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Resumo



z

Introducio: A insuficiéncia cardiaca € uma frequente complicacdo apos o infarto
agudo do miocéarido (IAM), sendo que a remodelacdo cardiaca apresenta papel de destaque
nesse cenario. O aumento do estresse oxidativo e do processo inflamatério estdo associados
com a remodelacdo cardiaca apés o IAM. Devido ao grande impacto s6cio econdmico e as
altas taxas de mortalidade, torna-se relevante a identificacdo de outros fatores que modulem o
processo de remodelacdo cardiaca e podemos destacar a suplementacdo de alimentos com
propriedades antioxidantes, como o tomate (Lycopersicon esculentum), e um de seus

principais constituintes, o licopeno.

Objetivo: Avaliar a influéncia da suplementag@o de tomate e licopeno na remodelacio

cardiaca ap6s o IAM.

Materiais e métodos: Ratos Wistar machos, com peso entre 200 e 250g, foram
submetidos ao infarto experimental ou a cirurgia simulada e alocados em seis grupos: 1)
grupo Sham (animais submetidos a cirurgia simulada) alimentado com dieta padrdo (grupo-
SC); 2) grupo Sham alimentado com dieta suplementada com licopeno Img/kg peso
corporal/dia (grupo-SL); 3) grupo Sham alimentado com dieta suplementada com tomate
(grupo-ST); 4) grupo infartado (animais submetidos ao infarto experimental) alimentado com
dieta padrdo (grupo-IC); 5) grupo infartado alimentado com dieta suplementada com licopeno
Img/kg de peso corporal/dia (grupo-IL); 6) grupo infartado alimentado com dieta
suplementada com tomate (grupo-IT). O licopeno e o tomate das dietas foram diluidos em
Oleo de milho para serem adicionados a racdo (0,5ml de 6leo/kg de peso corporal/dia) e os
grupos controles tiveram a mesma quantidade de O6leo adicionado. Apds trés meses de
observagdo os animais foram submetidos ao estudo funcional, morfométrico, e bioquimico.
Os valores obtidos foram apresentados em média + desvio padrdo. As varidveis que nao
preencheram os critérios de normalidade e de igualdade de varidncia foram normalizadas
antes da andlise. As comparagdes entre os grupos foram feitas pela andlise de variancia de
duas vias (ANOVA). Para os dados nao normalizados, foram utilizados os testes de Kruskal-
Wallis (comparagdo entre os grupos SHAM, SC, SL e ST; e entre os grupos infartados IC, IL
e IT) e Mann-Whitney (comparacgao entre os grupos SC e IC; SL e IL e ST e IT) seguidos pela
corre¢do por Bonferroni (multiplicamos o valor de p por 5, visto termos realizado 5
comparacoes). Para comparacdo dos tamanhos dos infartos: ANOVA de uma via. Para a

comparagdo da mortalidade: Chi-quadrado. O nivel de significincia adotado foi de 5%.



Resultados: Os grupos suplementados com licopeno apresentaram peso corporal
maior que os grupos suplementados com tomate € com ragdo controle. O ganho de peso
médio por grupo foi: (IC (n=13): 44,819,4%; IL (n=16): 38,1£6,1%; IT (n=15): 41,6%7,7%;
p=0,070). Até 48 horas apés a cirurgia do infarto houve mortalidade de 47% e durante o
acompanhamento morreu 1 rato SC e 1 IL. Nao houve diferenca na mortalidade entre os
grupos (p=0,601). O IAM induziu alteracdes morfolégicas e funcionais no ventriculo
esquerdo (VE). No ecocardiograma, houve aumento das camaras cardiacas esquerdas:
diametro do 4trio esquerdo (AE) e diametros e dreas sistdlica e diastdlica do VE. Houve
aumento da espessura da parede do VE quando comparados os grupos SC e IC, SL e IL, ST e
IT. O infarto aumentou o IMVE. Os grupos suplementados com licopeno apresentaram
valores menores do diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal quando
comparados aos grupos que receberam racao controle. O didmetro diastdlico do VE corrigido
pelo peso corporal foi menor nos grupos suplementados com licopeno quando comparados
aos grupos suplementados com tomate e com racao controle. O TAM aumentou o tempo de
relaxamento isovolumétrico normalizado para a frequéncia cardiaca e reduziu a fracdo de
variacdo de drea e a velocidade de encurtamento da parede posterior do VE. No estudo do
coragdo isolado, o IAM reduziu tanto a derivada positiva (+dP/dtmax) quanto a derivada
negativa (—dP/dtmax) médxima e a pressdo desenvolvida. Houve interag¢do entre o infarto e a
suplementac¢do de licopeno e tomate na +dP/dtmax e —dP/dtmax. A +dP/dtmax e a —dP/dtmax
do grupo SC foi maior que do grupo IC; dos animais do grupo SL foi maior que do grupo IL e
do ST foi maior que do grupo IT. A +dP/dtmax do grupo SC foi maior que do grupo SL.
Houve interacdo entre o infarto e a suplementacdo de licopeno e tomate nos valores de TNF-a
e IL-10. Em relacdo ao TNF-a., o grupo IT apresentou valores menores quando comparado ao
grupo IC e ST. Em relacdo aos valores de IL-10, o grupo IT apresentou valores menores que o
grupo ST. O IAM provocou diminui¢do dos valores de IFN-y. Nao houve diferenca em
relacdo a expressao do NF-xB total e fosforilado e na relacdo entre os dois. O infarto
provocou aumento da expressdo de NF-xB fosforilado e o coldgeno tipo III e diminui¢ao do
Nrf-2. Houve diferenga na drea seccional do midcito entre os grupos SC e ST e SC e SL. O
grupo IT apresentou menores dreas do que o grupo IC. A concentracdo de hidroperéxido de
lipidio foi maior no grupo IC do que no SC. Em relacdo a catalase, houve interacdo entre os
fatores infarto e a suplementacdo de tomate e licopeno. O grupo IC apresentou atividade da
CAT menor em comparacao com o grupo SC. O grupo ST apresentou atividade de catalase

maior que o SL e SC. Os grupos IT e IL também apresentaram atividade de catalase no

8



miocardio maiores que o grupo IC. Para a super6xido dismutase, esta foi menor no grupo SC
em relag@o ao grupo SL e sua atividade foi ainda menor no grupo ST. Nos grupos submetidos
ao IAM e suplementados com tomate ou licopeno apresentaram atividades de superéxido
dismutase menores que o grupo IC. Em relacdo a glutationa peroxidase houve interacdo entre
as variaveis. O grupo IC apresentou atividade da GSH-Px no miocardio menor que o grupo
SC, o mesmo ocorrendo entre os grupos suplementados com licopeno IL e SL, e com tomate
IT e ST. Nos grupos Sham a suplementacdo com tomate e licopeno aumentaram a atividade
da glutationa peroxidase em relacdo ao grupo SC, mas esse aumento foi maior no grupo ST
que no SL. Nos grupos submetidos ao infarto apenas a suplementagdo com tomate aumentou

as concentragdes miocardicas da glutationa peroxidase.

Conclusao: Em conclusdo, a suplementacdo de tomate e licopeno atenuou o processo
de remodelacdo cardiaca. A suplementacio de licopeno atenuou o estresse oxidativo cardiaco
e a suplementacio de tomate tanto o estresse oxidativo quanto o processo inflamatério nesse
modelo. E interessante observarmos que a suplementacdo de tomate foi mais efetiva em
atenuar o estresse oxidativo que a de licopeno isolada, sugerindo maior beneficio da

suplementagdo do tomate.



Abstract



Introduction: Heart failure is a common complication after the acute myocardial
infaction (AMI), and cardiac remodeling has a prominent role in this scenario. Increased
oxidative stress and inflammation are associated with cardiac remodeling after AMI. Due to
the great economic and social and high mortality rates, it’s important to identify other factors
that modulate the process of cardiac remodeling and among this factors are the
supplementation of foods with antioxidant properties, such as tomato (Lycopersicon

esculentum), and of its primary constituents, the lycopene.

Objectives: Evaluate the influence of tomato and lycopene supplementation in cardiac

remodeling after AMI.

Methods: Male Wistar rats, weighing between 200 and 250g, were submitted to the
experimental infarction or sham surgery and divided into six groups: 1) Sham group (animals
undergoing sham surgery) fed a standard diet (SC group); 2) Sham group fed diet
supplemented with 1 mg lycopene/kg body/day (SL group); 3) Sham group fed diet
supplemented with tomato (ST group); 4) infarcted group (animals submitted to experimental
infarction) fed a standard diet (IC group); 5) infarcted group fed diet supplemented with 1 mg
lycopene/kg of body weight/day (IL group); 6) infarcted group fed diet supplemented with
tomato (IT group). The lycopene and the tomato were dilute in corn oil to be add into the diet
(0.5 ml of corn oil/kg body weight/day) and the standard group received the same oil. After
three months of observation the animals underwent functional, morphometric and biochemical
analysis. The values were expressed as mean * standard deviation. The variables that did not
meet the criteria of normality and equal variance were normalized before analysis.
Comparisons between groups were made by two-way analysis of variance (ANOVA). For
non-normalized data, we used Kruskal-Wallis test (comparison between the Sham groups, SC,
SL and ST, and between the infarcted groups CI, IL and IT)) and Mann-Whitney (comparison
between the SC and IC groups; SL and IL and ST and IT) followed by Bonferroni correction
(p value was multiplied by 5, as we have performed 5 comparisons). For comparison of
infarct size we used one-way ANOVA. For mortality comparison Chi-square test wasused.

The significance level was 5%.

