models,
however, the effect of ASE specifically on the heart and aorta, in the context of diet-
induced obesity therapy, is not yet known. Rosuvastatin (ROSU) is a statin often
prescribed for dyslipidemia and other risks of cardiovascular diseases. This drug has
pleiotropic effects, beneficially influencing cardiovascular health through effects that go
beyond improving the lipid profile, however, still not well understood. The aim of this
study was to evaluate the effects of ASE on the heart and aorta of male C57BL/6 mice,
with obesity induced by a high-fat diet, comparing them with the effects of ROSU. For
this, 5 groups were created, where the animals were fed a standard diet for 12 weeks
(Control group) or a high-fat diet (60% lipids) for 12 weeks (groups HF12, HF+ASE
and HF+ROSU) or for 8 weeks (group HF8). The HF+ASE group was treated with ASE
(300mg/kg/day) and HF+ROSU with ROSU (20mg/kg/day) during the last 4 weeks of
the study. The high-fat diet made the animals become obese and have altered lipid
profile and blood glucose levels. They also had changes in the morphology and redox
status of the heart and aorta, as well as decreased expression of Nrf2 and SIRT1 in these
organs. Both treatments reduced weight gain and improved the lipid profile, but only
ASE improved blood glucose levels. The treatments performed beneficial effects in the
morphology of the heart, avoiding hypertrophy of the interventricular septum, and in the
morphology of the aorta, preventing hypertrophy of the tunica media and greater
collagen deposition. The treatments also improved the redox status in these two organs,
which positively influences cardiovascular health. However, ASE performed a more
prominent antioxidant effect than ROSU, because, unlike ROSU, ASE improved
expression and activity of the GPx enzyme in the heart, in addition to increasing SOD1
expression and decreasing NOX4 expression in the aorta, where it caused less lipid
peroxidation. The data obtained suggest a therapeutic potential of ASE in cardiovascular
complications in obesity, as it promotes antioxidant effects and improves morphological
parameters in the heart and aorta.

Keywords: Obesity, cardiovascular health, redox status, acai, rosuvastatin.
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1. INTRODUCAO
1.1. Obesidade e risco cardiovascular

A obesidade ¢ caracterizada por um grande acimulo de tecido adiposo em um
individuo, causando uma relagdo desproporcional do peso em relagdo a altura do
mesmo. A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) relata que a obesidade, um problema
de saude publica mundial, atinge aproximadamente 650 milhdes de adultos. Um indice
simples e ainda muito utilizado para definir graus de obesidade ¢ o indice de massa
corporal (IMC), calculado em Kg/m?, onde individuos com IMC a partir de 30kg/m? sao
considerados obesos (OMS, 2018). Todavia, este indice ¢ considerado muito limitado,
pois ndo observa outros parametros mais especificos, como composi¢do corporal e
quantidade de tecido adiposo visceral, parametros estes que podem predizer riscos a
satde (Miiller e Geisler, 2017; De Lorenzo et al., 2019). Outros parametros ¢ métodos
de avaliacdo, como exemplo, exames de imagem que analisam composi¢ao corporal e
tecido adiposo visceral, podem identificar melhor os riscos a satide que acompanham a
obesidade, pois individuos obesos apresentam riscos mais elevados para o
desenvolvimento de diversas doencgas, como doencas metabolicas, cardiovasculares ¢
cancer (Mechanick et al., 2017; Miiller e Geisler, 2017; OMS, 2018; Rangel-Huerta et
al., 2019; De Lorenzo et al., 2019).

Muitos sdo os fatores que podem influenciar na causa e agravamento da
obesidade. Dentre eles, possivelmente os mais proeminentes sdo a alimentagdo
inadequada, sedentarismo, polui¢do ambiental, predisposi¢cdo genética e microbioma
(Hruby A e Hu, 2015; Nappi et al., 2016; Requena et al., 2018). A distribui¢do do
tecido adiposo em seus diferentes compartimentos pode dizer muito sobre o aumento
dos riscos a saude relacionados a obesidade. Este excesso de adipdcitos se distribui em
tecido adiposo subcutaneo e tecido adiposo visceral. Apesar de o tecido adiposo visceral
parecer propiciar maiores riscos a saude, ambos podem ser relacionados aos riscos

metabolicos e cardiovasculares associados a obesidade (Anthony et al., 2019).

O risco cardiovascular (RCV) ¢ a probabilidade de desenvolver uma doenga
cardiovascular (DCV) dentro de um periodo de tempo definido, levando em
consideragdo varios fatores de risco simultaneamente. Pode ser considerado hoje como
uma ferramenta potencial de preven¢do que integra o aspecto multifatorial dessas
doencas (Amouyel e Deverly, 2000). Fatores de RCV bem estabelecidos, como o

envelhecimento, sdo grandes preditores de resultados adversos. Hipertensdo arterial e
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dislipidemia sdo fatores de RCV com alguns dos principais focos de intervencdes
terapéuticas. Outros fatores, como a obesidade, resisténcia a insulina (RI) ou diabetes
Mellitus (DM), histérico familiar (genética) e tabagismo aumentam o risco de um

individuo desenvolver DCV (Huang, 2009; Payne, 2012).

Muitas pessoas obesas que desenvolvem DCV comumente apresentam um
conjunto de alguns destes fatores de risco citados, podendo caracterizar a sindrome
metabolica (SM). A SM ¢ considerada como uma condi¢do pré-moérbida e nado
exatamente um diagndstico clinico. Ela refere-se a coocorréncia de fatores de RCV bem
conhecidos, incluindo a obesidade, hiperglicemia/resisténcia a insulina (RI), hipertensao
arterial e dislipidemia. Estas condi¢des estdo fortemente relacionadas e compartilham
entre si mediadores e mecanismos em comum. Modifica¢des no estilo de vida e também
o tratamento farmacoldégico podem diminuir o RCV e, por isso, investigar as relacdes
entre os componentes da SM, pode nos ajudar a entender melhor a fisiopatologia que os
conectam e os relacionam ao aumento do RCV (Huang, 2009; Simmons, 2010; Sung J

et al,, 2018).

Existe uma grande associacdo entre a obesidade e aumento do risco de
desenvolvimento de DCV, em especial a insuficiéncia cardiaca que pode ocorrer com o
remodelamento cardiaco, além de doenca arterial coronariana (DAC) (Carbone et al.,
2019). O risco de insuficiéncia cardiaca atribuivel a populacdo devido ao excesso de
peso (IMC > 25 kg/m?) ¢ de 14% nas mulheres e 8,8% nos homens e, na obesidade
(IMC > 30 kg/m?), os riscos correspondentes em mulheres e homens sao 13,9 e 10,9%,
respectivamente (Aurigemma et al., 2013). Estudos epidemiologicos mostram que
obesidade abdominal € positivamente correlacionada a fatores de RCV, como niveis
aumentados de pressdo arterial sistdlica e de triglicerideos (TG), tanto em adultos
obesos quanto em criangas obesas (Geiger e Stein, 2018). Além disso, foi demonstrado
que o RCV de obesos com RI ¢ maior que o RCV de obesos sem RI, e que a perda de
peso reduz os riscos dos individuos obesos com RI (Hulsmans e Holvoet, 2010).
Perturbagdes da hemodindmica e a produgdo de citocinas pro-inflamatorias podem
alterar a estrutura cardiaca. Na obesidade, o tecido adiposo recruta mais macrofagos que
podem adotar um fendtipo pro-inflamatorio, além dos proprios adipocitos e outras
células do sistema imune que também contribuem para o efeito geral do tecido adiposo
sobre 0 RCV e também sobre a RI (Ying ef al., 2017; Geiger e Stein, 2018; Chylikovaa
et al., 2018).
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1.2. Hiperglicemia, estresse oxidativo e risco cardiovascular

A hiperglicemia ¢ caracterizada pelos niveis elevados de glicose no sangue. E
um dos principais fatores que caracterizam doengas como o DM tipo 1 e tipo 2.
Atualmente a American Diabetes Association (ADA) caracteriza como pré-diabetes
quando: 1) a glicemia em jejum (minimo de oito horas) fica entre 100mg/dL e
125mg/dL, ou - 2) duas horas apos o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) a
glicemia ainda encontrar-se entre 140mg/dL e 199mg/dL, ou - 3) hemoglobina glicada
entre 5.7% e 6.4%. J4 o DM pode ser diagnosticado quando a glicemia encontra-se a
partir de 126 mg/dL em jejum, ou a partir de 200mg/dL duas horas apés TOTG ou em
qualquer medi¢cdo no dia, ou a hemoglobina glicada a partir de 6.5%. A Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD) segue estes parametros descritos pela ADA. Mouri e
Badireddy (2019) caracterizam a hiperglicemia em humanos como glicemia em jejum
também igual ou maior que 100 mg/dL, porém, maior que 180 mg/dL duas horas pos-

prandial.

Se ndo for tratada, a hiperglicemia pode afetar diversos oOrgdos e tecidos,
ocasionando problemas nos olhos, rins, nervos, coragdo ¢ ao sistema vascular. A
reducdo da secre¢do ou da agdo da insulina, a reducdo da utilizagdo da glicose pelos
tecidos e a superproducao de glicose pelo figado, sdo os principais fatores que
ocasionam a hiperglicemia. Para a homeostase do metabolismo da glicose, o hormonio
insulina ¢ fator chave, por isso, disturbios que interfiram na produ¢do ou sinaliza¢dao da
insulina, como ocorre na RI, poderdo gerar a hiperglicemia (El-Najjar et al., 2017,
Mouri e Badireddy, 2019). As complicagdes resultantes podem comprometer em nivel
microvascular, ocasionando retinopatia, nefropatia e neuropatia, € em nivel
macrovascular, como ocorre na aterosclerose, na DAC e na doenca arterial periférica.
Portanto, a hiperglicemia ¢ um grande fator de risco para DCV (El-Najjar ef al., 2017).
Além disso, existe forte correlacdo entre hiperglicemia e hipertrofia do ventriculo
esquerdo (HVE). Hiperglicemia, RI e dislipidemia costumam estar presentes em casos
de obesidade e de SM, e podem precipitar disfun¢do endotelial e acelerar o processo de

aterosclerose (Mapanga e Essop, 2016).

Estudos apontam que hiperglicemia pode ocasionar disfun¢do de cardiomidcitos
e de células endoteliais (Clark et al, 2003; Brownlee, 2005; Joseph et al., 2014;

Mapanga e Essop, 2016). Estes efeitos podem parcialmente ser explicados pelo estresse
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oxidativo (EOx). O quadro de EOx ocorre quando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), e de nitrogénio (ERNs) ¢ maior que a capacidade do organismo de
neutralizar ou combater estas espécies. Este desequilibrio em favor da maior produgao
de espécies reativas pode gerar danos a proteinas, lipideos (como os presentes nas
membranas celulares) e inclusive ao DNA. O EOx vem sendo muito explorado pela
ciéncia nas ultimas décadas, principalmente por estar comumente ligado, tanto como
consequéncia quanto causa, a fisiopatologia de muitas doengas, como cancer ¢ DCV

(Schohraya et al., 2017; Luo et al., 2017; Tun et al., 2020).

As espécies reativas podem ser geradas em nosso organismo de diversas formas
e em diferentes contextos, agindo inclusive como mecanismos de defesa e como
moléculas de sinaliza¢do. Entretanto, a producdo exacerbada destas espécies pelas
mitocondrias, principalmente aquelas disfuncionais que tendem a produzir mais EROs,
podem levar a problemas como o EOx. Para neutralizar as EROs, dispomos de defesas
antioxidantes, compostas por enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Além de enzimas, nossos
sistemas de defesa antioxidante contam também com moléculas antioxidantes advindas
da dieta, como vitaminca C e vitamina E. Compostos fenolicos ou polifenois advindos
da dieta também podem desempenhar acdo antioxidante (Schulz ef al., 2014; Schohraya

etal., 2017; Luo et al., 2017; Tun et al., 2020).

Diferentes vias que ligam hiperglicemia ao EOx tém em comum a
superproducao da ERO anion superdxido (O2*) pela cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria. De acordo com Brownlee (2005), a cadeia de transporte de elétrons ¢ fonte
da producdo exacerbada de O>* induzida por hiperglicemia, tanto que, o aumento de
UCP-1 (proteina desacopladora) ou SOD2 (MnSOD, ou SOD mitocondrial) evitaram os
danos causados pela superproducdo de superoxido (Brownlee, 2005; Mapanga e Essop,
2016). A maior producdo de superdxido ocorre em detrimento da diminui¢do da
producdo de ATP pela mitocondria. Esta ERO pode ser dismutada pela enzima
antioxidante SOD, neste caso, a SOD2, gerando como subproduto desta reagcdo outra

ERO, o peroxido de hidrogénio (H20>) (Fiorentino et al., 2013).

Uma das consequéncias da RI ¢ o aumento do fluxo de acidos graxos livres
(AGL) dos adipdcitos para o endotélio arterial, onde serdo oxidados pelas mitocondrias,

aumentando a produg¢do de EROs (Brownlee, 2005). Em estudos onde a produgdo de
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EROs pela mitocondria foi normalizada, houve inibi¢do de vias especificas que
promovem dano vascular (Nishikawa et al., 2000; Fiorentino et al., 2013). O aumento
na producdo de O2° pode aumentar a sucetibilidade da interac¢do entre esta ERO e 6xido
nitrico (ON), resultando na formagio de peroxinitrito (ONO, ", uma potente ERN. Este
composto pode ser um importante agente causador de DCV relacionadas ao DM, além
de também poder formar radical hidroxil, uma das EROs mais reativas e danosas

(Mapanga e Essop, 2016).

A sinalizagdo redox € um processo onde espécies reativas agem como moléculas
de sinalizagdo, sendo este um importante processo para o metabolismo do tecido.
Contudo, havendo um desequilibrio neste processo, pode instalar-se o quadro de EOXx,
havendo, portanto, uma linha té€nue entre estas duas situagdes, sobretudo no coragao.
Os cardiomid6citos sdo células que contém grande densidade de mitocOndrias, que sdo
responsaveis pela maior parte do ATP produzido nestas células, demandando, portanto,
grandes quantidades de oxigénio. Por esta grande atividade mitocondrial e presenga de
oxigénio, este o0rgdo ¢ altamente suscetivel a dano oxidativo e isto ¢ relacionado a

diversas DCV (Schulz et al., 2014).

O aumento de O>* pelas mitocondrias e consequente ativagdo das proteinas
kinase C (PKC), além de resultar no aumento de ciclooxigenases (COX), resulta
também em ativagdo de NADPH oxidases (NOX), que sdo complexos enzimaticos
compostos de multi subunidades. As NOX também produzem os EROs, utilizando
NADPH como substrato. Estas EROs também ativam NOX, gerando um circulo
vicioso. Estes complexos enzimaticos também podem ser ativados pelo peptideo
angiotensina II (Angll), ativando em cascata as PKC e alimentando este circulo
(Cosentino et al., 2003; Paneni et al., 2012; Joseph et al, 2014). Existem diferentes
isoformas de NOX e, as EROs derivadas da isoforma NOX4, parecem desempenhar
importante papel em complicagdes cardiovasculares (Doughan et al., 2008; Schulz et

al., 2014).

Outra possivel fonte contribuidora para o quadro de EOx ocorre por intermédio
do desacoplamento da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), onde elétrons sdo
trasnferidos para o oxigénio molecular. Este processo gera O>° ao invés de ON, o que
também estd intimamente ligado a satde vascular (Yang et al., 2009; Cosentino-Gomes

et al., 2012; Schulz et al., 2014).
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1.3. Dislipidemia e risco cardiovascular

O metabolismo de lipideos pode ser desregulado de diversas formas, alterando
os niveis de lipoproteinas plasmaticas e suas respectivas fungdes. A dislipidemia
representa uma das alteragcdes metabdlicas mais comumente associadas a obesidade.
Consiste tipicamente em hipertrigliceridemia, diminui¢do dos niveis de lipoproteina de
alta densidade (HDL) e aumento dos niveis de particulas de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e de LDL pequenas e densas. Este quadro ja caracteriza um RCV,
sobretudo se somado a outros riscos ja mencionados. Das DCV atribuidas a
dislipidemia, a DAC talvez seja a mais proeminente. Dislipidemias podem também
ocorrer como consequéncia de outras doengas e condic¢des, além de questdes genéticas e
fatores ambientais. As elevagdes de colesterol total ¢ de LDL podem ser modificadas
por mudangas de habitos de vida e também por farmacos, e receberam muita atencao
nas ultimas décadas por sua relacdo com a saude cardiovascular, principalmente em
questdes relacionadas a placas aterosclerdticas (Reiner et al., 2011; Pedro-Botet et al.,

2018).

