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Silva, CCVA. Papel da suplementacdo com licopeno sobre o remodela-
mento cardiaco induzido por dieta: modelo experimental de obesidade
em ratos. 67 fls. Mestrado. Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Medicina, Botucatu, SP, Brasil 2019.

Introducdo: A obesidade é uma doenca metabolico-nutricional comum
em paises industrializados, com impacto financeiro na saide publica. A
interface entre hiperadiposidade e inflamagdo € bem conhecida. Evidén-
cias mostram que mediadores inflamatérios e metaloproteinase-2 estdo
relacionados ao remodelamento cardiaco. Varias estratégias terapéuticas
tém sido testadas, como o uso de compostos bioativos. Nenhum estudo
abordou o efeito do licopeno sobre o remodelamento cardiaco induzido
associado a obesidade.

Objetivo: O objetivo geral do presente estudo foi verificar o efeito da
suplementacdo com licopeno sobre o remodelamento cardiaco em ratos
com obesidade induzida por dieta hipercalérica com alto teor de carboi-
drato.

Metodologia: Ratos Wistar machos, 200g (n=40), foram randomizados
em dois grupos com diferentes tratamentos dietéticos ad libitum: dieta
padrdo (C, n=20) ou dieta obesogénica (CHO, n=20) por 20 semanas.O
grupo C recebeu dieta padrdo + agua. Com o objetivo de induzir obesida-
de', 0 grupo CHO recebeu dieta com alto teor de carboidrato simples e
gordura + agua acrescida de sacarose 25% (total de carboidratos: 78%,
total de gordura: 16,54%). Ap6s a 20? semana, foi iniciada a suplementa-
cdo com licopeno (10mg/kg de peso/dia) ou veiculo (6leo de milho) por
10 semanas via gavage. Assim, apds a 20% semana, 0s grupos foram sub-
divididos da seguinte maneira: grupo Controle (C, n=10); Contro-
le+licopeno (C + Ly, n=10); Carboidrato (CHO, n=10) e Carboidra-
to+licopeno (CHO + Ly, n=10). Na 20? e 30? semana, 0s animais foram
submetidos a afericdo da pressdo arterial sistélica (PAS) e avaliacdo eco-
cardiografica morfoldgica e funcional. Ao final do experimento (302 se-
mana), os animais foram eutanasiados sob profunda anestesia (tiopental
120 mg/kg de m.c. via IP) e decaptados para obtencdo de amostras de
sangue e de coragdo. Foram estudados também: indice de adiposidade;
ingestdo caldrica, ingestdo total de racéo, ingestdo de liquidos, ganho de
peso, eficiéncia alimentar, resisténcia a insulina, marcadores bioquimi-
cos, citocinas inflamatdrias no coracdo e no tecido adiposo, atividade de
metaloproteinase-2, biodisponibilidade do licopeno no coracéo, avaliagdo
ecocardiogréafica.
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Resultados: Na 20? semana foram detectadas alteracdes caracteristicas
de remodelamento cardiaco patoldgico, resisténcia a insulina, e hiperten-
s&o nos animais do grupo CHO. Na 30? semana foi detectado aumento do
indice de adiposidade e as alteractes ja detectadas na 20? (remodelamen-
to cardiaco patologico, a resisténcia a insulina e hipertensdo) nos animais
do grupo CHO (vs. C). Além disso foi verificado que o grupo CHO (vs.
C) apresentou aumento da inflamagdo no coragdo e no tecido adiposo,
maior ativacdo de metaloproteinase-2 no coragdo. A suplementacdo com
licopeno nos animais do grupo CHO+Ly (vs. CHO) foi capaz de melho-
rar a resisténcia a insulina e resisténcia a insulina, além de atenuar remo-
delamento, inflamacéo, ativacdo de metaloproteinase-2 no coragéo.

Conclusdo: A dieta foi capaz de promover obesidade, remodelamento
cardiaco patoldgico, resisténcia a insulina, hipertensdo, inflamacéo cardi-
aca e no tecido adiposo, e maior ativacdo de metaloproteinase-2 no cora-
cdo. A suplementacdo com licopeno foi capaz de melhorar alteracGes
associadas a obesidade, como insulina, resisténcia a insulina, e remode-
lamento, inflamacdo, ativacdo de metaloproteinase-2 no coracdo. Esses
dados sugerem que o licopeno pode corresponder a uma nova estratégia
terapéutica coadjuvante no tratamento das alteracGes associadas a obesi-
dade.

Palavras-chave: Obesidade, remodelamento cardiaco, licopeno, metalo-
proteinase-2, inflamacéo.
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Silva, CCVA. Role of lycopene supplementation on diet-induced cardiac
remodeling: experimental model of obesity in rats. 67 pages Master's
degree, Paulista State University (Unesp), School of Medicine, Botucatu,
SP, Brazil 20109.