Results: The groups supplemented with lycopene showed higher body weight than the

supplemented groups with tomatoes and control diet. The average weight gain per group was:
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(IC (n=13):44.8 £9.4%; IL (n = 16): 38.1 £ 6.1%; IT (n = 15): 41 6 = 7.7%; p = 0.070). Up
to 48 hours after myocardial infarction the mortality was 47% and during the follow up there
were 1 death in SC group and 1 in IL group. There was no difference in mortality between the
groups (p = 0.601). In the echocardiographic analysis, the AMI induced morphological and
functional changes in the left ventricle (LV). There was enlargement of the left heart
chambers: diameter of the left atrium (LLA) and systolic diameters and areas and diastolic LV.
There was an increase in the thickness of the L'V wall when compared to SC and IC groups,
SL and IL groups, ST and IT groups. Myocardial infarction increased LVMI. The groups
supplemented with lycopene had lower values of left atrial diameter adjusted for body weight
when compared to the control diet groups. The LV diastolic diameter corrected by body
weight was lower in groups supplemented with lycopene compared to groups supplemented
with tomato and control diet. The IAM increased the isovolumetric relaxation time corrected
by heart rate and reduced the area variation fraction and the L'V posterior wall shortening
velocity. There was a reduction in LV shortening in the comparison between infarcted with
Sham groups. In the isolated heart study, the AMI reduced both the maximum rate of
ventricular pressure rise (+dP/dt max) as the decreased maximum rate of ventricular pressure
rise (-dP/dt max) and the maximum developed pressure. There was interaction between the
infarction and supplementation of lycopene and tomato on + dP/dt max and -dP/dt max. The
+dP/dt max and -dP/dt max were higher in SC group than in IC group; higher in SL group
compared with IL group, and higher in ST group compared with IT group. The +dP/dt max
was higher in SC group compared with SL group. There was interaction between the
infarction and supplementation of lycopene and tomato in TNF-a and IL-10 values. In
relation to TNF-a, the IT group showed lower values when compared to IC and ST groups.
Regarding IL-10 values, the IT group showed lower values than the ST group. The AMI
decreased IFN-yvalues. There was no difference in relation to Nrf-2 expression, total and
phosphorylated NF-kB, and the ratio between total/phosphor NF-kB. Myocardial infarction
increased phosphorylated NF-kB and type III collagen expression. The myocyte cross
sectional area was higher in SC group compared to SL and ST groups. The IT group had
smaller areas than the IC group. The concentration of lipid hydroperoxide was higher in IC
group than in the SC group. Regarding catalase, an interaction between myocardial infarction
and supplementation of tomato and lycopene was observed. The IC group showed lower CAT
activity compared with the SC group. The ST group showed higher catalase activity than the
SL and SC groups. The IT and IL groups also showed higher catalase activity in the
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myocardium that the IC group. Regarding superoxide dismutase, its activity was lower in the
SC group compared to SL group, and lower in ST group compared with SL. In addition,
infarcted animals, supplemented with tomato or lycopene showed lower superoxide dismutase
activities that the IC group. Regarding glutathione peroxidase activity, there was no
interaction between variables. The IC group had GSH-Pxactivitylower than the SC group, as
well as between the groups supplemented with lycopene, IL and SL, and between the groups
supplemented with tomato. In Shamgroups supplementation with tomato and lycopene
increased the activity of glutathione peroxidase in relation to SC, but this increase was higher
in the ST group compared to SL group. In the groups submitted to myocardial infarction, only

tomato supplementation increased myocardial concentrations of glutathione peroxidase.

Conclusion: In conclusion, lycopene and tomato supplementation attenuated cardiac
remodeling after myocardial infarction. Lycopene supplementation attenuated cardiac
oxidative stress and tomato supplementation both oxidative stress and the inflammatory
process in this model. It is interesting to observe that tomato supplementation was more
effective in attenuating oxidative stress that isolated lycopene, suggesting greater benefit with

tomato supplementation.
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Introducdo



As doengas cardiovasculares sdo as principais causas de morte no mundo. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, em 2030, as doencas cardiovasculares serdo responsdveis por
aproximadamente 23,6 milhdes de 6bitos em todo o mundo. No Brasil, em 2009, elas
representaram a terceira causa de internacdes pelo Sistema Unico de Satde, com mais de um
milhdo de hospitalizacdes'>.

Dentre as doengas cardiovasculares, podemos destacar as sindromes coronarianas
agudas, principalmente o infarto agudo do miocardio (IAM) com e sem supradesnivelamento
do segmento ST. Estudos epidemioldgicos mostraram que 40% dos IAM com
supradesnivelamento do segmento ST evoluem com disfuncdo sistélica do ventriculo
esquerdo e 25% com sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca®. Logo a insuficiéncia
cardiaca é frequente complicag¢do apés o [AM.

O infarto agudo do miocérdio (IAM) € definido como foco de necrose resultante de
baixa perfusdo tecidual, com sinais e sintomas consequentes da morte celular cardiaca’.
Diversos fatores influenciam o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca apds o infarto,
sendo que a remodelacdo cardiaca apresenta papel de destaque nesse cendrio.

As alteragdes complexas na arquitetura ventricular, envolvendo tanto a regido
infartada como a nao infartada, estdo sendo estudadas nos ultimos anos com o nome de
remodelacdo ventricular ou cardiaca. A remodelacdo cardiaca é definida como alteracoes
genéticas, morfologicas e bioquimicas, que se manifestam clinicamente por mudancas no
tamanho, massa, geometria e na funcio do coraciio em reposta 2 determinada agressao®”.

O processo de remodelacdo apés o IAM apresenta algumas particularidades. A perda
aguda de midcitos que ocorre logo apds o infarto é acompanhada pela degradacdo do
coldgeno interfibrilar que mantém o alinhamento entre os midcitos. A degradacdo desse
coldgeno ocorre principalmente pela ativacdo das metaloproteinases e promove o0

deslizamento dos midcitos necréticos e o realinhamento dos mesmos em série'%!2, processo

conhecido como expansio do infarto®!'%

Em decorréncia da expansao do infarto, o ventriculo esquerdo (VE) perde sua forma
eliptica e assume a conformacgdo esférica causando elevacdo do estresse parietal diastdlico e
sistélico, principalmente na regido apical do VE. O aumento do estresse parietal € importante
estimulo para a sintese de sarcomeros, preferencialmente em série®®. Cronicamente, ocorre

aumento do raio da cavidade e redugcdo da espessura da parede ventricular esquerda,

alteracdes caracteristicas da hipertrofia excéntrica. Todas essas alteracdes também envolvem a
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regido ndo infartada e ativam os sistemas neuro-hormonais, como o sistema nervoso
auténomo simpdtico e o renina-angiotensina-aldosterona®~.

A principio, a remodelagdo cardiaca ¢ um processo adaptativo que tenta manter a
funcdo cardiaca. Cronicamente, entretanto, com a continuidade do processo, ocorre disfuncao
ventricular progressiva e morte®®. Diversos fatores estdo associados com a remodelacio
cardiaca apds o IAM e dentre eles podemos destacar o aumento do estresse oxidativo e do
processo inflamatério!!.

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo e remogao de
agentes oxidantes no organismo, decorrente da geracdo excessiva de radicais livres,
principalmente espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio, e/ou diminuicdo de
antioxidantes endégenos. Apds o IAM ocorre aumento da producao de EROs no miocérdio
isquémico. As principais fontes dessas EROs sdo as enzimas xantina oxidase nas células
endoteliais, as reagdes da cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias e a NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) oxidase mnas células inflamatorias,
principalmente neutr6filos'!.

As EROs, em quantidades micromolares, podem lesar diretamente o midcito e
desencadear diversos processos patolégicos. Em modelos experimentais de camundongos
transgénicos em que a enzima superoxido dismutase estava “superexpressa’, houve reducao
do tamanho do infarto sugerindo efeitos deletérios das EROs* 19, Além disso, o excesso de
radicais livres pode resultar em alteracdes na permeabilidade da membrana dos midcitos, em
arritmias e na reduciio da funcio sistélica'!. No entanto, a producdo de EROs em escalas
nanomolares é considerada fundamental e atua como segundo mensageiro intracelular.

Além das EROS, citocinas pré-inflamatérias também sdo produzidas pelo miocédrdio
isquémico. As EROS estimulam a producdo de citocinas pré-inflamatdrias e vice-versa. Entre
as citocinas pré-inflamatdrias destacam-se o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o
interferon gama (IFN-y). O aumento do IFN-vy e, principalmente do TNF-q, estd associado a
disfuncio ventricular, caquexia, apoptose, hipertrofia e fibrose!> !4,

Diante disso, o estresse oxidativo e o processo inflamatério sdo potenciais alvos para
atenuar o processo de remodelagdo ventricular apds o infarto.

Com a finalidade de atenuar a remodelagdo e reduzir a mortalidade apés o IAM, tem-
se utilizado, nos ultimos anos, estratégias como os inibidores da enzima de conversdao da

angiotensina II, os betabloqueadores, os bloqueadores da aldosterona e mais recentemente os

inibidores da neprilisina. No entanto, devido ao grande impacto s6cio econdmico e as altas
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taxas de mortalidade, torna-se relevante a identificacdo de outros fatores que modulem o
processo de remodelacdo ventricular'>"'7. Entre esses fatores destacam-se a suplementacio de
alimentos com propriedades antioxidantes, como o tomate (Lycopersicon esculentum), € um
de seus principais constituintes, o licopeno.

O licopeno € o principal pigmento responsavel pela coloragdo vermelha dos tomates
maduros e produtos 2 base de tomate'®. Estudos in vitro e in vivo tdm mostrado que o licopeno
atua como um potente antioxidante!®.