Comumente, terapias para diminuicdo da LDL utilizam estatinas que agem
reduzindo a sintese de colesterol e podem aumentar os receptores de LDL (LDLr)
hepaticos, ocasionando a diminuicdo dos niveis plasmaticos dessas lipoproteinas. A
principal fonte do colesterol plasmatico total ¢ a sintese endogena, mas parte de nosso
colesterol vem da dieta. Estas propor¢des podem mudar de acordo com o gendtipo do
individuo e a propria dieta. Importante ressaltar que as lipoproteinas mencionadas nao
sdo o colesterol em si, mas estas os carreiam pela corrente sanguinea, por exemplo do
figado para as células (LDL) e das células para o figado (HDL) (Seo e Choi, 2015;
Weingirtner et al., 2016; Liitjohann ef al., 2019).

As manifestagdes clinicas associadas a dislipidemia costumam envolver
macrofagos juntos ao endotélio que, através de receptores scavenger, estdo diretamente
envolvidos na formagdo das placas aterosclerdticas que eventualmente culminam em
DCV. Sendo assim, receptores e transportadores de macrofagos das células endoteliais e
hepaticas sdo de profunda importancia no funcionamento e dindmica das lipoproteinas,
influenciando diretamente no acimulo intracelular de lipideos, desencadeando respostas

inflamatorias e de apoptose (Moore e Freeman, 2006; Seo e Choi, 2015).
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Através dos receptores Scavenger, os macrofagos presentes junto ao endotélio
arterial internalizam particulas de LDL oxidadas (LDLox) ou glicadas. Existe um
mecanismo de contraregulacdao que ocorre fisiologicamente quando ha muito colesterol
intracelular, autolimitando sua producdo e também a dos LDLr na membrana. Todavia,
ao internalizar LDLox, este mecanismo de contraregulacdo nao ocorre. Isto também
pode desencadear a formacdo das células espumosas. Diversos tipos de receptores
scavenger ja foram descritos e a estes ligam-se outras substancias que ndo s6 particulas

de LDL alteradas como LDLox (Moore e Freeman, 2006; Leanca et al., 2010).

Moléculas de adesdo, como a vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1),
intracelular adhesion molecule-1 (ICAM-1) e E-selectina, também sdo importantes
estruturas responsaveis pelo recrutamento de células imunologicas para o endotélio.
Este recrutamento de monoécitos e subsequente transformacdo em macréfagos e
formagdo de células espumosas, também caracteriza um fator chave no inicio da
formagdo da placa aterosclerotica. As proteinas monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) também desempenham importante papel na quimiotaxia e infiltracdo de
monocitos/macroéfagos na parede arterial. Estas células imunologicas geram EROs que,
como descrito anteriormente, estdo diretamente ligadas ao RCV (Hulsmans e Holvoet,

2010).

1.4. Remodelamento cardiaco e vascular

O coragdo requer um fornecimento constante de energia e oxigénio para manter
seu nivel intracelular de ATP, essencial para o ciclo ininterrupto de contracdo e
relaxamento deste 6rgdo. Sob condi¢des fisiologicas, a producdo de ATP provém
majoritariamente de 4cidos graxos através da oxidagdo mitocondrial, em seguida de
glicose e, em menor escala, lactato (Figura 1) (Gibb e Hill, 2018; Anaruma et al., 2020).
Por outro lado, quando as concentracdes de glicose e insulina estdo aumentadas no
sangue, pode ocorrer uma mudanga nas proporgdes de utilizacao de substrato energético
e isto influencia na hipertrofia através da producdo de EROs (Bertrand et al., 2008;
Anaruma et al., 2020). A insulina compartilha vias de sinalizacdo com diferentes
hormonios hipertroficos que ativam sinalizagcdes metabolicas envolvidas na estimulagdo
do crescimento celular e sintese proteica, que podem levar a hipertrofia cardiaca. Outros
fatores patologicos como hipertensdo e disfungdo valvular também estdo ligados a
estimulacdo cronica destas vias que levam a hipertrofia cardiaca patologica (Bertrand et

al., 2008; Ge et al., 2011). Estudos apontam ainda que o actimulo de lipideos
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intermediarios no miocardio e consequente lipotoxicidade ocasionam aumento da
inflamacdo ¢ EOx, sendo estes os possiveis mecanismos pelos quais as disfungdes e
alteragOes da estrutura cardiaca ocorrem na obesidade (Van Gaal et al., 2006; Azevedo

et al.,2013; Abdurrachim et al., 2014).

O remodelamento cardiaco refere-se as mudancas estruturais do coracao, como a
hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE), que permitem que cardiomidcitos e matriz
extracelular (MEC) adaptem-se as novas necessidades de trabalho deste 6rgdo. Esta
alteracdo trata-se de uma resposta adaptativa ao aumento da atividade ou sobrecarga
funcional do coragdo. Portanto, nao necessariamente o termo remodelamento cardiaco
sempre diz respeito a questdes patoldgicas, porém, ¢ geralmente associado a doencas e
complicacdes cardiacas, sendo nestes casos denominado remodelamento cardiaco
adverso ou patoldgico. Situagdes em que o remodelamento cardiaco é considerado
fisiolégico sdo o remodelamento cardiaco induzido por exercicio fisico e o
remodelamento cardiaco reversivel induzido por gravidez (Varga et al., 2017; Gibb e
Hill, 2018; Aimo et al., 2019).

Embora o remodelamento adverso possa, a curto prazo, compensar parametros
hemodinamicos anormais, se ndo for tratado, esta associado a piora da fung¢ao cardiaca e
a um prognostico ruim (Varga et al., 2017; Aimo et al., 2019). O remodelamento
cardiaco compreende mudangas moleculares, celulares e intersticiais, manifestando-se
clinicamente em mudancas no tamanho, forma e fun¢do. Hipertrofia dos cardiomiocitos
e maior deposi¢cdo de colageno na MEC, com consequente HVE, sdo considerados os
maiores fendmenos que ocorrem no remodelamento cardiaco adverso, além de também
poder ocorrer fibrose (Riaz et al., 2017; Varga et al., 2017). Complicagdes advindas da
obesidade e patologias como hipertensdo arterial, DM e isquemia miocardica podem
levar a HVE (Filho, 2012; Anaruma et al., 2020). Outros fatores associados a obesidade
também vém chamando a atencdo nas ultimas décadas por influenciarem no
remodelamento cardiaco adverso. Hormonios do trato gastrointestinal como grelina,
leptina e GLP-1, comumente estdo alterados em obesos e vem demonstrando papel
importante na patofisiologia do remodelamento cardiaco nesta populagdo (Sanches et

al., 2019).
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Figura 1 - Visdo simplificada dos substratos utilizados na produgéo de ATP no coragéo.

Legenda: Esquema representando percentualmente os trés principais substratos utilizados em condigdes
fisiologicas.

Fonte: Adaptado de Gibb e Hill, 2018.

A ocorréncia do remodelamento cardiaco ¢ influenciada pela hemodinamica,
ativacdo neuro-hormonal e outros fatores ainda sob investigacdo (Aimo et al., 2019). A
perturbagdo da estrutura da MEC, que em parte ocorre por metaloproteinases (MMP),
prejudica a irrigagdo dos cardiomidcitos pelos vasos sanguineos. Além disso, também
pode ocorrer o enrijecimento do miocardio, comprometendo a contragdo € o
relaxamento. Tudo isso pode afetar a integridade estrutural e funcional do coragao como
um todo (Cohn et al., 2000; Riaz et al., 2017). Das células que compdem o coragdo, os
cardiomidcitos representam aproximadamente 30% e fibroblastos entre 40 e 60%, além
de outras células como células endoteliais, células do sistema imunoldgico, entre outras
(Cohn et al., 2000; Baum e Dufty, 2011; Varga et al., 2017). Como resultado de um
insulto, o nimero de cardiomidcitos pode diminuir e os restantes podem adotar uma
conformac¢do mais alongada ou de maior didmetro, na tentativa de compensar a perda de
tecido contratil (Cohn et al., 2000; Varga et al., 2017).

A hipertrofia cardiaca pode ser classificada como concéntrica ou excéntrica,
dependendo de suas caracteristicas relacionadas ao crescimento do VE. Quando ha um
remodelamento compensatério como em casos de hipertensdo arterial ou doencas
valvulares, onde ha elevacao da pds-carga (pressao no ventriculo ao ejetar o sangue), a
hipertrofia é concéntrica. E caracterizada por adi¢do em paralelo dos sarcomeros dos
cardiomidcitos, onde o septo interventricular e a parede livre ficam mais espessos,

aumentando a relacdo massa/volume, ou seja, inicialmente a dilatagdo do limen
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ventricular ndo acompanha proporcionalmente o aumento das paredes. A insuficiéncia
cardiaca costuma vir posteriormente, acompanhada do aumento da cavidade ventricular.
No caso da hipertrofia excéntrica, com o aumento da pré-carga (distensdo do VE ao
encher de sangue) e consequente estresse diastolico, ocorre o aumento do raio da
cavidade do VE. Com este aumento de volume, por consequéncia pode ocorrer o
aumento do estresse sistolico, que pode ocasionar o aumento da espessura do miocardio
de forma compensatoria. Neste caso, a adicdo dos sarcomeros dos cardiomiocitos ocorre
em série. E o tipo de hipertrofia compensatéria que pode ocorrer, por exemplo, com o
exercicio fisico resistido, onde a relacio massa/volume ndo ¢ tdo alterada
(Swynghedauw, 1999; Filho, 2012; Anaruma et al., 2020).

A obesidade induz alteragdes hemodinamicas, como o aumento do volume
sanguineo. A sobrecarga cronica de volume sanguineo, que pode gerar estresse de pré-
carga, em combinacdo com hipertensao (pos-carga), leva a mecanismos compensatorios
que podem resultar em HVE. Além do disturbio na hemodinamica, adipocinas
produzidas onde ha excessivo tecido adiposo, como a leptina, resistina, autotaxina, entre
outras, também levam a HVE e influenciam na iniciagdo e progressio das DCV
(Anthony et al., 2019; Sanches ef al., 2019; Anaruma et al., 2020).

O aumento da deposi¢do de colageno na MEC e a mudanca de sua estrutura
podem levar a fibrose. Estes sdo alguns dos principais fatores relacionados a rigidez
cardiaca e disfuncdo diastdlica subclinica. Isto pode ocorrer por diversos fatores que
desencadeiem respostas inflamatorias, respostas hormonais, assim como isquemia e
demais fatores associados. Morte celular por necrose ou apoptose estd normalmente
associada ao remodelamento cardiaco adverso (Tate ef al., 2017; Jia et al., 2018).

Os fibroblastos compdem a maior parte do tecido conjuntivo e produzem
componentes da MEC, como as fibras e substancia fundamental amorfa, além de serem
essenciais no processo de cicatrizacdo, tendo assim grande papel no remodelamento,
patologico e fisiolégico (Baum e Duffy, 2011). Sao encontrados em todos os
compartimentos do coragdo e produzem os coladgenos tipo I, III, V e VI, dentre outros
componentes da MEC cardiaca. Estas proteinas formam uma rede estrutural que liga-se
a fibronectinas e integrinas, que conectadas ao citoesqueleto, estabelecem uma espécie
de comunicacdo do meio extracelular com o meio intracelular através de estresse
mecanico, por exemplo (figura 2) (Cohn et al., 2000; Varga et al., 2017). Os adipocitos
encontrados no coracdo, mais especificamente no epicardio (camada mais externa do

coracdo) e vasos coronarianos ¢ um tipo de tecido metabolicamente ativo. Este tecido
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secreta moléculas bioativas como adipocinas pré e anti-inflamatorias, fatores de
crescimento e fatores cardioprotetores. A interacdo deste tecido com o remodelamento
do miocardio ¢ bastante plausivel e também pode influenciar em doengas como a DAC,
pois foi observado que individuos com DAC possuem este tecido adiposo mais espesso

que individuos sem DAC (Varga et al., 2017; Anthony et al., 2019).
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Figura 2 - Matriz extracelular e interagdo com a célula.

Legenda: O meio extracelular comunica-se com o meio intracelular através de uma rede de fibras de
colageno, fibronectinas e integrinas.

Fonte: Adaptado de OpenStax College, Biology. 2013.

O aumento da producdo de EROs e inflamacdo também estdo diretamente
relacionados ao quadro de remodelamento. A idade ¢ um fator independente de
hipertensdao que influencia nas medidas histologicas de colageno e elastina na aorta
(Guzik e Touyz, 2017). Contudo, o aumento de EROs ¢é provavel peca central nos
mecanismos por tras do remodelamento. De fato, fatores como inflamacao,
angiogénese, hipertrofia de cardiomidcitos, apoptose, fibrose e disfuncdo contratil, sdo

sensiveis a reagoes redox (Wilson et al., 2018).

Condicdes que afetam o balanco entre fungdo arterial e sua estrutura, como a
obesidade, podem causar ou acelerar o remodelamento adverso arterial. E dificil
analisar até que ponto um Unico mecanismo contribui para o remodelamento arterial,

que pode ser hipertrofico (para dentro, quando ha espessamento da parede vascular) ou
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hipotrofico (para fora, com afinamento da parede vascular) (Van Varik ef al., 2012). A
organiza¢do das camadas de fibras elasticas e de células musculares lisas na tinica
média de artérias sauddveis permitem que o vaso se expanda. Isso faz com que, aos
pulsos de pressao sistolica, a estrutura do vaso mantenha-se estdvel, em uma sinergia
entre a elasticidade passiva das fibras elasticas e a contratilidade dinamica das células
musculares lisas. Ja no caso de remodelamento, as camadas de fibras elasticas tornam-se

fragmentadas e fibroticas (Van Varik et al., 2012).

Em resposta a condigdes patoldgicas como a inflamagao, as células endoteliais
produzem citocinas e fatores de crescimento que também influenciam na homeostasia
da parede vascular. Particular atencdo deve ser dada a inflama¢do do tecido adiposo
perivascular (TAPV), que parece desempenhar um papel importante na patogénese de
DCV. Em doengas vasculares, o TAPV aumenta em volume e torna-se disfuncional,
adotando caracteristicas pro-inflamatérias ¢ com producdo diminuida de fatores
vasoprotetores. Subastincias como resistina, Interleucina 6 (IL-6) e Tumor Necrosis
Factor Alpha ou Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) estdo aumentados no TAPV
inflamado. Fatores que desempenham um papel de protecdo, como a adiponectina,
podem, por exemplo, reduzir a produgdo de O2* pelas NOX e aumentar a
disponibilidade de ON na parede do vaso, enquanto as citocinas inflamatorias podem
induzir disfun¢ao da enzima eNOS. Estes eventos relacionam o TAPV disfuncional a

disfung¢ao vascular (Nosalski e Guzik, 2017, Sanches et al., 2019).

1.5. Sirtuinas, Nrf2 e risco cardiovascular
Sirtuinas constituem uma familia de enzimas, dependentes de Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo (NAD), que catalisam modificagdes pos-traducionais em
proteinas, em especial a desacetilagdo. O DNA, quando acetilado, fica menos ligado as
histonas, tornando-se disponivel para a transcri¢do. Quando desacetilado, o DNA fica
tipicamente inacessivel a transcri¢do por estar fortemente ligado as histonas (Bitto ef al.,

2015).

Em camundongos e também em humanos, sete sirtuinas foram identificadas
(SIRT1-7). A Sirtuina 1 (SIRT1) € uma das sete isoformas das sirtuinas presentes nos
mamiferos e € uma das mais estudadas. Ela tem sido associada tanto a prote¢do como a
fator de risco em diversas desordens relacionadas ao envelhecimento, incluindo DCV,

cancer, SM e doencas degenerativas, por regular proteinas e genes envolvidos na
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resposta antioxidante, resposta anti-inflamatéria, resposta anti-apoptotica, resposta
insulinica e biogénese mitocondrial (Bonda et al., 2011; Sin et al., 2015; Bitto et al.,
2015). A SIRTI localiza-se no nucleo e transloca-se para o citosol sob condi¢des
especificas e, embora sua superexpressao em todo o organismo nao aparente estender o
tempo de vida em camundongos, pode melhorar alguns parametros metabolicos que
podem estar associados com a qualidade de vida (Satoh et al., 2011; D’Onofrio et al.,

2018).