Introduction: Obesity is a metabolic-nutritional disease common in
industrialized countries, with financial impact on public health. The
interface between hyperadiposity and inflammation is well known.
Evidence shows that inflammatory mediators and metalloproteinase-2 are
related to cardiac remodeling. Several therapeutic strategies have been
tested, such as the use of bioactive compounds. No study has addressed
the effect of lycopene on obesity-induced cardiac remodeling.

Objective: The general objective of the present study was to verify the
effect of lycopene supplementation on cardiac remodeling in rats with
obesity induced by high carbohydrate diet.

Methodology: Male Wistar rats, 200g (n=40), were randomized into two
groups with different ad libitum dietary treatments: standard diet (C,
n=20) or obesogenic diet (CHO, n=20) for 20 weeks. C received standard
diet+water. Aiming to induce obesity, the CHO group received a diet
with high simple carbohydrate and fat + water plus 25% sucrose (total
carbohydrate: 78%, total fat: 16.54%). After the 20™ week,
supplementation with lycopene (10mg / kg weight / day) or vehicle (corn
oil) were administered by gavage for 10 weeks. Thus, after the 20" week,
the groups were subdivided as follows: Control group (C, n = 10);
Control + lycopene (C+Ly, n = 10); Carbohydrate (CHO, n = 10) and
Carbohydrate + lycopene (CHO+Ly, n=10). At week 20 and 30, the
animals underwent systolic blood pressure (SBP), morphological and
functional echocardiographic evaluation. At the end of the experiment
(week 30), the animals were euthanized under deep anesthesia (thiopental
120 mg / kg m.c. via IP) and decapitated to obtain blood and heart
samples. Adiposity index, caloric intake, weight gain, feed efficiency,
insulin resistance, biochemical markers, inflammatory cytokines in the
heart, metalloproteinase-2 activity, lycopene bioavailability in the heart,
echocardiographic evaluation were also determined.

Results: At 20" week, pathological cardiac remodeling, insulin
resistance, and hypertension were detected in the animals of the CHO
group (vs. C). At 30" week was identified the changes described above,
besides an increase in adiposity index (CHO vs. C). In addition, animals
from CHO group (vs. C) exhibited an increased inflammation in the heart
and adipose tissues, and an augmented cardiac metalloproteinase-2
activation. Lycopene supplementation in animals from CHO + Ly group
(vs. CHO) was able to improve, insulin, insulin resistance, as well as



attenuating ~ remodeling, inflammation, and  activation  of
metalloproteinase-2 in the heart.

Conclusion: The diet was able to promote obesity, pathological cardiac
remodeling, insulin resistance, hypertension, cardiac and adipose tissue
inflammation, and increased the activation of metalloproteinase-2 in the
heart. Lycopene supplementation was able to improve obesity-associated
changes, such as insulin, insulin resistance, and remodeling,
inflammation, and activation of metalloproteinase-2 in the heart. These
data suggest that lycopene may correspond to a new ancillary therapeutic
strategy in the treatment of obesity-associated changes.

Key-words: Obesity, cardiac remodeling, lycopene, metalloproteinase-2,
inflammation.
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A obesidade, cuja prevaléncia tem crescido no Brasil e no mundo,
atinge todas as faixas etarias e classes socioecondmicas’ e representa a
doenca mais comum em paises industrializados. Além disso, é
considerada o principal fator de risco para o desenvolvimento de doenca
cardiovascular’.

A doenca cardiovascular figura como a enfermidade que
despende os maiores gastos & sadde publica®. Estudos epidemiolégicos
realizados recentemente mostraram que o custo total da obesidade e
doencas correlatas para o Sistema Unico de Saude (SUS) brasileiro sdo
na ordem de 20 bilhdes de reais por ano. Hospitalizacdes consomem
aproximadamente 1,5 bilhdo de reais, enquanto que os custos de servi¢os
ambulatoriais chegam a somar cerca de 700 milhdes de reais ao ano”.
Paralelamente, o cenario futuro também é bastante preocupante, pois
estimativas prevéem um aumento na prevaléncia de sobrepeso para 2030
[homens (89%); mulheres (85%)1°.

Dentre os fatores desencadeantes da obesidade destaca-se o
excesso de nutrientes, o qual pode ser armazenado no adipécito
ocasionando seu aumento e manifestando-se como um processo de
(hipertrofia) e/ou ocasionando também aumento em seu ndmero
(hiperplasia)®. Essa alteragdo na massa adiposa resulta na ativacéo das
vias do fator de transcri¢cdo nuclear NF-kB, aumentando a expressdo de
genes envolvidos na inflamacdo com maior liberacdo de citocinas como o
Fator de necrose tumoral o (TNF-0) e Interleucina-6 (IL-6)*® e o fator
migratério para macrofago-1 (MCP-1) o qual tem a funcdo de
recrutamento de macréfagos para o tecido’. A inflamacdo tem sido
apontada como o principal pilar patogénico da obesidade?, estando bem
estabelecida na literatura a interacdo entre hiperadiposidade e inflamacao.