O licopeno é o mais eficiente sequestrador de oxigénio singlet e de radicais peroxil
entre os carotenoides. Além disso, o licopeno pode modular a producdo de enzimas
antioxidantes e de citocinas inflamatorias, principalmente devido suas a¢des no nuclear factor
E2-related factor2 (Nrf-2) e no nuclear factor kappa B (NF-kB). O Nrf-2 é um fator de
transcricdo nuclear que se liga ao elemento de resposta antioxidante (ERA) no DNA
estimulando a transcricdo de diversas enzimas antioxidantes, entre elas: a superdxido

dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a tiorredoxina®*?!

. Diversos estudos experimentais ja
mostraram que a administragdo de licopeno aumenta a expressao de enzimas antioxidantes via
Nrf-2/ERA*",

O NF-xB também € importante fator transcricional relacionado tanto ao estresse
oxidativo quanto ao processo inflamatério. Hung e colaboradores, mostraram, em estudo com
células endoteliais humanas, que a administracdo de licopeno reduziu a ativacdo do NF-xB e a
expressao da molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) via reducdo de TNF- o,

Em decorréncia de todos esses potenciais efeitos benéficos do licopeno e dos diversos
estudos epidemioldgicos que associam o seu consumo a reducao do risco cardiovascular é que
este carotenoide vem sendo estudado atualmente em modelos experimentais de agressdo ao
coracdo®®3°,

Em modelos de cardiotoxicidade aguda induzida por doxorrubicina, a suplementacao
de licopeno reduziu as alteragdes histoldgicas tanto nucleares quanto citoplasmaticas dos
midcitos causadas pelo quimioterdpico sem, no entanto, interferir com varidveis funcionais®.
Além disso, essa suplementag¢do reduziu o dano oxidativo no DNA (deoxyribonucleic acid)
avaliado pelo teste do cometa®!.

Gitenay e colaboradores mostraram em modelo de rato com deficiéncia de vitamina E
que a suplementacdo tanto de tomate quanto de licopeno reduziu o estresse oxidativo no

coragdo desses animais. Nesse estudo € interessante observar que essa reducdo foi mais

importante no grupo suplementado com tomate>>.
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O licopeno representa 90% do total de carotenoides e outros fitoquimicos presentes
nos tomates. Entretanto, a participacdo de outros carotenoides no efeito antioxidante do
tomate ndo pode ser descartada’®??. Além disso, a sinergia entre todos os fitoquimicos pode
fazer com que o tomate tenha efeito mais importante que o licopeno na reducdo do estresse
oxidativo®*. Por isso, atualmente, tem-se proposto priorizar a selecdo de alimentos e habitos
alimentares em geral ao invés do consumo de nutrientes isolados ou fatores dietéticos
especificos?>,

Em relacdo aos modelos experimentais de isquemia miocdrdica, a suplementacdo de
licopeno foi estudada em modelos de IAM induzidos por isoproterenol e de isquemia e
reperfusdo. No entanto, nesses estudos, o licopeno foi administrado antes da injdria
miocdrdica. Mohamadin e colaboradores suplementaram ratos Sprague Dawley com
4mg/kg/dia de licopeno por 21 dias e apds induziram IAM com isoproterenol. Logo apds a
lesdo os ratos foram sacrificados e os autores mostraram que a suplementacdo de licopeno
antes do IAM diminuiu a atividade das enzimas lisossomais no coragdo bem como o0s
marcadores de estresse oxidativo®®. Upaganlawar e colaboradores, utilizando o mesmo
modelo, mostraram que o tratamento prévio com licopeno 10mg/kg/dia por 30 dias atenuou as
alteracdes eletrocardiograficas, hemodinamicas, bioquimicas e a apoptose causada pelo

isoproterenol®’

. Além disso, em modelo de isquemia e reperfusdo, a suplementacdo de
Img/kg/dia de licopeno por 30 dias reduziu o estresse oxidativo, o que resultou em reducao da
injtiria mioc4rdica®.

No entanto, a influéncia do tomate e do licopeno na remodelacio cardiaca apds o [AM
ainda ndo foi estudada. Os dados e comentdrios expostos permitiram elaborar a hipétese de
que a suplementacdo de tomate e licopeno atenua a remodelacdo cardiaca apds o infarto
agudo do miocérdio. Além disso, acreditamos que a suplementacdo de tomate seja mais
benéfica que a do licopeno sozinha. Entre outros mecanismos fisiopatoldgicos, acreditamos

que a reducdo do processo inflamatério e do estresse oxidativo poderiam ser 0s processos

envolvidos nas a¢des do tomate e licopeno nesse modelo.

18



Hipotese



- A suplementacdo de tomate e licopeno atenua a remodelac@o cardiaca apds o infarto
agudo do miocardio.

- A suplementacio do tomate € mais benéfica do que a do licopeno isolado.

- A reducdo do estresse oxidativo e do processo inflamatério sdo os mecanismos

envolvidos nesse modelo.
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Objetivo



O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementagdo de tomate e licopeno na
remodelagdo cardiaca apds infarto agudo do miocérdio.
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Materiais e Métodos
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Delineamento

O protocolo da pesquisa foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu (n® 983/2012), UNESP, em
acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimenta¢ao Animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 200 e 250g, provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os animais foram submetidos ao
infarto experimental (figura 2), de acordo com método descrito inicialmente por Heimburger e

modificado por Pfeffer e colaboradores®®

, ou a cirurgia simulada (mesmo procedimento do
infarto experimental, porém, sem a oclusdo da artéria corondria).

Apo6s 7 dias da realizagdo do procedimento cirtirgico, foi realizado o primeiro estudo
ecocardiogréifico para afericdo do tamanho do infarto e da fragdo de variacdo de drea. Esse
primeiro ecocardiograma foi realizado para garantir que o tamanho do infarto era semelhante
entre os grupos infartados antes do tratamento. No final dos trés meses de acompanhamento,
foi realizado novo estudo ecocardiogréfico.

ApOs o estudo ecocardiogréfico inicial, os animais foram alocados em seis grupos: 1)
grupo Sham (animais submetidos a cirurgia simulada) alimentado com dieta padrdo (grupo-
SC); 2) grupo Sham alimentado com dieta suplementada com licopeno Img/kg peso
corporal/dia (grupo-SL); 3) grupo Sham alimentado com dieta suplementada com tomate
(grupo-ST); 4) grupo infartado (animais submetidos ao infarto experimental) alimentado com
dieta padrdo (grupo-IC); 5) grupo infartado alimentado com dieta suplementada com licopeno
Img/kg de peso corporal/dia (grupo-IL); 6) grupo infartado alimentado com dieta
suplementada com tomate (grupo-IT). O licopeno e o tomate das dietas foram diluidos em
6leo de milho para serem adicionados a racdo (0,5ml de 6leo/kg de peso corporal/dia) e os
grupos controles tiveram a mesma quantidade de 6leo adicionadas a racdo para que ndo
houvesse diferenga em relacao aos macronutrientes fornecidos pela dieta entre os grupos.

A quantidade de tomate suplementada forneceu a mesma quantidade de licopeno
(Img/kg de peso corporal/dia) que receberam os grupos suplementados apenas com este
carotenoide. A rac¢ao utilizada foi a Nuvilab (Nuvital®) moida.

O licopeno adicionado a rag¢do foi adquirido em farmécia de manipulagdo. A
concentracdo do licopeno comercial foi confirmada pela cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC) também para garantir que ele ndo apresentasse em sua formulagdo outros
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carotenoides. ApOs 0 seu preparo, a racdo foi armazenada em freezer (-14°C). Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais com livre acesso a dgua, controle de luz (ciclos de 12
horas), de temperatura (aproximadamente 25°C) e de umidade. Os animais foram observados
por trés meses.

Neste estudo utilizamos apenas os resultados de animais que apresentaram drea de
infarto avaliado pela analise histolégica maiores que 30%, pois trabalhos prévios do grupo
observaram alteracOes caracteristica de remodelacdo com drea infartada superior a essa
porcentagem.

A ingestdo de racdo foi controlada diariamente e os animais foram pesados
semanalmente durante todo o periodo experimental. Trés meses apds o infarto, os animais

foram submetidos ao estudo funcional, morfométrico, e bioquimico.

Escolha do tomate

Foram escolhidas 3 variedades de tomate (Lycopersicon esculentum), com nomes
populares de tomate cereja, tomate salada e tomate inddstria) e 3 extratos de tomate
industrializado para o preparo da racio teste. Esse teste inicial foi realizado com o objetivo de
determinar o produto mais adequado a ser adicionado a ra¢do sem alterar suas caracteristicas
fisicas e sua composicdo centesimal, garantindo que distribuicdo de macronutrientes entre as
racoes dos diferentes grupos fosse a mesma.

Foi realizada a dosagem de licopeno nesses produtos pela técnica de (HPLC) segundo
método descrito por Riso (1997) e Yeum (1996)*42. Além disso, todos os produtos foram
caracterizados quanto a: umidade (método de AACC 44-15 - 1983), cinzas (método AACC
81-31 - 1983), proteina (método AACC 16-10 - 1983) e matéria graxa (método AACC 30-20

1983)* no Laboratério de Bromatologia da Faculdade de Ciéncias Agrondomicas de
Botucatu, Campus Lageado — UNESP.

Foram testadas misturas de extrato de tomate industrializado na forma pastosa na
racdo, extrato de tomate liofilizado e tomate em pd (tomate in natura branqueado,
liquidificado, seco em estufa a 65°C por 72h e macerado para obtencdo de pé de tomate) para

optarmos pela melhor combinagao.