O mesmo parece acontecer no contexto de tecidos e células especificas (Bitto et
al., 2015). Nos mamiferos, as sirtuinas regulam respostas metabolicas em multiplos
tecidos. No figado, a SIRT1 regula positivamente receptores que funcionam como
sensores de colesterol, influenciando na homeostasia de lipideos e colesterol no plasma.
Além disso, SIRT1 é também importante para a regulagdo de gliconeogénese e oxidagao
de acidos graxos quando em privacdo de nutrientes (Satoh et al, 2011). No musculo
esquelético de camundongos e de humanos, a melhora da captacdo de glicose obtida
com suplementagdo de resveratrol, um polifenol natural encontrado em uvas tintas, ¢
possivelmente mediada pela SIRT1 (Sin et al., 2015). Neste tecido, a oxidagdo de
acidos graxos pela mitocondria € essencial para a preservacdo de glicose/glicogénio
para outros tecidos como o cérebro, principalmente em caso de privagdo de nutrientes e
apos exercicios. A SIRT1 aumenta a oxidacdo de 4cidos graxos pela mitocondria e,
considerando que a desregulagdo desta oxidacdo no musculo esquelético ¢ associada
com obesidade e RI, a maior expressio de SIRT1 pode melhorar o metabolismo
energético no musculo esquelético destas populagdes (Newgard et al., 2009; Satoh et

al., 2011).

Sabe-se que a sinalizagdo insulinica, metabolismo energético alterado e
disfungdo mitocondrial, modificacdes pods-traducionais de proteinas e alteragdes na
homeostase da célula, podem resultar em EOx e apoptose, que sdo associados a RCV,
onde a SIRT1 pode desempenhar um papel benéfico (Karbasforooshan e Karimi, 2017).
Além da SIRTI1, as sirtuinas SIRT3 e SIRT6 também exercem efeitos protetores no
coragdo e atenuam a hipertrofia cardiaca. A SIRT7 também pode regular apoptose e

resposta induzida por estresse no coragao (Matsushima e Sadoshima, 2015).

A inibigao de SIRT1 aumenta a atividade das NADPH Oxidases e a produgao

vascular de O,”. Ja foi demonstrado que polifendis como o resveratrol podem atenuar
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essas alteragdes, que inclusive levam a disfungdo endotelial, possivelmente porque
resveratrol tem a capacidade de aumentar expressao de SIRTI1. Ainda, tanto SIRT1
quanto NADPH Oxidases (como a NOX4, principal isoforma nos cardiomidcitos),
dependem de NAD/NADH para exercerem suas fungdes, o que levanta a possibilidade
das NOX regularem a atividade das sirtuinas, por uma espécie de competicdo por
substrato (Matsushima e Sadoshima, 2015). A SIRTI1 ¢ altamente sensivel ao estado
redox da célula e, ao contrabalangar os efeitos nocivos das EROs através da
desacetilacdo de multiplos alvos, confere cardioprotecdo e mantem a fungdo vascular.
Além disso, SIRT1 influencia diretamente na satide vascular também através de uma
relacio mutua com o ON. A SIRTI1 desacetila e aumenta a atividade da eNOS,
aumentando assim a produgdo de ON, melhorando a vasodilatagdo dependente de
endotélio. Somado a isso, existe um feedback positivo entre SIRT1 e eNOS, uma vez
que ON pode aumentar a expressdo de SIRT1 (D’Onoftrio et al, 2018). O NF-kB
também ¢é sensivel ao status redox e, a nivel vascular, este fator de transcricdo ¢
altamente influenciado pelo EOx, que faz aumentar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e marcadores pro-tromboticos. A SIRT1 desacetila o complexo NF-kB
fazendo com que haja inibicdo de sua cadeia de transcricdo que resulta em inflamacao

(Dias et al., 2015; D’Onofrio et al., 2018).

Flavonas, estilbenos e antocianinas s3o compostos fenolicos que podem
estimular diretamente a atividade de SIRT1 in vitro. Resveratrol (estilbeno) ¢ bem
conhecido como um potente ativador natural de SIRTI1. No entanto, mais de 3.500
compostos ativadores de sirtuinas, também conhecidos como STACs de primeira,
segunda e de terceira geragdo, j4 foram sintetizados e analisados (Bitto et al., 2015;
Matsushima e Sadoshima, 2015). Os resultados de resveratrol sdo encorajadores no que
diz respeito a ativagdo de SIRT1 por polifendis. Portanto, ¢ de grande interesse avaliar
como o perfil de polifendis contidos em frutas como o acai, pode agir neste contexto no

coracao € vasos como a aorta toracica.

O fator de transcri¢do nuclear Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)
¢ peca chave em uma das vias que controlam toda uma programacdo genética que
auxilia a homeostase redox, protegendo as células do quadro de EOx. A proteina Kelch-
like ECH-associated protein 1 (Keapl) € a principal reguladora da acdo do Nrf2, através
de sua ubiquitinagdo, controlando os seus niveis e localizacdo na célula. No citosol, o

Nrf2 ¢ direcionado pela proteina inibitoria Keapl para ser degradado por proteossomos
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(Zhang et al., 2004; Hybertson e Gao, 2014). Além da Keapl, a kinase Glycogen
synthase kinse-3 (GSK-3), e possivelmente outras proteinas, também podem inibir e
degradar o Nrf2 (Cuadrado, 2015). Quando estimulado por EROs e outros compostos
com propriedades eletrofilicas, ocorre uma mudanc¢a na conformacdo do complexo
Nrf2-Keap1, impedindo a degradacao do Nrf2 pelos proteossomos, ocasionando maior
acumulo deste fator de transcricdo no nucleo, formando heterodimeros e, por fim,
ligando-se ao Antioxidant Response Element (ARE) em regides promotoras de uma

variedade de genes relacionados a resposta antioxidante, detoxificagdo e controle

metabolico (Zhang et al., 2004; Hybertson e Gao, 2014; Ajit et al., 2016).

Basicamente, trés principais mecanismos participam na regulacdo da quantidade
e atividade do Nrf2, sendo: 1) o supracitado controle de degradagdo proteossomal do
Nrf2 citosolico por ubiquitinagdo, 2) sua propria expressdo génica e, 3) expressio
génica de sua proteina supressora, Keapl, e sua interagdo com outras proteinas ligantes,

que ndo o Nrf2 (Hybertson e Gao, 2014).

Diversos fitoquimicos, como os polifendis da polpa do agai, podem influenciar
na repressao do Nrf2 mediada por Keapl, levando a liberagdo deste fator de transcri¢do
no citoplasma e sua translocagdo para o nucleo e subsequente ligacio ao ARE,
promovendo a transcricdo de enzimas de fase II. Estas enzimas desempenham um papel
importante na detoxificacdo e citoprote¢do, bem como na regulagdo da homeostase

redox (Zhang et al., 2004; Ajit et al., 2016).

As mudangas estruturais e funcionais nos vasos, como na espessura da parede do
vaso, disfun¢do endotelial, desregulacdo de enzimas da MEC (como as MMP) e,
sobretudo, aumento da produgdo de citocinas pro-inflamatorias e da produgdo de EROs,
sdo fatores que constituem um multiplo processo apelidado de “’inflammaging’’ , pois
se relaciona diretamente ao envelhecimento celular e tecidual. Este processo tem como
pecas chave o NF-kB, AMPK e sinalizagao de Nrf2, fatores estes que influenciam e/ou

sdo influenciados pela SIRT1 (D’Onofrio et al., 2018).

1.6. Modelo experimental de obesidade: Camundongo C57BL/6

Muitos dos aspectos da obesidade podem ser induzidos em modelos animais
experimentais que apresentam predisposi¢cdo para o ganho de peso e desenvolvimento

da obesidade, dislipidemia e RI. Os camundongos C57BL/6 submetidos a dieta
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hiperlipidica sdao um modelo muito utilizado nestes contextos. O modelo que mais se
aproxima da obesidade humana ¢ aquele que se baseia em uma dieta rica em gorduras
saturadas, as chamadas high-fat diet ou dieta hiperlipidica, pois demonstra o papel da
dieta no desenvolvimento da obesidade e nas alteragdes metabodlicas (Buettner et al,

2007).

A linhagem do camundongo C57BL/6 produz um fenotipo obeso quando
alimentados por dietas hiperlipidicas e hipercaldricas, enquanto animais submetidos a
uma dieta pobre em lipideos e normocaldricas permanecem eutroficos. Dentre
diferentes tipos de lipideos testados nas dietas para estes animais, Buettner et al. (2006)
observaram que a banha de porco ¢ a que mais promoveu obesidade, RI e esteatose
hepatica. Por isso, este modelo experimental ¢ considerado padrdao ouro para modelo de
obesidade induzida por dieta hiperlipidica (Buettner et al., 2006; Gallou-Kabani et al.,
2007; Abdurrachim et al., 2014). Além de RI e hiperinsulinemia, animais desta
linhagem sdo também suscetiveis ao desenvolvimento de dislipidemia e demais
alteracdes metabdlicas (Gallou-Kabani et al., 2007), e também reproduzem diversas
alteracdes cardiovasculares, como disfun¢do endotelial, aumento da massa do coragao,
hipertrofia dos cardiomiocitos, fibrose e compensagdes metabolicas no coragao
(Oliveira et al., 2010; Calligaris ef al., 2013; Abdurrachim et al., 2014; Boardman et al.,
2017).

1.7. Estatinas: Rosuvastatina

A Rosuvastatina (ROSU) ¢ uma potente estatina encontrada no mercado,
aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) e, assim como outros
medicamentos da classe das estatinas, sdo considerados para o tratamento de
dislipidemias (Grundy e Stone, 2018). Os efeitos da ROSU sobre redugdo do colesterol
total, de LDL e de TG no sangue, bem como possivel elevacio de HDL, sdo dose-
dependente e reduzem o risco de morbidade e mortalidade cardiovascular (Nicholls et
al., 2011; Adams et al., 2014; Anderson et al., 2016; Grundy e Stone, 2018). O
metabolismo da ROSU utiliza menos o citocromo P450 quando comparado a outras
estatinas, o que oferece menor risco de interagdo com outras drogas (Kostapanos et al.,

2010).
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As estatinas tem como mecanismo de a¢do a inibi¢do da HMG-Coa redutase,
uma enzima critica na sintese de colesterol a partir de Acetil-Coa, ao catalisar a
conversao de HMG-CoA em mevalonato (Goodman e Gilman, 2005; Feliciano-
Alfonso, 2013). As estatinas possuem formula quimica semelhante, porém, a ROSU
possui uma caracteristica propria quando comparada as demais estatinas, um
grupamento metil-sulfato amida, o qual proporciona uma elevada afinidade com o sitio
ativo da enzima alvo e uma maior interagdo com a mesma (McTaggart, 2001; Feliciano-

Alfonso, 2013).

A ROSU, como toda estatina, também ¢ hepatotoxica, porém esta estatina ¢
relativamente hidréfila em comparacdo as outras estatinas, o que aumenta sua
seletividade hepatica. Consequentemente, sua absor¢ao por outros tipos de célula ¢
limitada. Possui uma meia vida mais longa entre as estatinas, o que a torna uma opg¢ao
terapéutica importante, pois no contexto de intolerancia as estatinas, ela ¢ administrada
com menor frequéncia, ainda mantendo o efeito desejado. Mesmo a dose minima de
ROSU, mostrou-se mais eficiente na reducdo do LDL-C do que fluvastatina,

pravastatina, sinvastatina, lovastatina e atorvastatina (Feliciano-Alfonso, 2013).

Além dos efeitos de redugdo de colesterol, principal objetivo da ROSU, as
estatinas também tem potencial antineopldsico e exibem atividades pro-apoptoticas,
inibidoras do crescimento e pro-diferenciagdo em uma variedade de tipos de células
tumorais (NCI, 2020). Outros efeitos pleiotropicos sdo atribuidos a rosuvastatina. No
contexto de camundongos C57BL/6 submetidos a dieta hiperlipidica, Neto-Ferreira et
al. (2013) destacam efeitos dose-dependente na melhora da intolerancia a glicose e da
sensibilidade a insulina. Além destes efeitos pleiotropicos, observaram também uma
mudan¢a na compartimentalizagdo de tecido adiposo, onde este apresentou uma
tendéncia a acumular mais como subcutdneo € menos como visceral (Neto-Ferreira et

al., 2013).

Hermida et al, (2013) relatam que, em modelo animal de SM, o tratamento
cronico com ROSU desempenhou beneficios cardiovasculares, em especial em casos de
fibrose no miocérdio e disfuncdo diastdlica. O estudo aponta que o efeito antifibrético €
mediado pela AMPK nos fibroblastos, sendo esta uma possivel via pela qual a ROSU
desempenha seus efeitos pleiotropicos, além do efeito antioxidante desempenhado pelo

farmaco (Hermida et al, 2013). Além disso, outros efeitos benéficos a saude
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cardiovascular, que ndo necessariamente atribuidos diretamente a redugdo de colesterol,
foram associados & ROSU, como melhora na producdo de ON e melhora na
variabilidade da frequéncia cardiaca, efeitos estes que influenciam direta ou
indiretamente no remodelamento cardiaco (Pelat ef al., 2003). Liao (2004) ressalta que
ROSU pode desempenhar efeitos benéficos relacionados a hipertrofia cardiaca mesmo

em pacientes nao dislipidémicos.

1.8. Extrato hidroalcooélico do caroco do acai - Acai Stone Extract (ASE)

O agai (Euterpe oleracea Martius) ¢ um fruto origindrio da Amazdnia e
consumido mundialmente. A espécie vegetal pertence a familia botanica Arecaceae e
consiste em uma palmeira de multiplos caules. O fruto apresenta cor violeta, diametro
de cerca de 13,5 milimetros e peso de cerca de 2g, e tem sua maturagdo completa em até
175 dias. Seu carogo apresenta cor bege e representa até 83% do peso do fruto (Figura
3). Apesar de o consumo do agai ser amplamente difundido no Brasil sob a forma de
bebidas e sorvetes, o carogco ¢ usualmente desprezado e pode representar relevante
impacto ambiental. Além do uso como alimento, o agai tem sido utilizado no tratamento
de diversos sintomas (tais como febre e dores) por comunidades amazonicas e

populagdes indigenas (Yamaguchi et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

Recentemente, seu papel como alimento funcional vem ganhando destaque,
atribuido primordialmente ao seu conteido de compostos fendlicos. Estudos
demonstram que a polpa do agai € rica em epicatequinas, catequinas, homoorientina,
orientina, isovitexina e antocianinas, sendo as mais abundantes cianidina 3-O-glicosideo
e cianidina 3-O-rutinosideo. E importante destacar sua elevada capacidade
antioxidante in vitro, em especial contra radicais superdxido e peroxil. O extrato
hidroalcoodlico do caroco do agai, ou A¢ai Stone Extract (ASE) € rico em epicatequinas,
catequinas e proantocianidinas. O conteudo de fendlicos totais na polpa ¢ de 18% e no

carogo cerca de 25% (Rocha et al., 2007; De Moura et al., 2012).

Estudos recentes demonstraram efeitos benéficos no sistema cardiovascular
exercidos pelo ASE, como em Rocha et al. (2007), onde ASE promoveu efeito
vasodilatador dependente do endotélio em leito arterial mesentérico (LAM) de
ratos Wistar. Foi sugerido que este efeito deva ocorrer via producdo do ON e
possivelmente via liberacao de endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF).