Aspecto geral dos produtos
A Figura 1 apresenta o aspecto visual dos extratos de tomate industrializado secos em
estufa e liofilizado e do tomate in natura branqueado e liquidificado. Observamos alterag¢des

fisicas promovidas pelos processos.
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Extrato de tomate industrializado seco em Extrato de tomate industrializado liofilizado

estufa a 65°C por 72h. em 72h.

Figura 1- Fotografias dos extratos de tomate industrializado (secos em estufa ou liofilizados).

Composicao centesimal dos produtos e dosagem de licopeno

Os resultados obtidos nas andlises da composi¢ao centesimal dos tomates in natura e
extratos de tomate industrializados analisados neste projeto estdo apresentados na Tabela 1. A
andlise dos produtos mostrou que os mesmos apresentaram valores despreziveis quanto as
concentracdoes dos macronutrientes, 0 que ndo alteraria a composi¢ao da racdo em relagcdo a
€sses compostos.

Diante disso, a escolha do produto a ser adicionado na racdo foi baseada em seu
aspecto fisico mais favordvel a adicdo e preparo da racdo e sua maior concentragdo de
licopeno.

O tomate industria apresentou maior concentracdo de licopeno (1mg de pé de tomate:
5,9ug de licopeno) e entdo foi o produto escolhido para ser utilizado em nosso estudo.

Como observado na Figura 1, o extrato de tomate industrializado seco em estufa
formou uma espécie de placa com aspecto gelatinoso, o que ndo permitia sua maceragao nem
a identificacdo dos possiveis componentes que proporcionavam esse aspecto ao produto e que
poderiam interferir no estudo.

O extrato de tomate industrializado liofilizado formou um produto com aspecto
esponjoso, 0 que também nio permitia sua maceragdo e também sugeriu a adi¢do de produtos
desconhecidos e que poderiam interferir em nosso estudo.
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O tomate industria in natura foi branqueado, liquidificado e seco em estufa. Apds
esses procedimentos ele foi macerado tornando-se um pd, produto de facil manipulacdo para

adi¢do na racdo sem alterar suas caracteristicas fisicas.

Tabela 1- Composicao centesimal dos tomates e extratos de tomate industrializados

Componentes g/100g
Matéria Atividade
Produtos graxa Cinzas Umidade Proteina de dgua
P1 - 0,60 94,27 1,23 0,28
P2 - 0,32 95,22 1,54 0,34
P3 - 0,42 95,55 1,42 0,29
P4 0,16 2,43 84,22 1,12 0,46
P5 0,13 1,95 88,77 1,06 0,43
P6 0,18 2,30 91,59 1,07 0,43
P7 - 0,42 12,90 1,28 0,32

P1: tomate cereja; P2: tomate salada; P3: tomate industria; P4, PS5, P6: extratos de tomate
industrializados; P7: p6 de tomate (tomate industria). Valores em apresentados — média de

3 dosagens.

Para que cada animal recebesse a quantidade equivalente de Img de licopeno/kg de
peso/dia, para cada quilo de racdo foi adicionado 4,2g de p6 de tomate e 7,5g de pé de

licopeno.

Infarto Experimental

Apos anestesia com cloridrato de cetamina (70mg/kg) e xilazina (1mg/kg), por via
intraperitoneal, foi realizada toracotomia esquerda, entre 0 4° e o 5° espacos intercostais. O
coracdo foi exteriorizado (figura 2) por compressdo lateral do térax e descendente anterior
ligada, a aproximadamente 2mm da origem, com fio de polivinil (5-0 Ethicon), entre a borda
do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar. A seguir, o coragdo foi rapidamente
recolocado na cavidade tordcica, os pulmdes expandidos com ventilagdo positiva com

oxigénio a 100% e o térax fechado, com aspiracdo do pneumotérax>®4°,
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Figura 2 — Infarto experimental. Exteriorizagdo do corag@o para sutura corondria a 2mm da origem, entre a borda do

atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar.

Estudo Ecocardiografico

Nos dois momentos (ecocardiograma inicial: apds a cirurgia e final: apés os 3 meses
de acompanhamento) o procedimento foi o mesmo. Os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (50mg/kg) e xilazina (Img/kg) por via intramuscular. Apds a
tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram posicionados em aparato de madeira
préprio e colocados em dectibito lateral esquerdo para realizacdo do ecocardiograma,
utilizando-se equipamento Vivid S6 da General Electric Medical Systems (Tirat Carmel,
Israel) equipado com transdutor multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz.

As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas no modo-M, obtidas com o feixe
de ultrassom orientado pela imagem bidimensional, na posicdo paraesternal eixo menor. A
imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o cursor do modo-M entre
os musculos papilares, logo abaixo do plano da valva mitral. As imagens da aorta e do 4trio
esquerdo também foram obtidas na posi¢do paraesternal eixo menor, com o cursor do modo-
M posicionado ao nivel da valva adrtica. O registro da imagem monodimensional (velocidade:
100mm/s) foi realizado por meio da impressora modelo UP-890MD da Sony Co.
Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas de acordo com as recomendagdes da
American Society of Echocardiography** e ja validadas no modelo de ratos infartados.

As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos

consecutivos. O diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura da parede
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posterior do ventriculo esquerdo (EDPP) foram medidos no momento correspondente ao
didmetro maximo da cavidade. O didmetro sistolico do ventriculo esquerdo (DSVE) foi
medido no momento da excursio sistélica maxima da parede da cavidade. As dreas diastdlicas
e sistdlicas foram medidas no modo bidimensional, por meio de planimetria, em dois planos
paraesternais: eixo maior € eixo menor. A espessura relativa do ventriculo esquerdo foi
calculada pela férmula: [(2 X EDPP)/DDVE]. O indice de massa do VE (IMVE) foi calculado
pela férmula: {[(DDVE + 2 X EDPP)* - DDVE®] X 1,04}/PC.

A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o mesmo
transdutor, operando em 5,0 MHz, na posi¢do apical quatro camaras. A funcdo diastdlica do
VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) pico de velocidade do enchimento diastdlico
inicial (onda E); 2) pico de velocidade do enchimento diastélico tardio (onda A); 3) razao
entre as ondas E e A (E/A); 4) tempo de desaceleracio da onda E (TDE); 3) tempo de
relaxamento isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e normalizados pela frequéncia
cardiaca (TRIV/RR%?). O TRIV medido corresponde ao tempo entre o fechamento da vdlvula
adrtica e a abertura da mitral

A funcdo sistélica do ventriculo esquerdo foi avaliada calculando-se a fracdao de
variacdo de drea (FVA=AD-AS/AD x 100) a velocidade de encurtamento da parede posterior
(VEPP) e a porcentagem de encurtamento endocardico [(DDVE-DSVE)/DDVE].

Estudo do coracio isolado - Preparacao de Langendorff - Avaliacao funcional ‘“in vitro”

Apoés a realizacdo do ecocardiograma, de 5 a 8 animais de cada grupo, receberam
pentobarbital sédico (50mg/kg) e heparina (1000UI) por via intraperitoneal e foram
submetidos ao estudo do coragdo isolado pela técnica de Langendorff, seguindo método ja
padronizado em nosso laboratdrio.

Os animais foram ventilados com pressdo positiva e oxigénio a 100%. A seguir, o
torax foi aberto, a aorta cateterizada com canula de metal nimero 15 e foi iniciada a perfusao
miocérdica retrégrada com solugcdo nutriente de Krebs-Henseleit que tem a seguinte
composi¢do, em mmol/l: 115 NaCl; 5,4 KCI; 1,2 MgSOs; 2,5 CaClz; 1,15 NaH2PO4; 25
NaHCOs; 11 glicose. A solugdo acima foi acrescida de manitol, na concentracdo de 8mmol,
para assegurar maior preservacdo miocardica®®. Os coracdes foram removidos da caixa
toracica e colocados em aparelho de estudo de coracdo isolado tamanho 3, tipo 830 (Hugo
Sacks Eletronic-Germany), com pressao de perfusdao constante de 75SmmHg (figura 3). A

solugd@o nutriente foi continuamente oxigenada com mistura gasosa de 95% de oxigénio e 5%
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de CO2, mantendo-se a pressdo parcial de oxigénio entre 500-600mmHg, a temperatura de
37°C, pH entre 7,3 e 7,4. O atrio esquerdo foi aberto e o dpice do ventriculo esquerdo
puncionado com agulha para drenar a cavidade ventricular, evitando-se o acimulo de liquido
no seu interior. Um baldo de latex, atado ao tubo de polietileno PE 90, foi colocado na
cavidade ventricular. A outra extremidade do tubo de polietileno foi conectada a uma torneira
de 3 vias, sendo uma das vias acoplada a um transdutor de pressao (Stathan P23 XL) e a outra
a uma seringa de Iml que permitiu a variacdo do volume do baldo intracavitirio. A
musculatura atrial direita, compreendendo o nédulo sinoatrial, foi extirpada, e um eletrodo de
marcapasso artificial colocado no miocardio do ventriculo direito para manter, artificialmente,
a frequéncia cardiaca entre 200-250bpm. Por meio da preparacdo descrita, foram obtidas
curvas de Starling com infusdo de liquido no baldo, que permite variar a pressao diastélica no
ventriculo esquerdo de 0 a 25mmHg, por meio de incrementos graduais de SmmHg,
registrando-se a pressao sistdlica correspondente a cada variacdo de volume. Nesta preparagdo
em que o coracdo opera em condicdes isovolumétricas, a pressdo desenvolvida (pressao
sistolica menos a pressdo diastélica) foi utilizada como indicadora da capacidade contratil.
Foram registradas também a primeira derivada positiva de pressdo (+dP/dtmax) e a derivada
negativa de pressdo (—dP/dtmax). Esses indices servem, respectivamente, como parametros de

funcdo sistélica e diastélica do ventriculo esquerdo®>4°,
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Figura 3: Aparato do coracdo isolado

Figura 3: Visdo geral da aparelhagem para realizacdo do estudo do corag¢do isolado com o corag¢@o do rato (indicado pela
seta) colocado no aparato ja sendo perfundido, com o baldo intraventricular alocado e com marcapasso (haste preta)

posicionado préximo aos atrios.