Em trabalho posterior (Rocha et al., 2008), os autores relataram que o ASE reverteu a
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hipertensdao instaurada em 4 diferentes modelos de hipertensdo experimental,
provavelmente por acdo antioxidante e vasodilatadora. Em modelo spontaneously
hypertensive rats (SHR), ratos que receberam ASE tiveram a instauracdo do quadro
hipertensivo prevenida, onde a expressao de eNOS aumentada em LAM de ratos SHR
em comparagdo aos animais normotensos foi diminuida com ASE (Cordeiro et al.,
2015). No estudo de Oliveira et al. (2010), os autores avaliaram a resposta
vasodilatadora dependente do endotélio em LAM de camundongos da linhagem
C57BL/6 alimentados com dieta rica em gordura saturada (dieta hiperlipidica, indutora
da SM). Essa resposta era menor em animais do grupo high-fat em comparagdo ao
grupo controle, que recebeu dieta normolipidica. Neste mesmo estudo, a administra¢do
do ASE na dose de 300 mg/kg/dia foi capaz de restaurar a resposta vasodilatadora do
endotélio. Os marcadores da SM avaliados, tais como perfil lipidico, glicemia,
sensibilidade a insulina ¢ marcadores do dano oxidativo celular foram aumentados com

a dieta hiperlipidica, sendo este aumento prevenido pelo ASE.

Da Costa et al. (2012, 2017) avaliaram o efeito protetor do ASE em modelo de
hipertensao renovascular causada pela estenose da artéria renal (dois rins-um clipe; 2K-
1C), que ¢ associado a alteragdes morfofuncionais na vasculatura e alteragdes renais. Os
autores observaram que o ASE foi capaz de prevenir o desenvolvimento da hipertensao
arterial sistolica em animais 2k-1C. A vasodilatacio dependente do endotélio em
resposta a acetilcolina foi inferior em modelo 2K-1C em relagdo ao grupo controle,
sendo essa resposta restaurada em LAM de animais tratados com ASE. Houve reducao
do EOx em LAM de animais tratados com ASE, mensurado através da expressao e da
atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) e de marcadores do dano
oxidativo celular. O tratamento com ASE foi eficaz na reducdo dos danos estruturais e
no remodelamento de artérias mesentérica e aorta induzidos pelo modelo de hipertensao

renovascular.
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X Euterpe precatoria
A Euterpe oleracea

Figura 3 - Palmeiras de E. oleracea e distribuicdo geografica na Amazonia.

Legenda: (A) Sementes, frutos ¢ palmeiras de E. oleracea e (B) distribuicdo geografica das espécies de
agai.

Fonte: Adaptado de Yamaguchi et al., 2015.

Visto que a maior parte das sementes do acai acabam sendo dispensadas por ndo
terem utilidade na industria alimenticia, e como foram observados diversos beneficios a
saude desempenhados pelo ASE, inclusive beneficios cardiovasculares, parece
promissor que uma matéria-prima que, em principio viraria lixo, possa tornar-se um
potencial agente na prevencdo e tratamento de DCV. Além disso, de forma geral,
compostos naturais tendem a exercer menos efeitos adversos quando comparados a
farmacos e moléculas sintéticas, porém, isto depende muito de cada caso, e por isso

maiores estudos com compostos naturais devem ser encorajados.

No entanto, os efeitos do ASE especificamente no corag@o e na aorta toracica, no
contexto da obesidade e remodelamento cardiaco, ainda nao foram diretamente
explorados. Além disso, muitos dos efeitos benéficos do ASE foram avaliados em
estudos de prevengao (Oliveira ef al., 2010; da Costa et al., 2012; Oliveira et al., 2015;
da Costa et al., 2017), mas os efeitos terapéuticos da administracdo de ASE precisam

ser melhor explorados.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Investigar os efeitos terapéuticos do tratamento com ASE sobre alteracdes
morfoldgicas e sobre o satus redox, em coragdo e aorta tordcica de camundongos
C57BL/6 machos, submetidos a dieta hiperlipidica, comparando-os com os efeitos da

rosuvastatina.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar se os tratamentos de quatro semanas com ASE, ou com ROSU, influenciam:

e O peso corporal, a glicemia e o perfil lipidico;

e A morfologia do coracdo e da aorta toracica;

¢ O dano oxidativo e a capacidade antioxidante no coragdo e na aorta toracica.

e A expressaio de proteinas envolvidas no status redox e no remodelamento

cardiovascular
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica
Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto

Alcantara Gomes da UERJ (N° CEUA/036/2015).

Foram utilizados 70 camundongos da linhagem C57BL/6, machos, de 30 dias de
idade, provenientes do Biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia/

IBRAG/ UERJ, alocados no mesmo, para experimentagao.

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em ambiente com
temperatura média de 23 + 2°C e umidade (60 + 10%) controladas. O ciclo de claro-

escuro foi de 12 horas, com presenca de luz a partir das 6:00 h da manha.

3.2. Dietas
Os camundongos tiveram acesso a racao e agua ad libitum, durante todo o tempo
do experimento. A partir dos 30 dias de idade, durante 12 semanas, alimentaram-se de
dieta controle de manutencao para roedores (AIN-93M) com 10% das kcal provenientes
de gordura, baseando-se em Reeves ef al. (1993), ou dieta hiperlipidica (AIN-93M
modificada) com 60% das kcal provenientes de lipideos, majoritariamente banha de
porco, de acordo com Oliveira et al. (2010, 2015). Ambas as dietas foram elaboradas

pela Rhoster®, Sao Paulo (tabela 1).

A dieta controle, peletizada, foi ofertada uma vez por semana. A oferta de ragao
foi pesada em uma balancga digital (Shimadzu, UX4200H - precisdo 0,01g) e apds uma
semana, foram recolhidas as sobras, pesadas na mesma balanga e a diferenga para o
peso ofertado foi considerado como o total ingerido por caixa. A ingestdo por animal foi

calculada como o total ingerido por caixa, divido pelo nimero de animais da caixa.

Para a dieta hiperlipidica, em pasta, foi feito o mesmo procedimento, porém, a
troca e mensuragdo foram feitas diariamente, pois trata-se de uma dieta que oxida mais
rapidamente. A ingestdo caldrica individual didria foi calculada de acordo com as
respectivas dietas (dieta padrdo: 3,8 kcal/g, dieta hiperlipidica: 5,4 kcal/g), a partir da
média de consumo individual didrio, de acordo com as informagdes nutricionais

oferecidas pelo fabricante (Rhoster®, Sao Paulo) (tabela 1).
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Tabela 1 - Composicao das dietas AIN-93M: padrao e hiperlipidica

. . ETET) Hiperlipidica
Nutriente (g/kg dieta) N
(AIN-93M) (AIN-93M modificada)
Caseina (g) 140 190
Amido de milho (g) 620,7 250,7
Sacarose (g) 100 100
Oleo de soja (g) 40 40
Banha de porco (g) - 320
Fibras (g) 50 50
Mistura de minerais (g) 35 35
Mistura de vitaminais (g) 10 10
L-cistina (g) 1,8 1,8
Colina (g) 2,5 2,5
Energia (Kcal/g) 3,8 5,4
Carboidratos (%) 76 26
Proteinas (%) 14 14
Lipidios (%) 10 60

Fonte: Rhoster, SP, Brasil (Reeves et al., 1993).

3.3. Tratamentos
3.3.1. ASE (Extrato hidroalcodlico do caroco do Acai)

Os frutos de Euterpe oleracea Mart. (agai), provenientes de Belém - PA,
Brasil, foram fornecidos pelo Professor Dr. Pergentino José Cunha Souza, da
Faculdade de Farmacia, da Universidade Federal do Para. A obten¢do do ASE, foi
reproduzida conforme Rocha et al., 2007. Os frutos foram lavados e despolpados,
sobrando somente os carogos. Foram pesados 200g de carocgos, triturados e
misturados a 400 mL de 4gua destilada. Esta mistura foi entdo fervida por cinco
minutos. Apos a fervura, foram acrescentados 400 mL de etanol e esta mistura foi
armazenada em geladeira e agitada por duas a quatro horas por dia, por dez dias.
Apos este periodo, o extrato passou por processo de filtragem em filtros de papel.
Posteriormente, todo o etanol foi evaporado a baixa pressao, entre 50° a 60°C. O
residuo foi liofilizado (modelo LIOTOP 202, Fisatom Equipamentos Cientificos
Ltda — Sao Paulo, SP, Brasil) e mantido a -20 °C até o uso (Rocha et al., 2007).

Apds o preparo do extrato, o conteido de polifendis foi dosado pelo método
Folin-Ciocalteau (Singleton e Rossi, 1965). O potencial vasodilatador foi verificado
através da reatividade vascular, para assegurar eficacia do extrato. Estas medidas

sdo utilizadas como controle de qualidade e para averiguar a viabilidade do extrato
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para a posterior utilizacdo nos experimentos. O perfil toxicologico do ASE foi

observado ap6s administragdo de 1,5g/Kg (dados nao publicados).

A dose utilizada foi de 300mg/kg/dia e baseou-se em estudos prévios de nosso
grupo, que demonstraram efeitos benéficos como melhora de parametros metabolicos,
efeito antioxidante e vasodilatador (Oliveira et al., 2010). O p6 do ASE foi diluido em
agua filtrada e foi administrado aos animais por gavagem orogastrica, 1 vez ao dia. O
volume administrado foi corrigido semanalmente de acordo com o peso dos animais,

ficando em torno de 0,3ml para cada animal.

3.3.2. Rosuvastatina
O medicamento Crestor® - AstraZeneca (Rosuvastatina Célcica), em
comprimido de 20mg, foi utilizado na formula¢do. O comprimido foi macerado com
grau em pistilo de porcelana, um comprimido por dia. O p6 do comprimido macerado
foi diluido em agua filtrada para a dose de 20mg/Kg/dia e foi administrado por gavagem
orogastrica, 1 vez ao dia. A dose utilizada baseou-se em Fraulob ef al. (2012). O volume
administrado foi corrigido semanalmente de acordo com o peso dos animais, ficando em

torno de 0,3ml para cada animal.

3.4. Divisao de grupos e eutanasia

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos experimentais aos 30 dias de

idadade (Figura 4, Tabela 2). O grupo Controle (n=15) foi alimentado com a dieta padrao

por 12 semanas. O grupo HF12 (n=15) alimentado com a dieta hiperlipidica por 12 semanas,

sendo que ao final da oitava semana, parte destes animais foi eutanasiada (grupo HF8, n=10)

para avaliacdo do efeito da dieta hiperlipidica antes do inicio do tratamento, outra parte

iniciou tratamento com ASE (grupo HF+ASE, n=15) e outra parte iniciou tratamento com

ROSU (grupo HF+ROSU, n=15). Ambos os grupos tratados continuaram com a dieta

hiperlipidica durante o periodo do tratamento (4 semanas).
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Semanas

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Inicio dietas padrao Inicio do tratamento e | | Eutanasia
e hiperlipidica subdivisio em HF8
(eutanasiado), HF12,
HF+ASE e HF+ROSU

Figura 4 - Divisao dos grupos ao longo do tempo.

Apds 12 semanas com as respectivas dietas, os grupos restantes (Controle, HF12,
HF+ASE ¢ HF+ROSU) foram eutanasiados. Os animais jejuaram por 06 horas e foram
anestesiados (tiopental sodico 70 mg/kg, intraperitoneal). Amostras de sangue foram obtidas
por puncdo cardiaca e o plasma centrifugado (4°C a 4.500 RPM por 15 minutos) e
armazenadas a -80°C para posterior analise.

O coragdo foi parado em diastole (KCl 30mM), removido, pesado, e entdo o VE foi
isolado e pesado (balanga semi-analitica AD500, Marte). A aorta toracia foi removida e
pesada (balanca semi-analitica AD500, Marte). Ambos os tecidos foram imersos em
formalina (1.27 mol/L formaldeido, 0.1 M tampao fosfato-salina, pH 7,2) ou congelados a -
80°C, a depender da técnica a ser utilizada, para posterior analise. O comprimento da tibia
foi medido em centimetros para estabelecer uma razdo do peso do coragdo com o

comprimento da tibia em g/cm (Yin et al., 1982).

Tabela 2 - Divisdo dos grupos ¢ tratamentos

Animais Gavagem
Tempo . A . Dose Tempo
Grupo (semanas) Dieta Substancia (diaria) (semanas)
Controle 1-12 Padrio Agua - 8-12
HF8 1-8 Hiperlipidica - - -
HF12 1-12 Hiperlipidica Agua - 8§-12
HF+ASE 8-12 Hiperlipidica ASE 300mg/kg 8-12

HF+ROSU &8-12 Hiperlipidica ROSU 20mg/kg 8-12
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3.5. Peso dos animais
O registro do peso corporal de cada animal foi realizado semanalmente, do
inicio do estudo (semana 1) até ao dia da eutanasia (semana 12). Foi utilizada uma
balanca digital (Shimadzu, UX4200H - precisdo 0,01g) e foram calculadas as médias

dos pesos dos grupos para a analise estatistica.

3.6. Dosagens Séricas

3.6.1. Glicemia
Para a aferi¢do da glicemia, os animais permaneceram em jejum por 06 horas,
de acordo com protocolo utilizado previamente por nosso grupo (Oliveira ef al., 2015).
Amostras de sangue foram coletadas da ponta da cauda por um pequeno corte. Para
realizar as dosagens, foi utilizado um glicosimetro digital (Accu-Chek-Active,
Roche®), com concentragdes expressas em mg/dL.
As coletas e dosagens foram realizadas em trés momentos:
1) No primeiro dia, antes de iniciar a dieta especifica de cada grupo
(inicio 1* semana);
2) Final da 8* semana, antes de iniciar o tratamento;

3) No ultimo dia de tratamento, exceto o grupo HFS.

3.6.2. Perfil lipidico
A determinacao dos niveis séricos de TG, do colesterol total e da LDL foi obtida
com kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os kits baseiam-se em

métodos colorimétricos. As concentracdes séricas foram expressas em mg/dL.

3.7. Morfologia do coracio
Para a analise morfoldgica, o VE foi seccionado em plano transversal ao eixo
base-apice, aproximadamente na metade da altura. A parte do apice foi desidratada e
incluida em blocos de paraplast plus (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA).
Posteriormente foram seccionados em cortes de 5 pm em micrétomo (EasyPath Ep-31-

20091, manual, Sao Paulo, SP, Brasil) e postos em laminas histologicas.

Para a morfometria, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE).

Seis imagens, de cinco animais de cada grupo, foram obtidas com microscopio Nikon
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Eclipse E200 e camera Optikam Wi-fi 4083, utilizando objetiva de 2x e software
SXView, versdo 2.2.0.172 Beta.

Com o software Image-Pro Plus, versdo 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring,
EUA), foram aferidas as medidas da parede livre (PL), limen e septo interventricular
(SIV). Tomando os pontos de clivagem do ventriculo direito como base para tragar uma
linha reta imaginaria entre eles, as medi¢des da PL, limen e SIV foram feitas

transversalmente a esta linha imaginaria (Pereira-Silva et al., 2019).

3.8. Morfologia da aorta toracica
Para a analise morfologica, o tecido foi desidratado e incluido em blocos de
paraplast plus® (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA). Posteriormente foram
seccionados em cortes de 5 pm em micrétomo (EasyPath Ep-31-20091, manual, Sao

Paulo, SP, Brasil) e postos em laminas histoldgicas.

Para morfometria, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE).
Foram obtidas cinco imagens de aorta de cinco animais de cada grupo, totalizando vinte
e cinco imagens por grupo. As capturas das imagens (formato JPEG, colorida 36-bit,
1280-1024 pixels) foram obtidas com uma camera LC Evolution e um microscéopio de
fluorescéncia Olympus BX40 com lente objetiva de 40x. Para as medig¢des da espessura
da tinica média foi utilizado o software Image-Pro Plus, versao 5.0 (Media Cybernetics,
Silver Spring, EUA), com a ferramenta “Manual Measurements > Creating Line”,
tracando uma reta perpendicular a tinica média, excetuando-se a tunica adventicia.

Para avaliar a deposi¢cdo de coldgeno na matriz extracelular, os cortes de 5 um
foram corados com picrosirius red. Foram obtidas imagens de cinco cortes histologicos
por animal, sendo 5 animais de cada grupo (formato JPEG, colorida 36-bit, 1280-1024
pixels). Cada corte foi fotografado com lente objetiva de 40x, em quadrantes, com
camera LC Evolution e microscopio Olympus BX40. A marcacao de coldgeno foi
determinada calculando-se a porcentagem da area total do campo marcado com
picrosirius-red (em vermelho). Para esta analise e quantificagdo foi utilizado o software

Image-Pro Plus, versdo 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA).