Eutanasia e coleta de material biolégico

Ap6s o periodo de 3 meses de observagdo, os animais foram submetidos a eutandsia
por dose excessiva de pentobarbial. Os coragdes foram retirados, dissecados e o ventriculo
direito (VD) e o VE foram separados e pesados. Em seguida, os coracdes tiveram o VE
seccionado a 4mm a partir do dpice, pelo fato deste corte refletir a média dos resultados dos
tamanhos dos infartos de cortes de todo o ventriculo. O anel do VE foi colocado em formol
tamponado (formol a 10%) por 24 horas e depois foi lavado em dgua corrente por mais 24

horas. Apds a fixagdo, os tecidos foram armazenados em alcool 70% e inclusos em blocos de
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parafina*>-4’

, obtendo-se, a seguir, cortes coronais para posterior analise histolégica. A base e
a ponta do VE foram congeladas a -80°C para posteriores dosagens bioquimicas. O sangue foi
coletado e centrifugado a 3000rpm por 20 minutos, a 4°C, e o soro foi coletado e armazenado
a -80°C. Os animais que foram submetidos ao estudo do coragdo isolado tiveram o VE
utilizado apenas para o cdlculo do tamanho do infarto por anélise histolégica, ndo tendo seus
coragdes utilizados para as outras anélises. Isso porque os procedimentos realizados durante o
estudo do coragdo isolado poderiam causar alteragdes estruturais que interfeririam em nossas

andlises posteriores. Fato este que aumenta ainda mais nosso ndmero de animais utilizados no

estudo.

Estudo morfométrico

Ap6s o estudo funcional, foi realizado o estudo morfométrico, segundo técnica ja
padronizada*’*. Cortes histolégicos de 4 micra foram realizados nos blocos de parafina e
corados com solu¢do Hematoxilina - Eosina (HE) para aferi¢do de areas seccional transversa
dos midcitos (ASM) e do tamanho do infarto, empregando-se microscopio LEICA DM LS
acoplado a camera de video, que envia imagens digitais ao computador dotado de programa
de andlise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).
Foram mensuradas de 50 a 70 células por ventriculo analisado. Os midcitos selecionados
foram seccionados transversalmente, apresentaram forma redonda e nucleo visivel no centro
da célula. Este cuidado visou uniformizar ao maximo o conjunto de midcitos dos diferentes
grupos. As dreas seccionais médias obtidas para cada grupo foram utilizadas como indicador
do tamanho celular.

O tamanho do infarto foi calculado pela soma do comprimento endocdrdico e

epicdrdico do segmento infartado em relacdo a soma do comprimento endocérdico e

epicdrdico total do ventriculo esquerdo x 100.

ELISA para quantificacio de citocinas

Para extracdo da proteina do tecido cardiaco foi adicionado 1,5 ml de tampao de
extracdo (50mM de tampao fosfato de potassio pH=7,0; 0,3nM de sacarose; 0,5 mM de DTT;
ImM de EDTA pH=8,0; PMSF 0,3mM; 10mM de NaF; inibidor de protease 1:100) a 60mg
de tecido cardiaco proveniente do septo interventricular. O material foi homogeneizado por 10
segundos, 2 vezes. O material extraido foi centrifugado por 20min a 4° C, com 12.000rpm, e o

sobrenadante coletado. A quantidade de proteina do extrato foi determinada pelo método de
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Bradford e a concentracdo final ajustada para Img/ml. Nesse extrato protéico foi avaliada a
producdo de IFN-y, TNF-a e IL-10. Placas de 96 pocos (Nunc) foram recobertas com solugdo
contendo anticorpo purificado de captura anti-IFN-y, anti-TNF-o ou anti-IL-10 (Interleucina
10) de rato (R&D Systems), diluidos em tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente durante uma noite. Apds sucessivas lavagens com
solugdo PBS— Tween 20 (0,05%), foi adicionada 300pL da solug@o de bloqueio constituida de
PBS contendo 1% de albumina, com incubagdo por 2 horas, a temperatura ambiente. Apos as
lavagem as placas foram incubadas por duas horas, a temperatura ambiente, com as amostras
e com as respectivas curvas de citocinas, diluidas na base 2 em tampao PBS contendo 1% de
albumina. Decorrido o tempo de incubacgdo, as placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos anti-IFN-y, anti-TNF-o ou anti-IL-10 de rato biotinilados durante 2 horas, a
temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente incubadas com
estreptoavidina diluida 1:200 em tampao PBS contendo 1% de albumina, durante 20 minutos,
a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e reveladas com OPD (Sigma). A reacao foi
interrompida por adi¢do de HoSO42N e a leitura realizada em 492nm*. Todos os resultados

foram ajustados para a quantidade total de proteina de cada amostra.

Analise das enzimas antioxidantese e do hidroperdéxido de lipideo

A anélise das defesas antioxidantes foi realizada por meio da determinacdo das
atividades das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), SOD e CAT tecido cardiaco. As
andlises foram realizadas apds a determinacdo das proteinas totais do tecido. Amostras de
100mg de tecido cardiaco foram homogeneizados em tampao fosfato de sédio (0,01 M) pH
7,4 e a seguir centrifugado a 12000 x g, por 30 minutos a -4°C, segundo descrito por Pereira e
colaboradores (1998). O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo de

proteinas totais (g/100g de tecido)

Determinacio da atividade da Glutationa Peroxidase (E.C.1.11.1.9.)

A atividade da GSH-Px foi determinada por meio da técnica descrita por Nakamura e
colaboradores (1974), em presenca de peroxido de hidrogénio. A mistura da reacdo foi
preparada com tampao fosfato de sdédio, azida sdédica, 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), glutationa reduzida (GSH) e glutationa redutase. Por meio da oxidagdo do

metilenotetraidrofolato redutase (NADPH?2) a 340nm na presenca de glutationa redutase, a
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qual catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG), determinou-se a atividade da GSH-Px,

expressa em nmol/mg de tecido™.

Determinacio da atividade da Superdxido Dismutase (E.C.1.15.1.1.)

A atividade da SOD foi determinada pela técnica de Crouch e colaboradores (1981),
tendo como base a capacidade da enzima em inibir a redu¢do de nitroblue-tetrazélico (NBT)
por radicais superoxido gerados pela mistura hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A
hidroxilamina gera fluxo de O* do NBT para blue-formazana em temperatura ambiente.
Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de redu¢do do NBT foi inibida, conforme a
porcentagem de SOD presente na amostra. A atividade foi expressa em nmol/mg de proteinas

totais>!.

Determinacio da atividade da Catalase (EC.1.11.1.6.)

A atividade da catalase foi determinada em tampao fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5ml
de amostra e peroxido de hidrogénio (30%). As leituras espectrofotométricas foram realizadas

a 240nm. Os resultados, expressos nmol/mg de proteinas totais™>

Determinacio da concentracio de hidroperdxido de lipideo

Foi medido por meio da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe**) medida por
hidroperéxido, com 100ul da amostra e 900ul de mistura reagente de sulfato ferroso (FeSO4)
250uM, 4cido sulfirico (H2S0O4) 25mM, xilenolorange 100uM e butil-hidroxitolueno (BHT)
4mM em 90% (v/v) metanol. A intensidade da coloragdo da reagdo foi medida
espectrofotometricamente. A concentracdo do hidroper6xido de lipideo foi expressa em

nmol/g de tecido’>.

Western blot para determinacdo da expressdo do Nrf-2, NF-xB, colageno tipo I e
colageno tipo III

A quantificagdo de proteinas envolvidas no estresse oxidativo no tecido cardiaco foi
realizada pela técnica de western blot. A quantificacdo do Nrf-2 foi realizada com o Kit NE -
PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Pierce Biotechnology), que permite a
extracdo separadamente das proteinas citoplasmadticas e nucleares. A expressao do Nrf-2 foi
determinada utilizando o extrato nuclear. A extracdo das proteinas do VE para quantificacdo

do NF-xB total e fosforilado e coldgeno tipo I e coldgeno tipo IIl foram realizadas com
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tampao RIPA, contendo inibidores de protease e fosfatase. A concentracdo de proteina dos
extratos foi analisada pelo método de Bradford53, utilizando as curvas de BSA Protein
Standard (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) como padrao.

As proteinas presentes no extrato foram aplicadas em géis de poliacrilamida contendo
dodecilsulfato de s6dio 10% para eletroforese (sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell -
Bio - Rad, Hercules, CA, EUA). Apés a eletroforese, o gel foi transferido para uma membrana
de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, EUA) e as membranas
foram cortadas de acordo com as alturas das bandas das proteinas especificas e separadas em
diferentes recipientes para a adi¢cdo dos anticorpos. A membrana foi bloqueada, por 120
minutos, com 0,5% de solugdo de leite em p6 desnatado em temperatura ambiente. A seguir, a
membrana foi incubada por uma noite a 4°C com o0s respectivos anticorpos primarios (Nrf-2
(C-20), rabbit polyclonal 1gG sc-722, na dilui¢do 1:400; e p65 NF- kB total mouse monoclonal
IgG sc-8008, na diluigdo 1:200; e NF-xB fosforilado, rabbit monoclonal 1g-G, na dilui¢ao
1:200, sc-3302; (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe). Apds trés lavagens com solucao
basal (Tris IM pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20), a membrana foi incubada por 2
horas em temperatura ambiente com anticorpo secundério (conjugado a peroxidase) adequado
para ligacdo com o anticorpo primdrio utilizado, de acordo com as recomendagdes do
fabricante (IgG anti — rabbit e goat anti- mouse 1gG, nas concentragdes 1:8.000 e 1:10.000,
respectivamente (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe) € novamente lavados em solugdo
basal trés vezes.