3.9. Imunohistoquimica
As aortas tordcicas foram desidratadas e incluidas em blocos de paraplast plus®

(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA). Posteriormente os blocos foram seccionados
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em cortes de 5 um em micrétomo (EasyPath Ep-31-20091, manual, Sao Paulo, SP,

Brasil) e postos em laminas histoldgicas.

Os cortes de 5 pm passaram pelo processo de desparafinizagdo e reidratacdo. Apos
isso, foram incubados com 4gua oxigenada 0,3% por 15 minutos. Entdo foi adicionado
tampao tripsina (1%). Para bloquear ligacdes ndo especificas, os cortes foram incubados
com horse serum por 20 minutos, com posterior incubacao overnight a 4°C do anticorpo
primario diluido em tampao fosfato salino (PBS - 1,38g NaH2PO4, 6,96g KH2PO4,
7,2g NaCl, pH 7.2) (1:1000). No dia seguinte, foram lavados com PBS e incubados com
anticorpo secundario em temperatura ambiente por 30 minutos e submetidos a lavagem
com PBS seguido de incubagdo com estreptavidina por 30 minutos. Ap0s isso, 0s cortes
foram incubados com DAB (K3466, DAB; Universal Dako Cytomation, Glostrup,
Denmark), lavados em 4gua destilada e corados com hematoxilina. O horse serum
utilizado, anticorpo secundério e estreptavidina compdem o kit Vectastain® Universal
Quick HRP R.T.U kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

Foram obtidas imagens dos quadrantes de 3 cortes, de 3 animais de cada grupo, com
camera Olympus DP71 e com microscopio de fluorescéncia Olympus BX40, utilizando
lente de 40x. A quantificag@o foi determinada calculando-se a porcentagem da érea total
do campo marcado com DAB (em marrom). Para isso, foi utilizado o software Image-

Pro Plus, versdo 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA).

3.10. Substéncias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) em Coracao

A padronizagdo deste ensaio foi realizada utilizando a técnica descrita por Draper e
Hadley (1990), na qual um dos subprodutos da peroxidacdo lipidica de membranas
biologicas, o malondialdeido (MDA), reage com o acido tiobarbiturico (TBA),
formando um produto colorido roéseo capaz de ser lido e quantificado em
espectofotdmetro no comprimento de onda de 532 nm. Foram utilizados 50ul de
homogenato de coracdo em KPE para 100ul de acido tricloroacético (TCA). As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos em 2000 RPM a 4°C. Separou-se 100ul do
sobrenadante em tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 100 ul de TBA (0.67%).
Os tubos foram colocados em um banho seco (95 °C) por 30 minutos. Deixou-se esfriar
e posteriormente foi realizada a leitura em espectrofotometro (532 nm; Plate

Chameleon™V, Hidex Oy).
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3.11. Atividade Antioxidante Enzimatica em Coracio e Aorta

3.11.1. Medida da Superéxido Dismutase (SOD) em Coracio

A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo dos anions
superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Baseando-se na medida da
concentragdo de adrenocromo que resulta da oxidagdo da noradrenalina pelo
superoxido, foi determinada a atividade da SOD. Baseando-se em Bannister e Calabrese
(1982), com as modificagdes necessarias para realizar o ensaio em coragao, foram
utilizadas aliquotas de 10, 20 e 30uL das amostras de homogenato de coragdo em
tampao fosfato (KPE). As amostras foram incubadas com 1.940uL de tampdo glicina
(3,75 mg/ml de 4gua destilada) e 20uL. da enzima catalase (1,2 mg/ml de agua
destilada), para metabolizar o peroxido de hidrogénio formado como subproduto da
reagdo da SOD. Entao foi adicionado 40pL da solugdo noradrenalina (19 mg/ml de 4gua
destilada). A concentragdo de adrenocromo foi medida no espectrofotométro (Ultrospec
2100 Pro, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) no comprimento de onda 480
nm, com duragdo de 180 segundos com intervalo de 10 segundos entre as leituras feitas
separadamente para cada concentracdo de amostra. Os valores obtidos foram corrigidos

pela dosagem de proteina.

3.11.2. Medida da Catalase (CAT) em Coracao e Aorta

A partir de duas moléculas de perdxido de hidrogénio, a enzima catalase, uma
peroxidase, gera oxigénio molecular e agua, eliminando o peroxido de hidrogénio. Nos
ensaios, a atividade desta enzima foi avaliada pelo consumo de peroxido de hidrogénio
pela reagdo. A padronizacdo desta técnica foi feita baseando-se em Aebi (1984),
modificando pardmetros necessarios para avaliagdo no coracdo € na aorta. Foram
utilizados 20uL de homogenato de coracdo e 20uL de homogenato de aorta diluida
(20x) em tampao fosfato (KPE) em cubetas de quartzo separadas. As amostras foram
incubadas com 1.980uL de solucdo de KPE e peréxido de hidrogénio (0.16%). A
concentragdo de H202 foi avaliada por espectrofotometria (Ultrospec 2100 Pro,
Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) durante 60 segundos, com intervalo de
30 segundos entre as leituras (tempos 0, 30 e 60 segundos). Os valores obtidos foram

corrigidos pela dosagem de proteina.
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3.11.3. Medida da Glutationa Peroxidase (GPx) em Coracao e Aorta

A glutationa peroxidase (GPx) ¢ uma enzima selénio-dependente que catalisa a
redu¢do do peroxido de hidrogénio, utilizando como substrato a glutationa reduzida
(GSH), para doagao de elétrons. A determinagdo da atividade da GPx foi realizada a
partir da taxa de decaimento da NADPH, determinada por espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 340nm.

Foram utilizados 2,5uL de homogenato de coragdo diluido (1:8) e 15uL de
homogenato de aorta diluido (1:8) em placas de ELISA. As amostras foram incubadas
com 100 pL de tampao fosfato, glutationa reduzida (2mM), GR (0,11mg/mL) e azida
sodica (0,065) durante dez minutos. Ap6s o tempo de incubagdo, 100uL. de NADPH
(10mM) foi adicionado e foram feitas leituras em intervalo de 180 segundos.
Posteriormente, 100 pL de H202 (3%) foram adicionados e uma nova leitura foi
realizada por 240 segundos. O decaimento da NADPH foi determinado por
espectrofotometria (340nm, Plate CHAMELEON™YV, Hidex Oy). Esta padronizagao
baseou-se na técnica descrita por Flohé e Giinzler (1984) e adaptada para os tecidos

estudados. Os valores obtidos foram corrigidos pelas dosagens de proteina.

3.12. Western Blotting de Coracio e Aorta

Amostras foram homogeneizadas em tampao de lise (Tris-HCI 50 mM, NaF 50 mM,
NaCl 150 mM , EDTA 5 mM, Triton x100 e SDS 0,1%, pH 7.4), com coquetel de
inibidores de proteases (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-free,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e centrifugadas (13.000 RPM, 4°C

por 25 min) para posterior coleta do sobrenadante.

A concentracdo proteica foi determinada usando ensaio colorimétrico através do kit
BCA ProteinAssay (ThermoScientific Inc., Barrington, IL, EUA), seguindo as
recomendacoes do fabricante ¢ a leitura foi realizada a 540 nm. As amostras foram
desnaturadas em tampao de amostra (Tris-HCI 50 mM, pH: 6,8, 1% SDS, 5% 2-
mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,001% azul de bromofenol) na propor¢ao de 80uL de
homogenato para 20uL de tampao de amostra. Esta solu¢do foi entdo aquecida a 95°C

por 5 min.

De acordo com o peso molecular de cada proteina a ser analisada, foram aplicadas
aliquotas destas solucdes em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sddio

(SDS- 45 PAGE), em concentragoes de 8%, 10%, ou 12% de poliacrilamida para eletro-
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separacao, sendo 10pg das amostras de aorta e 30ug das amostras de coragdo. Em
seguida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membranas de difluoreto
de polivinilidina (PVDF) (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA). Para
inibir ligagdes inespecificas do anticorpo, as membranas foram incubadas em TBS-T
acrescido de albumina a 5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 60 min, sob
agitacdo constante. Posteriormente as membranas foram incubadas com o anticorpo
primario especifico para cada proteina (overnight, a 5°C), sendo: anti-catalase (1:1000);
anti-glutationa peroxidase (1:1000); anti-superoxido dismutase 1 (1:1000); anti-
superoxido dismutase 2 (1:1000); anti-metaloproteinase 2 (1:1000); anti-NADPH
oxidase 4 (1:1000); anti-Nrf2 (1:500); anti-SIRT1 (1:1000). O anticorpo constitutivo
utilizado foi o anti-f actina (1:500) (Anticorpos da Santa Cruz Biotechnology Inc.; CA,
EUA).

Apos este periodo de incubagdo com anticorpo primario, as membranas foram
lavadas com TBS-T, trés vezes por 10 minutos cada e incubadas com o anticorpo
secundario biotinilado especifico para cada anticorpo primadrio: anti-rabbit (1:1000),
anti-mouse (1:1000) e antigoat (1:1000), por 60 minutos (25°C) sob agitagdo constante
(anticorpos Santa Cruz Biotechnology Inc.; CA). As membranas foram entdo
novamente lavadas com TBS-T, trés vezes por 10 minutos cada e incubadas com
estreptavidina (1:1000), por 60 minutos sob agitacdo constante. As membranas foram
lavadas novamente com TBS-T, trés vezes por 10 minutos cada e para revelagdo foram
tratadas com o kit de quimioluminescéncia (Amersham ECL Prime Western Blotting,
GE Healthcare, UK) e as imagens das bandas foram obtidas com o sistema ChemiDoc
XRS+ de imagens moleculares (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). As bandas foram
analisadas quantitativamente por densitometria no software Adobe Photoshop CS6

(Adobe System Inc; CA).

3.13. Analise Estatistica

Para comparar as diferencas entre os grupos experimentais, os resultados foram
analisados por one way analysis of variance (ANOVA), com teste Tukey para todas as
analises, sendo consideradas significativas as diferencas quando P < 0,05. Para a
geracdo dos graficos e para realizar as andlises estatisticas, foi utilizado o software
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, CA, USA). Os resultados foram expressos

como média + erro padrdo da média.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos no Peso, Ingestao Caldrica e Marcadores Metabdlicos

No inicio do estudo (momento zero), ndo havia diferenca estatistica entre o peso
dos animais. Com as diferentes dietas ofertadas e separagao entre grupos, houve
aumento do peso médio dos animais com dieta hiperlipidica, onde ja se pode observar
aumento significativo de 12% na 5* semana e 40% na 8* semana em comparagdo ao
grupo Controle (P < 0,05, Figura 5). Ao final das 12 semanas, observaram-se aumentos
de 54% do peso médio do grupo HF12, 28% do HF+ASE e 31% do HF+ROSU em
relacdo ao Controle (P < 0,05, Figura 5). No entanto, com os tratamentos o peso dos
grupos HF+ASE e HF+ROSU foram respectivamente 17% e 15% menores do que do
grupo HF12, mostrando que os tratamentos com ASE e ROSU foram capazes de reduzir
o ganho de peso dos animais ao longo dos tratamentos, mesmo que ainda submetidos a

dieta hiperlipidica (P < 0,05, Figura 5).

A ingestdo calorica didria média das 12 semanas foi calculada para cada animal.
Os animais dos grupos HF12, HF+ASE e HF+ROSU ingeriram respectivamente 57%,
41% e 38% mais calorias em média do que os animais do grupo Controle (P < 0,05,

Tabela 3), porém, sem diferenga estatistica entre si.

Os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica de glicemia inicial (momento
zero). Porém, apos oito semanas de dieta hiperlipidica, antes de inicar os tratamentos a
glicemia avaliada nestes animais foi 39% maior em relagdo ao grupo Controle (P <
0,05, Tabela 3). O tratamento de quatro semanas com ASE reduziu a glicemia a niveis
ndo estatisticamente diferentes do Controle e 33% menores que o grupo HF12. O
tratamento com a ROSU, no entanto, ndo foi capaz de reduzir os niveis glicémicos nos
animais HF+ROSU, que tiveram valores estatisticamente semelhantes aos do grupo

HF12 (Tabela 3).

Os grupos HF8, HF12, HF+ASE ¢ HF+ROSU apresentaram um aumento nos
niveis de colesterol total (58%, 148%, 54%, 91%, respectivamente) quando comparados
ao grupo Controle (P < 0,05, Tabela 3). Entretanto, quando comparando ao grupo
HF12, os tratamentos com ASE ou ROSU reduziram o colesterol total destes grupos em
37% e 22%, respectivamente (P < 0,05, Tabela 3). Nao houve diferenca estatistica entre

os grupos HF8, HF+ASE ¢ HF+ROSU.
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Comparando ao grupo Controle, os niveis de TG foram maiores no grupo HF8
(104% maior) e HF12 (98% maior), assim como os niveis de LDL, que foram 243% e
308% maiores, respectivamente. Quanto aos efeitos dos tratamentos sobre os niveis de
TG, o grupo HF+ASE teve reducao de 38% em relagdo a HF8 e de 36% em relagao a
HF12, ao passo que HF+ROSU teve TG 52% mais baixo que HF8 e 51% mais baixo
que HF12 (P < 0,05, Tabela 3).

O tratamento com ASE resultou na redugdo de 64% dos niveis de LDL em
relacdo a HF8 e de 72% em relagdo a HF12. J4 o tratamento com ROSU resultou na
redugdo de 71% dos niveis de LDL em relagdo a HF8 e de 77% em relagdo a HF12 (P <
0,05, Tabela 3).
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Figura 5 - Peso médio dos grupos Controle, HF12, HF+ASE ¢ HF+ROSU.

Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo, n= 15 para todos os grupos. *P < 0,05 em
relag¢do aos grupos Controle e + P < 0,05 em relacdo ao grupo HF12. A linha pontilhada azul corresponde
ao inicio do tratamento com ASE ¢ ROSU.
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Tabela 3 - Parametros metabolicos dos grupos Controle, HF8, HF12, HF+ASE ¢ HF+ROSU.

Parametro Tempo Controle HF8 HF12 HF+ASE HF+ROSU
I“ge“(‘l‘(‘:::;l““ca total (média) 13,59 +0,24 - 2135+0,15% 19284063 % 1377 =168
Glicemia (mg/dL) inicial 127,62 £3,96 - 119,73 £ 9 - -

pre 131+6,8 - 182+3,9 * - -
tratamento
final 133,6 £9,3 - 217,6+7,2%  1452+398%  216+7,1 %
UL final 100,3+5,1 158,7+4,6 *  249,0£15,0 *# 15524134+ 1924158 *+
(mg/dL)
Triglicerideos final 34,3435 70,242,2 * 68,0+7,7 * 43,2546,2 +# 33,744,0 +#
(mg/dL)
LDL (mg/dL) final 142,9456,9  346,1+76,9+  440+138 * 123437,7+#  99,2437,3 +#

Legenda: Valores estdo expressos como média + erro padrao, n=15 para todos os grupos. *p < 0,05 em
relacdo ao grupo C, +p < 0,05 em relagdo ao grupo HF.

Nota: Valores de glicemia inicial, glicemia pré-tratamento, glicemia final, niveis plasmaticos de
colesterol total final, triglicerideos final e LDL final dos grupos Controle, HF8, HF12, HF+ASE e
HF+ROSU. Valores estdo expressos como média + erro padrio, n=15 para as glicemias de todos os
grupos, n=6 para colesterol total, triglicerideos ¢ LDL de todos os grupos. *p < 0,05 em relag@o ao grupo
Controle, +p < 0,05 em relagdo ao grupo HF 12, #p < 0,05 em relag@o ao grupo HF8, $p < 0,05 em relagdo
ao grupo HF+ROSU.

4.2. Efeitos na Estrutura do Ventriculo Esquerdo

Foi calculada a razdo do peso do coragdo pelo comprimento da tibia e os grupos
HF8, HF12, HF+ASE e HF+ROSU tiveram esta razdo maior que o grupo controle
(22%, 32%, 20% e 16%, respectivamente). Entretanto, o grupo HF+ROSU teve esta
razao estatisticamente menor (12%) que o grupo HF12(P < 0,05, Figura 6).