Por fim, a imuno-deteccao foi realizada por meio do método de quimiluminescéncia
de acordo com as instru¢des do fabricante (Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Thermo Scientific, EUA) para deteccao do anticorpo ligado a membrana e foi obtida
a autorradiografia. Os resultados obtidos para as proteinas alvo foram normalizados pelos
resultados da proteina constitutiva GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
(GAPDH (6C5) mouse monoclonal 1gG sc-32233, na diluicdo 1:10.000; Goat anti - mouse
IgG - HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europa), obtidos na mesma eletroforese diante
dos pesos moleculares diferentes das proteinas.

As bandas de interesse foram localizadas por meio de marcador de peso molecular com
peso de 100kDa para o Nrf-2, 90kDa para o coldgeno tipo I, 75kDa para o coldgeno tipo III, 65kDa
para NF-xB e 37kDa para o GAPDH. A imuno deteccdo foi realizada por meio de foto
documentador em modo de visualizacdo para luminescéncia, aparelho Gel Logic 6000 Pro

equipado com software Carestream Molecular Imaging versao 5.0 e as imagens dos blots
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geradas foram analisadas pelo programa Gel pro Image32 versdo 3.1.00 (Media Cybernetics,
Rockville, MD, EUA), que mede as bandas escuras em fundo claro do blot em unidade de

imagem denominada pixel.

Analise estatistica

Os valores obtidos foram apresentados em média + desvio padrdo. Os dados foram
testados quanto a normalidade e variancia. As varidveis que ndo preencheram os critérios de
normalidade e de igualdade de varidncia foram normalizadas antes da andlise. As
comparacoes entre os grupos foram feitas pela andlise de variancia de duas vias (ANOVA).
Para os dados que ndo conseguiram ser normalizados, utilizamos os testes de Kruskal-Wallis
(comparacdo entre os grupos SHAM: SC, SL e ST; e entre os grupos infartados IC, IL e IT) e
Mann-Whitney (comparagdo entre os grupos SC e IC; SL e IL e ST e IT) e fizemos a corre¢do
por Bonferroni (multiplicamos o valor de p por 5, visto termos realizado 5 comparagdes). Para
comparacdo dos tamanhos dos infartos foi utilizado ANOVA de uma via. Para a comparacao
da mortalidade fo1 utilizado o Chi-quadrado. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

O pacote estatistico utilizado foi o Sigma Stat for Windows versdao 3.5 (Systat

Software, Inc).
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Resultados



Peso dos animais, consumo de racao e mortalidade

Os grupos suplementados com licopeno apresentaram, ao final do experimento, peso

corporal maior quando comparados aos grupos suplementados com tomate e com rac@o

controle (Tabela 2). Os animais foram pesados semanalmente o ganho de peso médio por

grupo esta representado na figura 4.

500

450

400

SL: sham licopeno;

Figura 4: Média de ganho de peso corporal. 90 dias de experimento apds a cirurgia. SC: sham controle;

ST: sham tomate; IC: Infarto controle; IL: infarto licopeno; IT: infarto tomate.

O consumo médio didrio, em gramas, de ragdo consumida entre os grupos ndo diferiu
significativamente entre os grupos: SC (n=18) 21,610,7; SL (n=17) 22,3£1,0; ST (n=18)
22,3+1,0; IC (n=13) 21,710,5; IL (n=16) 21,8%+0,8; IT (n=14) 22,2+1,0 (p=0,418), o que
garante que todos os animais tenham recebido a mesma quantidade de licopeno suplementada
na ragao.
Os animais infartados foram divididos em 3 grupos apds o ecocardiograma inicial e
ndo apresentaram diferenca significativa no tamanho de infarto inicial: (IC (n=13):

29,7+£10,2%; IL (n=17): 29,5%8,6%; IT (n=15): 28,0£7,8%; p=0,849).
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Ao final do experimento, por meio da avaliacio histoldgica, optamos por utilizar em
nosso estudo apenas os animais que apresentaram infartos >30%, e os tamanhos dos infartos
entre os grupos também ndo apresentou diferenca significativa (IC (n=13): 44,8%19,4%; IL
(n=16): 38,116,1%; IT (n=15): 41,6£7,7%; p=0,070). Por tanto, essa varidvel ndo influenciou
nossos resultados. Foram excluidos 13 animais do grupo IC, 17 animais do grupo IL e 15
animais do grupo IT que apresentaram infartos menores que 30% pela avaliacio histolégica.

Quanto a mortalidade, até 48 horas apds a cirurgia de indug¢do do infarto houve
mortalidade de 47% dos animais. Durante o periodo de acompanhamento apenas 1 rato do

grupo SC morreu. Em relacdo aos grupos infartados, 1 animal do grupo IL evoluiu ao 6bito.

Nao houve diferenca na mortalidade entre os grupos (p=0,601).

Estudo Morfométrico

Os dados morfométricos analisados estdo apresentados na tabela 2. O IAM aumentou
o peso umido do VD de todos os grupos e também aumentou o peso do VE e do VD
corrigidos pelo peso corporal dos grupo controle e tomate. A suplementacdo com tomate
diminuiu o peso do VD quando comparados aos grupos suplementados com licopeno e com
racdo controle. Nao houve interagcdo entre o infarto e a suplementagdo dietética de licopeno ou

tomate nessas variaveis.

Estudo ecocardiografico

Os resultados obtidos pelo estudo ecocardiogrifico apds os trés meses de
acompanhamento estdo apresentados nas tabelas 3 e 4. Como era esperado o IAM induziu
alteracdes morfoldgicas e funcionais no ventriculo esquerdo (VE).

Houve aumento das camaras cardiacas (Tabela 3) esquerdas avaliadas pelo didmetro
do atrio esquerdo (AE) e pelos diametros e areas sistélica e diastélica do VE. Em relagao a
espessura da parede do VE, houve aumento quando comparados os grupos SC e IC, SL e IL,
ST e IT. Além disso, o infarto aumentou o IMVE.

Os grupos suplementados com licopeno apresentaram valores menores do diametro do
atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal quando comparados aos grupos suplementados
com racdo controle. Além disso, o diametro diastélico do ventriculo esquerdo corrigido pelo
peso corporal também foi menor nos grupos suplementados com licopeno quando

comparados aos grupos suplementados com tomate e com ragao controle.
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Em relacdo aos dados funcionais (Tabela 4), o [AM aumentou o tempo de relaxamento
isovolumétrico normalizado para a frequéncia cardiaca e reduziu a fracdo de variacdo de area
e a velocidade de encurtamento da parede posterior do VE. Logo houve piora tanto da funcao
diastdlica quanto sistdlica apds o infarto.

Os grupos suplementados com tomate apresentaram valores menores de onda A do
fluxo transmitral quando comparados aos grupos suplementados com ragdo controle. Houve
diminui¢cdo da porcentagem de encurtamento do miocardio do grupo SC quando comparado
ao IC, do grupo SL e IL, e do grupo ST em comparacao ao grupo IT.

Nao houve interacdo entre o infarto e a suplementacdo de licopeno ou tomate nas

varidveis ecocardiograficas analisadas.
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Em relag@o a analise do coracdo isolado os dados estdo apresentados na tabela 5. O
IAM reduziu tanto a derivada positiva quanto a derivada negativa maxima e a pressao
desenvolvida, sugerindo piora tanto da fungdo sistlica quanto diastélica. Houve interacao
entre o infarto e a suplementacdo de licopeno e tomate na +dP/dtmax e —dP/dtmax. A
+dP/dtmax e a —dP/dtmax do grupo SC foi maior que do grupo IC; dos animais do grupo SL
foi maior que do grupo IL e do ST foi maior que do grupo IT. Além disso, a +dP/dtmax do

grupo SC também foi maior que a do grupo SL.

Citocinas inflamatoérias

Houve interacdo entre o infarto e a suplementacdo de licopeno e tomate nos valores de
TNF-a e IL-10 (Tabela 6). Em relacdo ao TNF-o, o grupo IT apresentou valores menores
quando comparado ao grupo IC e ST. Em relagdo aos valores de IL-10, o grupo IT apresentou
valores menores que o grupo ST.

Além disso, o IAM provocou diminui¢do dos valores de IFN-y (tabela 6).
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Western blot

Nao houve interacdo entre o infarto e a suplementacdo de tomate e licopeno na
expressao do Nrf-2, NF-xB total e fosforilado e na relacdo entre os dois. O infarto provocou
diminui¢cdo na expressdo de Nrf-2 aumento da expressdo de NF-xB total e fosforilado e de
coldgeno tipo I e III entre os grupos (Tabela 7). No entanto, apenas o Nrf-2, NF-xB
fosforilado e o coldgeno tipo III apresentaram diferenca estatistica (todos normalizados pelo

GAPDH).
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Figura 5. Western blot - Nrf-2 (normalizado pelo GAPDH). ANOVA de duas vias. SC: sham controle; SL: sham licopeno;

ST: sham tomate; IC: Infarto controle; IL: infarto licopeno; IT: infarto tomate.
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Figura 6. Western blot - NF-kB (normalizado pelo GAPDH). ANOVA de duas vias. SC: sham controle; SL: sham
licopeno; ST: sham tomate; IC: Infarto controle; IL: infarto licopeno; IT: infarto tomate.
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Figura 7. Western blot - pNF-kB (normalizado pelo GAPDH). ANOVA de duas vias. SC: sham controle; SL: sham
licopeno; ST: sham tomate; IC: Infarto controle; IL: infarto licopeno; IT: infarto tomate.
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Figura 8. Western blot - NF-kB/pNF-k (normalizados pelo GAPDH): relacdo entre NF-xB e o pNF-xB; ANOVA de duas
vias. SC: sham controle; SL: sham licopeno; ST: sham tomate; IC: Infarto controle; IL: infarto licopeno; IT: infarto tomate.