Os grupos HF8 e HF12 desenvolveram aumentos da espessura da PL do VE em
relagdo ao grupo Controle de 27% e 33%, respectivamente (P < 0,05, Figuras 6 ¢ 7). Os
grupos HF+ASE e HF+ROSU tiveram aumentos de 27% e 35% em relagdo ao Controle,
respectivamente (P < 0,05, Figuras 6 e 7). Embora os tratamentos nao tenham mudado
estatisticamente os valores de espessura da PL, nota-se que o tratamento com ASE
ocasionou um menor aumento deste parametro, ainda que ndo significativo

estatisticamente, com valores semelhantes aos do grupo HFS.
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Em relagdo ao SIV, todos os grupos com dieta hiperlipidica (HF8, HF12,
HF+ASE e HF+ROSU) tiveram a espessura maior que do grupo Controle, sendo 13%
maior no grupo HFS, 22% no HF12 e 12% nos grupos HF+ASE e HF+ROSU. Os
tratamentos com ASE e ROSU evitaram a progressdao da hipertrofia do SIV, pois
reduziram 8,5% e 5,1% em relagdo ao grupo HF12, respectivamente (P < 0,05, Figuras

6 e 7), ficando nos mesmos patamares (+ 1%) do grupo HFS.

Analisando o didmetro do lumen do VE, ndo foi observado aumento do grupo
HF8 em relacdo ao grupo Controle, no entanto, houve aumento desse parametro nos
grupos HF12, HF+ASE e HF+ROSU, sendo 38%, 36% e 26% maiores que o controle,
respectivamente (P < 0,05, Figuras 6 e 7). Os tratamentos ndo alteraram esse pardmetro

quando comparados ao grupo HF12.

(&) ®)
E 0.15- 3
(=] —
) E
o E
2 0.104 ” X " + W 2-
e T T & -

!g ‘E
-

"§ 0.05 3 1
S 2
e a
& 0.00- T : 0-

@ & N & &P @
® s ‘82 c®
© D)
T 37 T 3-
E 3 £
5 T <
2 21 3 24
E N
=) =
E - |
3 14 3 14
£ o
e °
- :
w 0- Q.’ a 0-
] & @
S &
® °

Figura 6 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU no peso do VE (A), na espessura da parede livre do
VE (B), na espessura do septo intraventricular (C) e no didmetro do limen do VE (D).

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=5. Diferencgas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relacdo ao grupo Controle; + p<0,05 em relagdo
ao grupo HF12; # p<0,05 em relacéo ao grupo HFS.
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HF8

HF+ASE HF+ROSU

HF12

Controle

Figura 7 - Imagens representativas do ventriculo esquerdo.

Legenda: Fotomicrografias com imagens representativas do ventriculo esquerdo, corados com
hematoxilina e eosina. Mesma ampliacdo em todas as imagens (aumento de 2X).

4.3. Efeitos na Expressio de Proteinas do Coracio

Foi observada menor expressdo do fator de transcricdo Nrf2 no grupo HF12 (-33%)
em relagdo ao grupo Controle e, nos grupos HF+ASE e HF+ROSU, a expressao de Nrf2
também foi reduzida em relacdo ao Controle (-15% e -16%, respectivamente), porém,
nestes grupos tratados, a expressdo foi em média 20% maior que no grupo HF12 (P <

0,05, Figura 8).

Quanto a expressdo da SIRTI, o grupo HF12 teve uma diminui¢do de 42% na
expressao desta proteina, quando comparada ao grupo Controle (P < 0,05, Figura 8). Ja
os grupos HF+ASE e HF+ROSU nao demonstraram diferencga estatistica em relagdo ao
grupo controle. Sendo assim, os tratamentos foram capazes aumentar as expressdes de
SIRT1 em HF+ASE (+51%) e em HF+ROSU (+54%) quando comparados ao grupo
HF12 (P < 0,05, Figura 8).

Estes dados em conjunto indicam que a dieta hiperlipidica utilizada com este
modelo influencia negativamente na expressao destas proteinas e ambos os tratamentos
sdo capazes de melhorar os niveis das mesmas, apresentando importante efeito

terapéutico.
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Quanto a avaliagdo da expressao das enzimas antioxidantes, ndo foi observada
diferenca entre os grupos para as enzimas SOD1 e SOD2. O resultado das analises da
enzima CAT, mostrou que esta enzima teve uma diminui¢cdo de 23% no grupo HF12 em
relagdo ao grupo Controle (P < 0,05), e que os grupos HF+ASE e HF+ROSU tiveram
aumento de 44% e 45%, respectivamente, ao comparar ao grupo HF12, deixando-os em
niveis semelhantes ao grupo controle (P < 0,05, Figura 9). A expressdo da GPx do
grupo HF12 demonstrou forte tendéncia a diminui¢do em relagdo aos demais grupos,
porém esta diferenca nao alcancou significancia estatistica, com exce¢ao do grupo
HF+ASE, que apresentou maior expressao (+54%) da GPx do que o grupo HF12 (P <
0,05, Figura 9).

Ao analisar as expressdes das enzimas MMP2 e NOX4 no coragdo destes
animais, nao foi observada nenhuma diferenga estatistica entre os grupos, para nenhuma
das duas enzimas, mostrando que as dietas e tratamentos nao exerceram influencia neste

parametro durante este periodo (Figura 10).
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Figura 8 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre a expressdo de Nrf2 (A) e de SIRT1(B), no

coracao.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4. Diferengas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle e + p<0,05 em relagdo

ao grupo HF12.
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Figura 9 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre a expressdo das enzimas antioxidantes SOD1

(A), SOD2 (B), CAT (C) e GPx (D), no coragao.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4. Diferengas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle e + p<0,05 em relagdo

ao grupo HF12.
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Figura 10 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre a expressdo da enzima MMP2 (A), e NOX4

(B), no corag@o.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n = 4.
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4.4. Efeitos na Atividade Antioxidante e Dano Oxidativo no Coracao

A atividade da enzima SOD foi diminuida em todos os grupos alimentados com
dieta hiperlipidica quando comparada ao grupo controle, onde os grupos HF12,
HF+ASE e HF+ROSU tiveram respectivamente 45%, 74% e 59% menor atividade
desta enzima, sem diferenca estatistica entre eles (P < 0,05, Figura 11). O grupo HF12
teve tendéncia a diminuicdo da atividade da CAT em relagdo ao grupo controle, porém
ndo estatisticamente diferente, ao passo que os grupos HF+ASE e HF+ROSU tiveram
atividade da CAT 56% e 44% menores do que a do grupo controle, respectivamente.
Quanto a atividade da enzima GPx, os grupos HF12 e HF+ROSU nao foram
estatisticamente diferentes do grupo controle. Ja o grupo HF+ASE teve a atividade desta
enzima 3.2 vezes maior que o controle, 6 vezes maior que HF12 e 3.3 vezes maior que
HF+ROSU (P < 0,05, Figura 11). O dano oxidativo dosado pelo método TBARS nao

demonstrou diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 11).
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Figura 11 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre a atividade das enzimas antioxidantes SOD
(A), CAT (B) e GPx (C), e sobre o dano oxidativo (D), no coragdo.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. (A) n Controle =5, n HF12 =8, n
HF+ASE = 6, n HF+ROSU = 6. (B) n Controle = 6, n HF12 = 6, n HF+ASE = 6, n HF+ROSU = 5. (C) n
Controle = 6, n HF12 = 5, n HF+ASE = 6, n HF+ROSU = 5. (D) n Controle = 6, n HF12 =4, n HF+ASE
=6, n HF+ROSU = 8.
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4.5. Efeitos na Estrutura da Aorta Toracica
A medida da tinica média da aorta tordcica dos animais demonstrou que
somente o grupo HF12 teve aumento da espessura da tinica média (14%) em relagdo ao
Controle (P < 0,05, Figura 12). Ambos os grupos tratados apresentaram menor
espessura da tinica média (HF+ASE em 15% e HF+ROSU em 20%) quando
comparados ao grupo HFI12 (P < 0,05, Figura 12). Os grupos HF8, HF+ASE e

HF+ROSU foram estatisticamente iguais entre si ¢ ao Controle (P < 0,05, Figura 12).
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Figura 12 - Fotomicrografias com imagens representativas da aorta toracica coradas com hematoxilina e
eosina (A). Mesma ampliacdo em todas as imagens (aumento de 40x). Efeito do tratamento com ASE e
ROSU na espessura da tunica média da aorta toracica (B).

Nota: Os valores estdo expressos em média = erro padrdo da média, n=5. Diferencgas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle; + p<0,05 em relagdo
ao grupo HF12; # p<0,05 em relagdo ao grupo HFS.
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Em relagdo a deposicdo de colageno nas aortas, houve diferenca estatistica na
marcagdo por picrosirius red em relagdo ao grupo Controle, somente no grupo HF12,
que foi 40% maior (P < 0,05, Figura 13). Os tratamentos com ASE e ROSU
promoveram menor deposi¢do de colageno (41% e 40%, respectivamente), quando

comparados ao grupo HF12. Nao houve diferenca significativa entre os grupos HF8,

HF+ASE e HF+ROSU (P < 0,05, Figura 13).

A
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Figura 13 - Fotomicrografias com imagens representativas da aorta toracica coradas com picrosirius red
(A). Mesma ampliagdo em todas as imagens (aumento de 40x). Efeito do tratamento com ASE ¢ ROSU
sobre a deposicdo de colageno na aorta toracica (B).

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=5. Diferencas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relacdo ao grupo Controle; + p<0,05 em relacdo
ao grupo HF12; # p<0,05 em relacéo ao grupo HFS.
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4.6. Efeito na Expressao de Proteinas da Aorta Toracica

A expressdo do fator de transcri¢do Nrf2 na aorta foi 37% menor no grupo HF12
comparado ao controle. Os grupos HF+ASE e HF+ROSU tiveram a expressao 75% e
60% maiores que o grupo HF12, respectivamente (P < 0,05, Figura 14). Foi observada
uma reducdo na expressdo da SIRT1 na aorta em todos os grupos com dieta
hiperlipidica quando comparando ao grupo Controle, sendo 46% menor no HF12, 42%

menor no HF+ASE e 54% menor no HF+ROSU (P < 0,05, Figura 14).

Quanto a avaliagdo da expressdo das enzimas antioxidantes na aorta toracica, foi
observada diferenga somente para a enzima SOD1, onde os grupos HF12 ¢ HF+ROSU
apresentaram redu¢do de 34% e 37%, respectivamente, quando comparados ao grupo
Controle (P < 0,05, Figura 15). Nao houve diferenga estatistica do grupo Controle para
o grupo HF+ASE, que por sua vez foi 48% e 56% maior que os grupos HF12 e
HF+ROSU, respectivamente (P < 0,05, Figura 15). Para as demais enzimas avaliadas,

nao houve diferenga estatistica entre os grupos.

A expressao da enzima MMP2 ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos.
A expressdo da enzima NOX4 foi 54% maior no grupo HF12 em comparagdo ao
controle, ja os grupos HF+ASE e HF+ROSU ndo foram estatisticamente diferentes do
controle. No grupo HF+ASE, no entanto, a expressdao foi 35% menor que no grupo

HF12 (P < 0,05, Figura 16).
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Figura 14 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre a expressdao de Nrf2 (A) e de SIRT1(B), na
aorta toracica.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4. Diferengas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle e + p<0,05 em relacio
ao grupo HF12.
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Figura 15 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre a expressdo das enzimas antioxidantes SOD1
(A), SOD2 (B), CAT (C) e GPx (D), na aorta toracica.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4. Diferengas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle, + p<0,05 em relagdo
ao grupo HF12 e $ p<0,05 em rela¢do ao grupo HF+ASE.
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Figura 16 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre a expressdo da enzima MMP2 (A), e NOX4
(B), na aorta toracica.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=4. Diferencas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle, + p<0,05 em relacdo
ao grupo HF12 ¢ $ p<0,05 em relacdo ao grupo HF+ASE.
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4.7. Efeitos na Atividade Antioxidante e Dano Oxidativo na Aorta Toracica

A enzima CAT no grupo HF12 teve tendéncia a menor expressio que o grupo
controle, mas ndo chegou a ser significativamente menor. J& os grupos HF+ASE e
HF+ROSU mostraram tendéncia ao aumento da atividade da CAT em relacdo ao
controle € um aumento significativo em relagao ao HF12, sendo 2,5 vezes maior no

grupo HF+ASE e 3,2 vezes maior no grupo HF+ROSU (P < 0,05, Figura 17).

Comparando ao grupo controle, a enzima GPx teve atividade 68% menor no grupo
HF12, 35% menor no HF+ASE e 39% menor no HF+ROSU. Os grupos tratados, no
entanto, apresentaram maior atividade da GPx quando comparando ao grupo HF12,
onde HF+ASE apresentou um aumento de 105% da atividade da enzima e o grupo

HF+ROSU um aumento de 94% (P < 0,05, Figura 17).

Ao analisar peroxidagdo lipidica nas aortas, foi observado que em relagdo ao
grupo Controle houve maior marcacdo de 8-isoprostano nos grupos HF8 (45%), HF12
(65%) e HF+ROSU (62%) (P < 0,05, Figura 18). Todavia, no grupo HF+ASE houve
reducdo desta marcacdo, pois além de ter sido menor em relacdo aos grupos HF12 e
HF+ROSU (37% e 36%, respectivamente), também foi 29% menor que HF§, ndo tendo

valor estatisticamente diferente do grupo Controle (P < 0,05, Figura 18).
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Figura 17 - Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre a atividade da enzima antioxidante CAT na
aorta toracica.

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média. n Controle = 4, n HFI12 = 5, n
HF+ASE = 8, n HF+ROSU = 6.
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Figura 18 - Fotomicrografias com imagens representativas da aorta toracica marcadas com DAB (A).
Mesma ampliacdo em todas as imagens (aumento de 40x). Efeito do tratamento com ASE e ROSU sobre
a peroxidacao lipidica na aorta toracica (B).

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=3. Diferengas significativas entre
os grupos estdo indicadas com os simbolos: *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle; + p<0,05 em relagdo
ao grupo HF12; # p<0,05 em relagéo ao grupo HF8; $ p<0,05 em relagdo ao grupo HF+ASE.
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5. DISCUSSAO

Hoje ¢ bem estabelecida a relagdo entre obesidade e DCV, tanto clinicamente
quanto em modelos experimentais. A obesidade e dietas ricas em gorduras
desencadeiam hiperlipidemia, hiperleptinemia, hiperinsulinemia, DM tipo 2,
hipertensdao arterial, inflamagdo e lipotoxicidade, sendo estes considerados grandes
fatores de risco para o remodelamento cardiaco (Van Gaal et al., 2006; Gibb e Hill,
2018). O camundongo C57BL/6 ¢ um 6timo modelo de estudo da obesidade induzido
por dieta, sendo amplamente utilizado nos estudos que avaliam esta condicao (Van

Heek et al., 1997; Wang et al., 2012).

No estudo de Park e colaboradores (2005), camundongos da mesma linhagem
alimentados por dieta com 55% das calorias proveniente de lipideos por 3, 6 ou 20
semanas, também tiveram maiores ganhos de peso do que animais alimentados com
dieta padrdo. Este ganho de peso ¢ uma tendéncia dessa linhagem de camundongos
C57BL/6, quando alimentados por dietas hiperlipidicas, com 45% (Wang et al., 2012),
55% (Park et al., 2005) e, no nosso estudo, 60% das calorias provenientes de lipideos.
Notamos um ganho significativo de peso dos animais alimentados com a dieta
hiperlipidica a partir da 5* semana, da mesma forma observada em Sanchez et al.
(2018), com o mesmo modelo e propor¢ao de lipideos na dieta. Em nosso estudo, o
grupo tratado com ASE apresentou uma evolu¢do do peso corporal semelhante ao
tratamento com ROSU, ambas estatisticamente menores que o grupo HF12. Este
resultado vai de acordo com os resultados de Fraulob ef al. (2012), onde camundongos
CS57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica (60% lipideos) por 14 semanas, foram

tratados com ROSU por 7 semanas e também observaram redugdo do ganho de peso.