52



Avaliacao histolégica
A avaliacdo histolégica do tecido cardiaco estd apresentada na tabela 8. A drea
seccional do midcito foi maior no grupo SC em comparacdo com os grupos ST e SL. O grupo

IT apresentou menores dreas do que o grupo IC (Tabela 8).

Enzimas do estresse oxidativo e hidroperéxido de lipideo

As determinagdes das enzimas antioxidantes e do hidroperdxido de lipidio no coracio
estdo apresentadas na Tabela 9.

Em relacdo a concentracdo de hidroperéxido de lipidio, ela foi maior no grupo IC em
comparacdo com o grupo SC. Nao houve diferenca entre os grupos SL e IL, e ST e IT,
sugerindo atenuacao do estresse oxidativo nos grupos suplementados.

Em relacdo a catalase, houve interacdo entre os fatores infarto e a suplementacdo de
tomate e licopeno. O grupo IC apresentou atividade da CAT menor em compara¢do com o
grupo SC. Além disso, o grupo ST apresentou atividade de catalase maior que o SL e SC. Os
grupos IT e IL também apresentaram atividade de catalase no miocardio maiores que o grupo
IC.

Em relagdo a superdxido dismutase, esta foi menor no grupo SC em relacdo ao grupo
IC. No entanto, sua atividade foi ainda menor no grupo ST. Nos grupos submetidos ao [AM e
suplementados com tomate ou licopeno apresentaram atividades de superdxido dismutase
menores que o grupo IC.

Em relagdo a glutationa peroxidase também houve interacdo entre as varidveis. O
grupo IC apresentou atividade da GSH-Px no miocédrdio menor que o grupo SC, o mesmo
ocorrendo entre os grupos suplementados com licopeno IL e SL, e com tomate IT e ST. Nos
grupos SHAM a suplementagdo com tomate e licopeno aumentaram a atividade da glutationa
peroxidase em relagdo ao grupo SC, mas esse aumento foi maior no grupo ST que no SL. Nos
grupos submetidos ao infarto apenas a suplementa¢do com tomate aumentou as concentragoes

miocardicas da GSH-Px.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementacdo de tomate e licopeno
na remodelacdo cardiaca apds infarto agudo do miocérdio. Nossos dados mostram que o
infarto induziu, como esperado, alteracdes morfoldgicas e funcionais cardiacas. Além disso,
apesar de ndo interferir com varidveis funcionais, tanto a suplementacdo de tomate, quanto a
de licopeno atenuaram o processo de remodelacdo cardiaca. A suplementacdo de licopeno
atenuou o estresse oxidativo cardiaco e a suplementacdo de tomate atenuou tanto o estresse
oxidativo quanto o processo inflamatério nesse modelo. E interessante observarmos que a
suplementagdo de tomate foi mais efetiva em atenuar o estresse oxidativo que a de licopeno
isolada.

Apds o IAM o coragdo pode sofrer alteracdes complexas na arquitetura ventricular,
envolvendo tanto a drea infartada quanto a ndo infartada. Esse conjunto de alteracdes vem
sendo estudadas com o nome de remodelacdo cardiaca, processo definido como variagdes
moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que se manifestaram clinicamente por
alteracdes no tamanho, massa, geometria e fung¢do do coracdo’S. A remodela¢do tem o
objetivo de manter, inicialmente, a funcdo do coragdo. Entretanto, na fase cronica, pode
ocorrer o comprometimento progressivo dessa capacidade funcional.

Considerando-se as varidveis morfoldgicas, o infarto resultou, conforme esperado, em
aumento das dreas e diametros diastolicos e sistdlicos do VE, acompanhado por aumento da
espessura da parede ventricular e do indice de massa do VE. Esses achados sdo compativeis
com o processo de hipertrofia observado na fase cronica do infarto®”. Em relacdo aos dados
funcionais, o IAM aumentou o tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado para a
frequéncia cardiaca e reduziu a fracdo de variacdo de drea e a velocidade de encurtamento da
parede posterior do VE. No estudo do coracdo isolado o IAM reduziu a +dP/dtméx e a —dP/dt
max. Logo o infarto levou tanto a disfuncdo diastdlica quanto sistélica do VE. Podemos
entdo, inferir que nosso protocolo foi eficiente para a indu¢do de remodelacao apds o infarto
experimental®®.

Minicucci e colaboradores mostraram que, para se observar alteracdes morfoldgicas,
funcionais e anormalidades clinicas na remodelacdo apds o IAM, € necessdrio ter uma drea
infartada de pelo menos 36%, 38% e 40%, respectivamente para cada item relatado*’. Por
isso, optamos por utilizar em nosso protocolo animais com &drea de infarto avaliado pela
andlise histolégica maior que 30%. Em rela¢do ao tamanho do infarto, sua quantificagdo pela

z

andlise histoldgica € considerada mais fidedigna que a andlise pelo ecocardiograma. Este
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método quantifica apenas o perimetro endocdrdico do infarto, que pode estar superestimado
devido ao processo de expansdo do infarto.

Em virtude da remodelacdo cardiaca ser um dos principais fatores relacionados ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e Obito, torna-se relevante identificar estratégias
que modulem esse processo de remodelacio’® e, dentre esses fatores, destacam-se a
suplementacdo de alimentos com propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, como o
tomate (Lycopersicon esculentum), e um de seus principais constituintes, o licopeno.

O licopeno € o principal pigmento responsavel pela coloragdo vermelha dos tomates
maduros e produtos a base de tomate. E uma forma aciclica do betacaroteno sem atividade
provitamina A, com estrutura quimica razoavelmente apolar, soldvel, portanto, em Oleos.
Como ndo é considerado um nutriente “essencial”, ndo hé ingestao didria recomendada (IDR)
de licopeno, mas acredita-se que entre 15 a 75mg sejam necessarios para que este exerca seus
efeitos!’.

O licopeno ingerido € incorporado nas micelas e absorvido na mucosa do intestino
delgado por difusdo passiva. Em humanos, a absorcao do licopeno apresenta-se ao redor de 10
a 30% sendo o restante excretado. Diversos fatores influenciam sua biodisponibilidade, entre
eles a idade, o tabaco, o dlcool, o processamento térmico e suas formas isoméricas. As formas
cis sao consideradas mais biodisponiveis que a trans. Cerca de 80 a 90% do licopeno presente
nos tomates encontram-se na forma trans e as concentracOes séricas e tissulares deste
composto encontram-se, em mais de 50%, na sua forma cis. Apds a absor¢do, o licopeno é
incorporado nos quilomicrons e transportado via sistema linfatico até atingir a circulacdo
sistémica e o figado. Este € entdo transportado por lipoproteinas no plasma para diferentes
orgaos, inclusive o cora(;éo55 .

Estudos in vitro e in vivo t€ém mostrado que o licopeno atua como um potente agente
anti-inflamatério e antioxidante, principalmente por modular a atividade dos fatores
transcricionais Nrf-2 e NF-kB. Apesar disso, outros mecanismos de acdo como a modulagdo
da comunicag¢do intercelular, estimulag¢do do sistema imune, regulacdo de vias enddcrinas e do
ciclo celular, também sio estudados.

Estudos recentes tém mostrado que a a¢do do licopeno ocorre ndo sé por seu efeito
direto, mas também pode ser devido a atividade de seus metabdlitos, também conhecidos
como licopenoides. Esses compostos apresentam menos de 10 carbonos em suas moléculas e
mostraram atividade antiproliferativa no cancer, por inibir a proliferacdao celular, induzir

apoptose e interferir na comunicacio entre as células®*
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E importante observarmos que, em nosso estudo, nio houve interacdo entre o infarto e
a suplementacdo de tomate e licopeno nas varidveis ecocardiogrificas tanto estruturais quanto
funcionais, mas a suplementacdo de licopeno, de modo independente da agressdao cardiaca,
reduziu as cavidades ventriculares esquerdas. Apesar da suplementacdo de tomate ndo ter
influenciado nas varidveis ecocardiograficas, ela reduziu a drea seccional do midcito nos
animais infartados. Logo, podemos concluir que tanto a suplementacido de tomate, quanto de
licopeno, atenuou o processo de remodelacdo cardiaca. Wang e colaboradores, em estudo com
ratos infartados que receberam soro fisiol6gico ou licopeno, observaram que o tratamento
com licopeno aumentou fracdo de ejecdo e diminuiu o DDVE e o DSVE apés o IAM. O
licopeno atenuou o aumento do coldgeno tipo I e diminuiu a fragdo de coldgeno na zona peri-
infarto, dados que indicaram que licopeno melhorou a funcido e a remodelacdo ventricular
cardfaca®’.