Em nosso estudo, ndo houve diferenga estatistica da ingestdo caldrica entre todos
os grupos com dieta hiperlipidica, sendo assim, a diferenca no peso final entre estes
grupos (tratados ou nao) ndo foi ocasionada por menor ou maior ingestdo caldrica.
Oliveira et al. (2010), utilizando o tratamento na mesma dosagem de ASE (300mg/kg),
no mesmo modelo, de forma preventiva, também observaram o mesmo comportamento
na evolucao de peso, ou seja, menor ganho de peso do grupo tratado com ASE em
comparagdo ao grupo nao tratado. Nossos dados de peso corroboram os resultados
encontrados por Oliveira et al. (2010), mesmo que iniciando o tratamento com ASE

apos oito semanas de dieta hiperlipidica. Isto demonstra o efeito terapéutico do ASE no
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ganho de peso, em propor¢ao semelhante a desempenhada pela ROSU, neste modelo de

estudo.

E bem estabelecido que dietas hiperlipidicas ocasionam o desenvolvimento de
hiperglicemia nos camundongos C57BL/6 (Calligaris et al., 2013; Abdurrachim et al.,
2014). De fato, no presente estudo os animais HF8 e HF12 ficaram hiperglicémicos. O
efeito hipoglicemiante do ASE foi observado anteriormente em modelo de DM2 (De
Bem et al., 2018) e neste mesmo modelo, porém com o tratamento preventivo (Oliveira
et al., 2010). De Bem et al. (2018), analisando ratos wistar com DM?2 induzido por dieta
hiperlipidica e estreptozotocina, observaram que a associacdo do ASE ao exercicio
fisico aerdbico promoveu uma reducdo da glicemia de forma mais eficaz do que o
extrato ou o exercicio isolados. Em estudos preventivos, onde a inducdo a hiperglicemia
por dieta hiperlipidica e a administracao de ASE eram iniciadas conjuntamente, ASE
exerceu melhora da glicemia (Oliveira et al., 2010; Oliveira et al., 2015). No presente
estudo, avaliamos o efeito da administragio do ASE apds os animais ja estarem
hiperglicémicos, como observado nos animais HF8, demonstrando também o efeito

terapéutico na melhora da glicemia final.

A ROSU, por outro lado, nem sempre demonstra um desempenho favoravel em
relagdo a homeostasia da glicose e sensibilidade a insulina. Kostapanos et al. (2009)
observaram que a administragio de ROSU nas doses de 10, 20 e 40mg ao dia em
humanos com hiperlipidemia primaria foi associada a aumento dose-dependente de RI.
No entanto, o estudo possui limitacdes como o design retrospectivo, observacional e
pequena amostragem, além de curto periodo de observagdo. Em contrapartida, Fraulob
et al. (2012) encontraram resultados benéficos na dindmica da glicemia e insulina nos
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com ROSU
20mg/kg. Da mesma forma, Neto-Ferreira ef al. (2013) observaram efeitos pleiotropicos
da ROSU, como na melhora dose-dependente da intolerancia a glicose e na distribuigdo
do tecido adiposo entre compartimentos subcutaneo e visceral, neste mesmo modelo de
obesidade. Além disso, Naples et al. (2007) obtiveram achados semelhantes em
hasmters com RI tratados com 10 mg/kg/dia de ROSU, por 10 dias. Em nosso estudo,

entretanto, ndo observamos uma melhora significativa da glicemia pela ROSU.

Como a ROSU ¢ um farmaco que melhora o perfil lipidico de forma geral,

com diminui¢do de LDL, de colesterol total e de TG (Anderson et al., 2016; Grundy e
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Stone, 2018), encontramos em nosso estudo o resultado esperado na melhora destes trés
pardmetros nos animais tratados com a ROSU. Resultados bem semelhantes foram
obtidos no grupo tratado com ASE. Este efeito do ASE no perfil lipidico foi
demonstrado anteriormente em estudos preventivos (Oliveira et al., 2010; Oliveira et
al., 2015), onde a administracdo de ASE foi iniciada concomitantemente com a dieta
hiperlipidica, porém, notamos agora um efeito terapéutico, ou seja, com o tratamento
iniciado apds os animais ja estarem com o perfil lipidico alterado pela dieta, conforme
observado no grupo HFS8. Este fato ¢ relevante, pois na rotina clinica os tratamentos
costumam ser prescritos apos o paciente ja estar dislipidémico. Conforme sugere o
estudo de Oliveira et al (2015), o efeito do ASE na diminui¢ao do colesterol pode se dar
pelo aumento da excrecdo de colesterol e maior expressdo de pAMPK no figado, que

modula negativamente a HMG-CoA redutase, enzima alvo da ROSU.

A obesidade ou dieta rica em lipideos levam a niveis elevados de AGL
circulantes ¢ ao acumulo excessivo de lipidios no miocardio, gerando lipotoxicidade
cardiaca, com inflama¢do e EOx, o que leva a HVE tanto em camundongos como em
humanos (Liao, 2004; Van Gaal et al., 2006; Abdurrachim et al., 2014; Zeng et al.,
2015; Boardman et al., 2017). No presente estudo, a razdo peso do
coragdo/comprimento da tibia foi maior em todos os grupos alimentados com dieta
hiperlipidica quando comparando com o grupo controle. J4 na 8 semana de dieta
hiperlipidica os animais do grupo HF8 apresentaram uma hipertrofia do SIV que se
estendeu e agravou nos animais do grupo HF12. Os tratamentos com ASE ¢ ROSU
desempenharam uma melhora neste parametro, tendo menores espessuras do SIV do

que a do grupo HF12.

O mesmo nao ocorreu com as medidas da PL, aumentadas em todos os grupos
de dieta hiperlipidica, e do limen do VE, aumentadas em todos com dieta hiperlipidica
por 12 semanas, onde os tratamentos ndo desempenharam efeito durante o periodo
avaliado. A obesidade ocasiona maior volume de sangue e ja foi observado neste
modelo que a dieta hiperlipidica e obesidade podem gerar um aumento da pressao
arterial (Santos et al., 2019). Estes fatores podem gerar um estresse pos-carga, o que
poderia parcialmente explicar a dilatagdo da camara do VE. Wang et al., (2012)
investigaram o papel da indu¢do e redugdo da obesidade causada por dieta hiperlipidica

na funcdo e remodelamento cardiacos nos camundongos C57BL/6J, também
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observando nos animais obesos um aumento da razao peso do coracdo/comprimento da
tibia e do didmetro diastolico final do VE, além de demais parametros de fun¢ao
cardiaca alterados. Estas alteragoes, além de EOx e inflamagao, foram atenuadas com a
redugdo da obesidade, o que sugere que a perda de peso, por si s0, ja desempenhe algum
papel na melhora destes parametros que costumam estar aumentados na obesidade. Em
contextos semelhantes de C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica, foram também
observados aumento da massa do VE (Costa et al., 2011; Abdurrachim et al., 2014) e
aumento do tamanho do coracdo com espessamento do SIV e da PL, sem alteragdao do
diametro interno do VE, constatando-se remodelamento cardiaco por hipertrofia
concéntrica (Calligaris ef al., 2013). Ja em Pereira-Silva et al. (2019), o efeito da dieta
rica em lipideos, sacarose ¢ sodio nos C57BL/6 machos gerou hipertrofia do coragdo
com dilatagdo do limen do VE, porém as espessuras do SIV e PL ndo foram alteradas
por essa dieta. Em ratos obesos (dieta hiperlipidica 45% por 15 semanas) foram
observadas anormalidades estruturais nos cardiomiocitos, alteragdes nas mitocondrias,
auséncia ou desorganizagdo dos miofilamentos, anormalidades no reticulo
sarcoplasmatico e presenca de grande quantidade de goticulas lipidicas entre as

miofibrilas (Leopoldo ef al., 2010).

Moléculas com propriedades antioxidantes podem auxiliar na mitigagdo e no
tratamento destes efeitos danosos ao cora¢do que ocorrem na obesidade. No contexto de
tratamento com compostos naturais, Zeng et al. (2015) observaram que curcumina
suprimiu o remodelamento cardiaco causado por dieta hiperlipidica em camundongos,
atribuindo este resultado as acdes anti-inflamatoria e antioxidante da curcumina. Bagul
et al., (2015) demonstraram que o resveratrol, um composto fenolico isolado, atenuou a
hipertrofia cardiaca em ratos, induzida por dieta rica em frutose. E provavel que o
conteudo de compostos fendlicos de ASE tenha desempanhado o efeito observado na
atenuacao da espessura do SIV, pois, além de acdo antioxidante, estudos prévios com
ASE demonstraram agao vasodilatadora e anti-inflamatoria (Rocha 2007; Oliveira et al.,
2010; Da Costa et al., 2012; De Moura et al., 2012; Oliveira et al., 2015), agdes estas
que influenciam de forma benéfica no remodelamento cardiaco adverso. Além disso, em
ratos submetidos a infarto do miocardio, o tratamento preventivo com ASE por 4
semanas evitou a hipertrofia cardiaca (Zapata-Sudo et al., 2014). Agora observamos os
efeitos do tratamento com ASE diretamente no remodelamento cardiaco, em contexto

de obesidade induzida por dieta, onde por 4 semanas, ASE agiu terapeuticamente na
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espessura do SIV, mas nao nos demais parametros morfologicos avaliados durante este

periodo.

No estudo de Wang et al. (2017) foi observado que ROSU pode agir de maneira
benéfica na func¢do e hipertrofia cardiacas, onde ratos induzidos a hipertensao e tratados
com ROSU tiveram menor hipertrofia dos cardiomiécitos. J& Morimoto et al. (2015)
relataram que tratamentos em humanos dislipidémicos com ROSU ou Pitavastatina, nao
resultaram em melhora da disfunc¢do diastdlica, que ¢ uma condicdo relacionada a
hipertrofia e fibrose no miocardio. Outros estudos, no entanto, relatam beneficio de
estatinas no remodelamento cardiaco em roedores (Takemoto et al., 2001; Hermida et
al., 2013), em caes (Zaca et al., 2007; Zaca et al., 2012) ¢ em humanos (Lee et al,
2002). E sugerido que os mecanismos através dos quais as estatinas desempenham este
efeito seja parcialmente por a¢do antioxidante e anti-inflamatoria, envolvendo a inibigdo
da geracdo de EROs e de TNF-a (Takemoto ef al., 2001; Lee et al., 2002; Liao, 2004;
Zaca et al., 2007; Zaca et al., 2012). Além disso, outros efeitos da ROSU ndo ligados ao
metabolismo de lipideos, como o aumento de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), contribuindo para a angiogénese ¢ melhora da fun¢do endotelial, podem
contribuir para os efeitos inibitorios de hipertrofia cardiaca e melhora da fun¢do do VE

(Liao, 2004; Erbs et al., 2011; Zaca et al., 2012).

No grupo HF+ASE a expressdao de Nrf2 no coragdo foi maior que no grupo
HF12. Foi demonstrado que o agai ocasiona aumento da expressdo de Nrf2 em
astrocitos, in vitro (Ajit et al., 2016) e no hipocampo e cortex frontal de ratos (Poulose
et al., 2017). Ainda, Soares et al. (2020) viram que a expressao de Nrf2 foi aumentada
no musculo esquelético de ratos submetidos a exercicio aerdbico associado ao ASE. Em
nosso estudo também foi observada a maior ativacio de Nrf2 no cora¢do pelo
tratamento com ROSU. Wang ef al. (2017) sugerem que a melhora da hipertrofia
cardiaca ocasionada pela ROSU ¢ parcialmente mediada pela via do Nrf2. A ativagdo da
via do Nrf2 ¢ relacionada ao aumento da capacidade antioxidante intracelular e
regulacdo de enzimas de fase II, que detoxificam xenobidticos, tornando-os mais
hidrofilicos (Ma, 2013; Zhang et al., 2013; Tonelli et al., 2018). Polifendis sao
metabolizados como xenobidticos e exercem efeito hormético, ativando a via do Nrf2
que influencia positivamente a producdo de uma gama de enzimas e moléculas
antioxidantes (Sandoval-Acuna et al., 2014; Franco et al., 2019; Gonzalez-Paramas et

al., 2020), como a sintese e manutencao dos niveis de GSH e da enzima GPx (Ma,
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2013; Tonelli et al., 2018). Em nosso estudo, tanto a atividade quanto a expressao da
enzima GPx no coragdo foram maiores no grupo HF+ASE, o que reforca a hipotese de
que os efeitos desempenhados pelo ASE no coragdo estejam parcialmente relacionados

a sua acao antioxidante, e que esta a¢do seja parcialmente mediada pela via do Nrf2.

Estudos prévios que também analisaram o efeito do ASE na atividade e na
expressao das enzimas antioxidantes aqui avaliadas, SOD, CAT e GPx, obtiveram
resultados diversificados a depender do tecido e contexto. No modelo de ratos 2K-1C,
ASE promoveu o aumento da atividade das 3 enzimas SOD, CAT e GPx nos rins ¢ no
LAM, assim como aumento da expressao de SODI ¢ SOD2 no LAM, mas no rim
somente aumentou a expressdao da SOD1 (Da Costa et al., 2012; Da Costa et al., 2017).
No tratamento de C57BL/6 submetidos a dieta hiperlipidica, também houve aumento da
atividade destas 3 enzimas no figado (Oliveira et al., 2015), porém, no tecido adiposo
visceral, somente SOD e GPx tiveram suas atividades aumentadas, mas ndao a CAT
(Santos et al., 2020). J4 De Moura et al. (2012), analisando os pulmdes dos C57BL/6
com inflamagdo induzida por fumaga de cigarro e tratados por ASE, notou a diminuigo
da atividade das 3 enzimas (SOD, CAT e GPx). Nossos resultados mostram que nos
casos onde a dieta hiperlipidica ndo gerou diminuicdo da expressdo de enzimas, o
tratamento também ndo exerceu influéncia sobre as mesmas, com excecao da expressao
de GPx no coracdo, porém, apesar do HF12 ter apresentado tendéncia a diminuicao, a
diferenca nao chegou a ser estatistica e, comparativamente, o HF+ASE demonstrou
aumento. Nos casos onde a dieta influenciou negativamente a expressao enzimatica,
como a CAT e uma tendéncia a diminui¢do da GPx, ambos os tratamentos atuaram
impedindo a diminuicdo da CAT e o tratamento com ASE ocasionou maior expressao

da GPx, comparando ao grupo HF12.

Considerando que a degradacdao de peroxidos através de enzimas como a GPx
(que estava aumentada em nosso estudo) seja um dos mecanismos pelos quais a via do
Nrf2 influencia a homeostase de EROs e ERNs, além da sintese de agentes redutores
(como GSH e NADPH) e da regeneragdo de moléculas oxidadas, (exemplo: GSSG ¢
reduzida pela GSR) (Ma, 2013; Tonelli ef al., 2018), € plausivel inferir que mesmo com
a diminuigao das atividades da SOD e CAT observadas no presente estudo, o aumento
da atividade da GPx, assim como o aumento da expressdo de GPx e de CAT em relagdo
ao HF12, possam ter contribuido para os resultados benéficos de ASE em relacdo ao

HF12, efeitos estes associados a agdo antioxidante. Além disso, polifenois podem
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também exercer agdo antioxidante diretamente na mitocondria, independente da
atividade das enzimas aqui avaliadas (Sandoval-Acuna et al., 2014; Franco et al., 2019).
Ademais, Schaus et al. (2006) demonstraram que o fruto de Euterpe oleraceae exibiu
notavel capacidade antioxidante sobretudo de superoxido, a ERO neutralizada pela
SOD, além de capacidade antioxidante contra o radical hidroxil, uma ERO
extremamente reativa, e também contra a ERN, peroxinitrito. Somado a isso, Rodrigues
at al. (2006) também demonstrou a capacidade antioxidante a estas espécies reativas ao
avaliar um extrato alcodlico feito com o caroco do agai. Sendo assim, tanto a polpa
quanto extrato do caroco do acai demonstram atividade antioxidante scavenger, o que
aumenta a capacidade antioxidante do organismo independente das agdes antioxidantes
enzimaticas. Isso pode ter contribuido para os efeitos benéficos observados no presente

estudo, mesmo com diminuicao da atividade de algumas enzimas antioxidantes.