Em nosso estudo, o infarto aumentou a expressao do coldgeno tipo I e III miocérdico,
no entanto, apenas o aumento do tipo III com diferenca estatisticamente significante em
relacdo aos grupos Sham. De modo contririo ao observado por Wang e colaboradores, a
suplementacdo de tomate ou licopeno também ndo reduziu a fibrose induzida pelo IAM. O
tecido coldgeno é um importante modulador tanto da fun¢do diastélica quanto da sistdlica. As
fibras de colageno encontradas no intersticio do tecido cardiaco sdo predominantemente dos
tipos I e III (95% do coldgeno total). Em condi¢Oes patologicas, a fibrose estd associada a
deterioracdo da funcdo ventricular, arritmias e morte stibita®. Acreditamos que o tempo de
avaliacdo pos-infarto e a dose de licopeno utilizada possam ser a responsdveis pelos
resultados divergentes. No trabalho de Wang, os ratos foram acompanhados por um periodo
de 28 dias ap6s o IAM e receberam 40mg/kg/dia de licopeno. As doses utilizadas em estudos
com licopeno variam em cerca de 1 a 40mg/kg/dia devido ao fato de se utilizar a oleresina em
grande parte dos estudos, substancia esta que nao € composta exclusivamente de licopeno,
apresentando outros compostos em sua formulacgao.

Diversos sdo os mecanismos envolvidos no processo de remodelagdo cardiaca, entre
eles podemos destacar o processo inflamatério e o estresse oxidativo. As citocinas pro-
inflamatérias como o TNF-o, promovem alteracdes estruturais e funcionais no coragdo com
consequente piora da insuficiéncia cardiaca. E interessante observarmos que elas também
podem estimular a sintese de EROs. O TNF-a € uma citocina liberada pelos linfécitos T,
principalmente na fase aguda da inflamacgdo (4 a 6 horas apds gatilho inflamatério), e sua

principal fun¢do é aumentar a expressdo das moléculas ligantes de integrinas (ICAM-1,
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VCAM-1) na superficie celular, aumentando o recrutamento e ligacdo de leucdcitos ao
endotélio vascular. Ele estimula producio de outras citocinas inflamatérias, promove ativacao
de neutréfilos e aumenta a capacidade trombogénica do endotélio™. Outra citocina pré-
inflamatéria importante é o IFN-y. O IFN-y é produzido pelos linfécitos T ativados e esta
relacionado mais especificamente com a fase cronica da inflamacdo. Ele induz a diferenciacdo
de macréfagos em células gigantes, aumenta a apresentacdo de antigenos e estimula producao
de outras citocinas inflamatérias. A IL-10 é produzida por linfécitos T, macréfagos e
mondcitos com a finalidade de regular e/ou inibir a resposta inflamatéria, sendo uma citocina
anti-inflamatéria. A IL-10 pode ser utilizada como um biomarcador no infarto, sendo
importante citocina inflamatéria na regulagdo da resposta imune e € utilizada na pratica
clinica em situacdes como miocardite e na fase aguda do infarto®.

E importante lembrarmos que o NF-&B é o principal fator que estimula a sintese de
TNF-o. Hung e colaboradores mostraram, em estudo com células endoteliais humanas, que a
administracao de licopeno reduziu a ativacdo do NF-iB e a expressdao da ICAM-1. Em outro
estudo, Zhou e colaboradores, avaliaram os efeitos do licopeno sobre a funcdo cardiaca e os
mecanismos moleculares apds o IAM em ratos, e observaram melhora da func¢do cardiaca e
remodelacdo com a suplementacdo. A inibi¢do da resposta inflamatdria por supressio dos
niveis de TNF-o, e ativacdo da via do NF-xB seriam os mecanismos envolvidos®'. Em nosso
trabalho, a suplementacdo de tomate levou a redugdo das concentragdes miocdrdicas de TNF-
oL nos animais infartados, sendo que o mesmo nao foi observado com a administracao do
licopeno isolada. A suplementacdo de tomate e licopeno ndo influenciou a concentracao
miocérdica de IFN-y e IL-10 nem a expressdo do NF- B total e fosforilado. Nossos resultados
sugerem que a suplementagdo de tomate pode reduzir o processo inflamatdrio apés o IAM.

Em relacdo ao estresse oxidativo, ele ocorre quando hd desequilibrio entre a producao
de radicais livres, como espécies reativas de oxigénio (EROs), e as reservas antioxidantes do
miocardio’. Entre as principais enzimas antioxidantes destacam-se a CAT, a SOD, a GSH-Px
e a tiorredoxina. A SOD converte o radical superéxido a peréxido de hidrogénio, e este,
posteriormente é convertido em dgua pela CAT e GSH-Px. GSH-Px é uma enzima
antioxidante chave que catalisa a reducdo do H>O; e hidroper6xidos. Ela ndo s6 elimina H>O»,
mas também previne a formagio de mais outros radicais téxicos®!%.

Um mecanismo de defesa importante envolve as enzimas antioxidantes, incluindo a
SOD, a CAT e GSH-Px, que convertem as moléculas ativas de oxigénio em substancias

inativas ou reduzidas®. Estas enzimas evitam a formacdo de radicais hidroxila e protegem os
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constituintes celulares dos danos oxidativos. Uma redugdo nas atividades destas enzimas esta
associada ao elevado acumulo de radicais livres, o que leva a efeitos deletérios, tais como a
perda da integridade e fun¢do das membranas celulares®.

E importante ressaltarmos que o Nrf-2 é um dos mais importantes reguladores da
producdo de enzimas antioxidantes. O Nrf-2 € um fator presente no citoplasma celular que
atua na resposta primdria a citotoxidade e ao estresse oxidativo. Frente a agentes agressores, 0
Nrf-2 se dissocia da proteina Keapl e vai ao nucleo onde estimula a producdo de proteinas
antioxidantes, uma vez que se liga na regido promotora de genes-alvo e entdo codifica
proteinas como glutationa, glutationa peroxidase e tiorredoxina. Depois de ligar-se ao nucleo,
ele volta ao citoplasma onde € degradado. De forma aguda, a ativagdo do Nrf-2 € benéfica,
porém, estudo mostrou que sua ativacio cronica pode levar a cardiomiopatia®®.

O principal efeito da suplementa¢do de tomate e licopeno € na reducdo do estresse
oxidativo, além de ser potente sequestrador de oxigé€nio singlet e de radicais peroxil, o
licopeno modula a producao de enzimas antioxidantes através da ativagdo do Nrf-2.

Estudos experimentais tém mostrado que o estresse oxidativo pode induzir ao processo
de remodelacdo cardiaca e afetar a matriz extracelular e proteinas contrateis por meio da
lipoperoxidagdo, de danos ao DNA celular e da oxidagdo de proteinas®. Uma das principais
consequéncias do estresse oxidativo seria a lipoperoxidacdo. Logo, as concentracdes de
lipoperdxidos poderiam avaliar a presenca/intensidade do estresse oxidativo. As alteracOes de
hidroperéxidos de lipidios nas membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o
fluxo i6nico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para
entrada e/ou saida de nutrientes e substincias téxicas a célula, alteracoes do DNA e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, coldgeno e
elastina)®®.

Ferreira e colaboradores observaram redu¢do do dano oxidativo no DNA em modelo
de cardiotoxicidade aguda induzida por doxorrubicina e suplementado com licopeno®’. No
presente estudo, os grupos infartados suplementados com tomate e licopeno nao apresentaram
aumento das concentracdes miocardicas de hidroperdxido de lipidio em comparagdo com seus
respectivos controles, como ocorreu nos animais com dieta padrdo. Logo, a suplementagdo
atenuou o estresse oxidativo em nosso estudo. Essa atenuagdo pode, em parte, ser explicada
pela atividade aumentada de CAT e diminuida da SOD nos animais infartados suplementados
com licopeno e tomate. Além disso, os animais infartados suplementados com tomate também

tiveram atividade miocardica aumentada de GSH-Px, dados semelhantes aos encontrados por
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Odja e colaboradores, que avaliaram o efeito cardioprotetor da suplementacdo de licopeno,

por 30 dias, em ratos infartados que receberam isoproterenol®’

. Apesar dessas alteracdes nas
enzimas antioxidantes, a suplementacdo ndo influenciou na expressao nuclear miocardica do
fator transcricional Nrf-2. Esses dados sugerem que apesar da suplementa¢do de licopeno
influenciar a atividade das enzimas antioxidantes, estas sofreram acfo mais intensa com a
suplementac¢do de tomate.

O licopeno representa 90% do total de carotenoides e outros fitoquimicos presentes
nos tomates. No entanto, como exposto anteriormente, deve existir sinergia entre os
compostos fitoquimicos do tomate, permitindo que o beneficio da suplementacdo do tomate
seja maior que a administragcdo isolada de licopeno.

Apesar das alteragdes morfoldgicas observadas e das acdes nas citocinas inflamatorias,
nas atividades das enzimas antioxidantes e na concentracdo de hidroperéxido de lipideo, ndao
houve alteracdes funcionais que foram atenuadas no modelo do IAM. Acreditamos que a dose
que utilizamos de suplementacdo de licopeno Img/kg/dia e os diferentes modelos de agressao
cardiaca utilizados contribuem para os resultados controversos encontrados na literatura.
Estudos com doses maiores de suplementacao devem ser realizados nesse modelo.

Nao encontramos outro estudo na literatura que comparou os efeitos da a
suplementagdo de tomate e licopeno na remodelacdo cardiaca apds o IAM. Acreditamos que
nosso trabalho reforca a importincia de se priorizar a selecio de alimentos e hébitos
alimentares em geral ao invés do consumo ou suplementagdo de nutrientes isolados ou fatores

dietéticos especificos.
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Em conclusdo, a suplementacio de tomate e licopeno atenuou o processo de
remodelagdo cardiaca. A suplementacdo de licopeno atenuou o estresse oxidativo cardiaco e a
suplementacdo de tomate tanto o estresse oxidativo quanto o processo inflamatério nesse
modelo. E interessante observarmos que a suplementacdo de tomate foi mais efetiva em
atenuar o estresse oxidativo que a de licopeno isolada, sugerindo maior beneficio da

suplementagdo do tomate.
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