Neste estudo, ndo observamos diferenga significativa entre os grupos no dano
oxidativo medido pelos niveis de MDA no coragao. Isso vai de acordo com os achados
de Cordeiro et al. (2015) que, apesar de também ndo terem encontrado diferenca nos
niveis de MDA no coragdo (em modelo SHR), observaram diferenga na carbonilagio de
proteinas, uma outra medida de dano oxidativo, porém em proteinas, ndo avaliada no

presente estudo.

A SIRT-1 também influencia na capacidade antioxidante e anti-inflamatoria
(Bonda et al., 2011; Bagul et al., 2015; D’Onoftrio et al., 2018; Alegre et al., 2020).
Ambos os tratamentos com ASE e ROSU promoveram maior expressao de SIRT-1 no
coragdo, quando comparado ao grupo HF12. Este resultado ¢ coerente com resultados
encontrados na literatura, onde nota-se que o polifenol resveratrol, ao ativar mais a
SIRT-1 promove maior desacetilacdo do complexo NF-kB, atenuando inflamagao, EOx
e a hipertrofia cardiaca (Bagul ef al., 2015). Além disso, SIRT-1 interage com FOXO1,
aumentando expressao génica de CAT (Alcendor et al., 2007; Alegre et al., 2020), o
que ¢ coerente com nosso resultado de maior expressdo da CAT no coragdo, por ambos
os tratamentos. Soares et al. (2020) avaliou o efeito de ASE no musculo esquelético de
ratos submetidos a exercicio aerdbico e também observou maior expressdo de SIRT-1.
Vale também ressaltar que no estudo de Alcendor et al. (2007) foi observado que um
aumento leve a moderado da expressdo de SIRT-1 em coragdes de camundongos
adultos foi associada a diminuicdo de hipertrofia cardiaca, porém, quando esta

superexpressao foi muito elevada, foi associada a situacdes patologicas como EOX.



65

Uma superexpressao ainda maior aumentou a hipertrofia e diminuiu a fun¢ao cardiaca,
estimulando assim o desenvolvimento de cardiomiopatia. Concluindo, sugeriram que a
expressdo leve a moderada de SIRT-1 retarda o envelhecimento do coracdo, ao passo

que uma expressao muito alta induz cardiomiopatia (Alcendor ef al., 2007).

O resultado do tratamento com ROSU em nosso estudo estd de acordo com os
achados de Liu et al (2019) que analisaram a expressao da SIRT-1 nos C57BL/6
submetidos a dieta hiperlipidica e também acharam menor expressdo desta proteina,
com maior expressdo no grupo tratado com Atorvastatina que, apesar de diferente de
ROSU, ¢ também uma estatina e apresenta o mesmo mecanismo de agdo. Em estudos
avaliando o efeito da ROSU sobre a expressao de SIRT-1 in vitro (Lin ef al., 2014) e no
tecido adiposo de ratos alimentados com dieta hiperlipidica (De Las Heras et al., 2013),

também foi observada a maior expressao de SIRT-1.

A expressdo das enzimas MMP-2 e NOX4 no coragdao nio foram diferentes entre
os grupos. Como no presente estudo a dieta hiperlipidica ndo alterou as expressdes de
MMP-2 ¢ NOX4 no coragao, os tratamentos com ASE e ROSU também nao exerceram
influencia sobre elas. Todavia, de acordo com estudos que avaliaram os efeitos de ASE
sobre a expressao dessas enzimas (Da Costa et al., 2012), ¢ plausivel especular que em
modelos onde as expressoes destas encontram-se alteradas, ASE possa modulé-las.
Ainda, Da Costa et al. (2012) encontrou maior atividade da enzima MMP-2 no LAM de
ratos hipertensos (2K-1C). O tratamento com ASE reduziu essa atividade nos animais
hipertensos, mas nio exerceu influéncia nos animais normotensos. E possivel também
que a dieta hiperlipidica e EOx, apesar de ndo terem afetado a expressdo, possam ter
aumentado a atividade da enzima MMP-2 e de outras metaloproteinases da MEC do
coracdo. De fato, Silva-Bertani ef al. (2020) viram que ratos com obesidade induzida
por dieta hiperlipidica tiveram aumento da atividade de MMP-2 no miocardio, o que foi
relacionado com o aumento de leptina nestes animais obesos, relacao esta que também
foi confirmada por Schram et al. (2010) in vitro. Em Hermida et al. (2013), ao
observarem que ROSU atenuou a ativagdo de MMP-1, uma outra metaloproteinase
presente no coragdo, ressalta-se que ndo se pode excluir o fato de que outras
metaloproteinases também influenciem no remodelamento cardiaco e que, inclusive,
possam ser moduladas por ROSU. No entanto, no contexto do presente estudo, ndo
observamos modulagdo da expressio de MMP-2 pela ROSU, ao menos quando a

expressao desta enzima nao foi alterada pela dieta hiperlipidica.
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A dieta hiperlipidica por 12 semanas, mas ndo por 8 semanas, causou
remodelamento da aorta toracia, com aumento da espessura da tinica média e da
deposicdo de coladgeno. Estes dados corroboram dados encontrados na literatura,
demonstrando que a dieta hiperlipidica promove estas mudangas estruturais na aorta
deste modelo, onde a inflamagao tem papel fundamental (Abdurrachim et al., 2014;
Santana et al., 2014; Krueger et al., 2017). O tratamento com ASE melhorou estes
parametros, o que ¢ coerente com estudos onde, apesar de modelos diferentes, o ASE
foi capaz de melhorar o remodelamento vascular no LAM (Da Costa et al., 2012) e
maior deposi¢do de colageno nos rins (Da Costa et al., 2017) e no coragdo (Zapata-Sudo
et al., 2014). Nossos resultados do grupo HF+ROSU também sdo coerentes com outros
estudos onde ROSU, embora em modelo diferente, atenuou o remodelamento da aorta
(Lv et al., 2020) e a deposicdo de coldgeno (Hermida et al., 2013). A aorta pode
adaptar-se mecanicamente a elevagdo da pressdo arterial, mas quando héa inflamacgao
acentuada, pode levar a um remodelamento adverso persistente, caracterizado
principalmente por fibrose envolvendo a MEC. Essa fibrose parece ocorrer por meio de
um aumento acentuado na taxa de deposi¢cdo de colageno sem um acompanhamento
compensatorio da taxa de degradacdo do mesmo (Latorre et al, 2019). Controlar a
inflamacao, portanto, parece ser chave para a redu¢ao do remodelamento e deposi¢ao de

colageno desregulada.

De forma semelhante a observada no corag¢dao, ambos os tratamentos também
levaram a maior expressao de Nrf2 na aorta quando comparado ao grupo HF12, porém,
ndo foram diferentes do grupo controle. Isto pode parcialmente explicar os dados
obtidos sobre a estrutura da aorta, visto que esta ¢ influenciada pelo EOx. Foi observado
que Atorvastatina induz nos vasos de murinos uma elevacdo de Heme Oxigenase 1
(HO-1), uma enzima antioxidante cujos niveis estdo relacionados a via do Nrf2 (Ali et
al., 2009). Ainda, Kopacz et al. (2020) verificaram que Sinvastatina evitou a
diminui¢ao de Nrf2 em aorta abdominal de camundongos C57BL/6 e que isso ajudou a
evitar aneurisma na aorta abdominal. E bem descrito que ROSU desempenha agdo anti-
inflamatoria e antioxidante (Davignon, 2004; Lv et al., 2020). Somando estes achados
aos nossos resultados, ¢ plausivel sugerir que ROSU também evite o EOx na aorta

toréacica a partir da via do Nrf2.

Observamos agora este efeito na aorta também mediado por ASE. Como as

EROs na vasculatura levam ao aumento da proliferacdo e migracdo celular, com
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inflamacao e alteragdes na MEC, onde todos estes fatores podem levar a hipertrofia e
remodelamento vascular (Schulz ef al., 2011), a maior ativagdo de Nrf2 pelo ASE pode
parcialmente justificar os resultados na estrutura da aorta deste grupo. Quanto a SIRT-1,
diferente do ocorrido no coragdo, os tratamentos nao foram capazes de aumentar a sua

expressao na aorta dos animais com dieta hiperlipidica.

Das enzimas antioxidantes na aorta, somente a SODI1 (citosolica) demonstrou
diferente expressao entre os grupos. Tanto o grupo HF12 quanto HF+ROSU tiveram a
SOD1 menos expressa, enquanto que o tratamento com ASE manteve a expressao dessa
enzima nos niveis do grupo controle. E um dado curioso, visto que no cora¢do nio
houve alteracdo da expressao dessa enzima, entretanto, € coerente com dados prévios de
ASE promovendo este efeito no LAM e no rim de animais hipertensos (Da Costa ef al.,
2012; Da Costa et al., 2017). Assim como no coracgao, na aorta o tratamento com ASE
somente desempenhou efeito na expressdo de enzimas antioxidantes quando esta fora

alterada pela dieta hiperlipidica.

Em nosso estudo nao foi observada alteracao na expressao da MMP-2 na aorta.
No entanto ¢ possivel que sua atividade tenha sido diferente entre os grupos, assim
como espressdo ¢ atividade de outras MMP, pois no LAM, ASE demonstrou
desempenhar menor ativacdo de MMP-2 (Da Costa et al., 2012). Todavia, diferente do
coragdo, notamos maior expressdo da enzima NOX4 na aorta dos animais HF12. Na
aorta, NOX4 ¢ responsavel por grande produgcdo de H202 que, em quantidades
fisiologicas, ¢ necessaria, mas quando a producdo de H202 ¢ exacerbada, torna-se
prejudicial e pode contribuir para o remodelamento (Cremonini et al., 2019; Wang et

al., 2020).

Inflamacdo induz expressdo de NOX4 na aorta através da via TNF-a / NF-kB
(Manea et al., 2010). Outro grande indutor de NOX4 ¢ o Transforming Growth Factor
(TGF-B) (Rezende et al., 2016). E possivel que a maior expressio de NOX4 no grupo
HF12 tenha ocorrido em parte por inflamagdo e também por maiores niveis de TGF-f3,
ambos relacionados a hipertrofia da aorta (Buday et al., 2010), o que também ocorreu
neste grupo. Todavia, como ndo avaliamos o TGF-f, apesar de plausivel, esta hipotese
ndo pode ser confirmada neste estudo. Vendrov et al. (2015) ressaltam que niveis
aumentados de EROs mitocondriais foram associados a expressao aumentada de NOX4

mitocondrial em células de musculo liso vascular da aorta, e sua supressao diminuiu os
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niveis de EROs produzidos pelas mitocondriais. Sugerem entdo que a NOX4 seja
mediadora de DCV no envelhecimento, em condigdes hiperlipidémicas e que a
regulacdo da atividade e expressdo de NOX4 e o uso de antioxidantes mitocondriais
sejam abordagens potenciais para reduzir as DCV (Vendrov et al, 2015). Em nosso
estudo mostramos que somente o tratamento com ASE foi capaz de reduzir a expressao
de NOX4 na aorta dos camundongos obesos. Este resultado corrobora dados publicados

previamente pelo nosso grupo em LAM de animais hipertensos (Da Costa et al., 2012).

A enzima CAT neutraliza H202, gerando 4gua e oOxigénio. Esta enzima
demonstrou maior atividade na aorta em ambos os tratamentos quando comparando ao
grupo HF12 e uma tendéncia a maior atividade que o grupo controle. A enzima GPx,
uma das principais enzimas antioxidantes, também teve sua atividade na aorta
aumentada pelos dois tratamentos quando comparada ao HF12. Os resultados na
atividade das enzimas antioxidantes (CAT e GPx) na aorta apontam para uma maior
atividade antioxidante nos tecidos dos grupos tratados. De fato, ASE também
demonstrou aumentar atividade da CAT e da GPx no LAM (Da Costa et al., 2012),
figado (Oliveira et al., 2015) e rim (Da Costa et al., 2017), mas diminui¢do nos pulmoes
com inflamacao induzida por fumaca de cigarro (De Moura ef al., 2012). As estatinas
também podem ocasionar o aumento da atividade da CAT e da GPx (Davignon ef al.,

2004; Ruiz et al., 2006; Li et al., 2010).

Na aorta, também observamos menor dano oxidativo promovido pelo tratamento
com ASE, através do 8-isoprostano, marcador de peroxidagdo lipidica. O dano
oxidativo foi menor em HF+ASE do que nos grupos HF12 e HF8, demonstrando efeito
terapéutico. O efeito antioxidante do ASE ja foi observado em outros tecidos (Da Costa
et al., 2012; Oliveira et al., 2015) e, agora foi observado na aorta tordcica através das
expressoes de Nrf2 e SODI, e atividade das enzimas CAT e GPx, sendo provavel fator
contribuidor para este resultado de menor peroxidagao lipidica na aorta. Por outro lado,
o tratamento com ROSU ndo ocasionou a diminuigdo da peroxidag¢ao lipidica na aorta e,
embora tenhamos observado neste estudo a melhora de alguns pardmetros de defesa
antioxidante com este tratamento, ndo foram suficientes para evitar a maior peroxidagao

lipidica na aorta.

As diferencas de maior expressao de NOX4, maior peroxidagdo lipidica € menor

expressao de SODI1 nas aortas do grupo HF12, sdo coerentes, visto que maior expressao
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de NOX4 produz mais H202 e este pode aumentar o dano oxidativo (Manea et al.,
2010; Wang ef al., 2020). Além disso, maior expressao de SOD1 e maior atividade de
CAT observadas no grupo HF+ASE, atenuam os danos oxidativos que podem ocorrer a
partir de O2* e H202 (Cremonini et al., 2019). Isto pode em parte também explicar o
porqué do grupo HF+ROSU também ter apresentado maior peroxidacao lipidica por 8-
isoprostano, pois, embora tenha demonstrado tendéncia a menor expressdo de NOX4
que HF12, estatisticamente teve maior expressdo de NOX4 e menor expressdao de SODI
do que HF+ASE, o que aponta para um maior efeito antioxidante do ASE na aorta ao

comparar com ROSU.

Muitas sao as variaveis que influenciam no equilibrio redox, como a quantidade
e o tempo de exposi¢do as espécies reativas (exposicdes agudas ou cronicas),
quantidade de cofatores para as enzimas antioxidantes, tecido e contexto em questdo,
tipo de inflamagdo (cronica ou aguda), entre outros fatores. Existe, portanto, uma
aparente distingdo em como os tratamentos desempenham efeitos antioxidantes nos dois
diferentes tecidos aqui avaliados, mas de forma geral, ambos os tratamentos agem no

equilibrio redox de forma a interferir beneficamente no remodelamento cardiovascular.

ASE demonstrou a¢do anti-inflamatdria por reduzir TNF-a (De Moura et al.,
2012; De Bem et al., 2018; Santos et al., 2020) e agora sugerimos este efeito também
por modular a expressdo de SIRT-1, proteina que desacetila NF-kB (Dias et al., 2015;
D’Onoftio et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Os camundongos C57BL/6 machos alimentados com dieta hiperlipidica
desenvolveram aumento de peso corporal, hiperglicemia e altera¢des no perfil lipidico.
Também desenvolveram alteracdes morfoldgicas no coragdo e na aorta toracica, além de
apresentarem dano oxidativo na aorta € um comprometimento no mecanismo de defesa
antioxidante em ambos os tecidos. Ambos os tratamentos agiram beneficamente na
evolucdo do peso corporal e no perfil lipidico, todavia, somente ASE desempenhou
efeito benéfico na glicemia. O tratamento com ASE promoveu melhoras nas estruturas
do coragdo e da aorta, bem como a¢do antioxidante nestes orgdos. O tratamento com
ROSU também promoveu melhoras nas estruturas do coragdo e da aorta, além de agdo
antioxidante nestes Orgdos, embora esta tenha sido menos expressiva que a acdo
antioxidante promovida pelo ASE. Esta diferenca entre os dois tratamentos em relagdo a
acdo antioxidante pode ser evidenciada pela acdo do ASE na expressdo e atividade da
enzima GPx no coragdo, bem como nas expressdes de SOD1 e NOX4 na aorta, além de
menor peroxidagdo lipidica. O provavel mecanismo que parcialmente explica estes
efeitos ¢ a maior ativagao da via do Nrf2 em ambos os tecidos, bem como a maior
expressdo de SIRT1 no coragdo. Este estudo abre uma possibilidade para o uso do

tratamento com ASE na obesidade e complicacdes cardiovasculares associadas.
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