Desta maneira o quadro inflamatério cronico e de baixo grau pre-
sente em modelo de obesidade exerce papel importante no processo de
remodelamento cardiaco, incluindo a hipertrofia do ventriculo esquerdo
(VE). Remodelamento cardiaco é o processo definido como variagdes

moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que se manifestaram cli-
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nicamente por alteragdes no tamanho, massa, geometria e funcdo do co-
racdo™. O remodelamento tem o objetivo de manter, inicialmente, a fun-
cao do coracdo. Entretanto, na fase cronica, pode ocorrer o comprometi-
mento progressivo dessa capacidade funcional.*

E importante ressaltar que a inflamacdo tem mostrado ser uma
marca registrada proeminente do remodelamento ventricular.® Infiltracdo
intersticial de células inflamatorias envolvendo macroéfagos, linfécitos T,
fibrose, niveis de expressdo de citocinas, tais como interleucinas (IL)-6,
IL-1B e factor de necrose tumoral-alfa (TNF-a), ¢ ativagdo de vias de
sinalizacdo inflamatorias, como o factor nuclear kappa B (NF-xB) sdo
todas caracteristicas de um coragdo patologicamente hipertrofiado.'®
Além disso, esses mediadores, principalmente o TNF-a, tem a
capacidade de ativar metaloproteinases da matriz extracelular em
diversos modelos de agressdo miocardica®.

As metaloproteinases sdo enzimas proteoliticas  zinco-
dependentes, encontradas no intersticio e produzidas por diversos tipos
de células, principalmente fibroblastos, macréfagos, mastdcitos, cardio-
miocitos e células endoteliais. A Metaloproteinase-2 (MMP-2) é uma das
MMPs mais importantes para o remodelamento cardiaco®. A ativacio
das metaloproteinases pode ocorrer por aumento da inflamagéo, levando
a quebra do colageno intersticial e, consequentemente, remodelamento
cardiaco patoldgico™.

O intersticio consiste principalmente (95%) de fibras de colageno
do tipo I e I1l. As principais func¢Oes desta rede incluem dentro outras, a
regulacdo da apoptose, restauracdo de deformacbes patoldgicas,
manutencdo do alinhamento das estruturas e regulacdo da
distensibilidade do musculo cardiaco, sendo sua integridade crucial para
performance cardiaca adequada™®.

Tendo em vista o grande impacto socio econdmico e as altas taxas
de mortalidade ocasionados pelas doencas cardiacas, torna-se relevante a
identificacdo de outros terapias coadjuvantes que auxiliem no tratamento

do remodelamento cardiaco presente em modelo de obesidade'®. Entre
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esses fatores destacam-se a suplementacdo de compostos bioativos com
capacidade anti-inflamatéria, como o licopeno®® 2.

O licopeno é um carotenoide e principal pigmento responsavel
pela coloracdo vermelha dos tomates maduros e produtos a base de
tomate. E uma forma aciclica do betacaroteno sem atividade provitamina
A, com estrutura quimica apolar, solavel, portanto, em 6leos. Como néo
e considerado um nutriente “essencial”’, ndo ha ingestdo diaria
recomendada (IDR) de licopeno, mas acredita-se que entre 15 a 75mg
sejam necessérios para que este exerca seus efeitos.***9%

O licopeno ingerido é incorporado nas micelas e absorvido na
mucosa do intestino delgado por difusdo passiva. Em humanos, a absor-
cao do licopeno apresenta-se ao redor de 10 a 30% sendo o restante ex-
cretado. Diversos fatores influenciam sua biodisponibilidade, entre eles a
idade, o tabaco, o alcool, o processamento térmico e suas formas isomé-
ricas. As formas cis sdo consideradas mais biodisponiveis ap0s o proces-
samento térmico que a trans. Cerca de 80 a 90% do licopeno presente
nos tomates encontram-se na forma trans e as concentragdes sericas e
tissulares deste composto encontram-se, em mais de 50%, na sua forma
cis. Apos a absorcao, o licopeno é incorporado nos quilomicrons e trans-
portado via sistema linfatico até atingir a circulacao sistémica e o figado.
Este é entdo transportado por lipoproteinas no plasma para diferentes
6rgdos, inclusive o coragdo.?

Estudos in vitro e in vivo tém mostrado que o licopeno atua como
um potente agente anti-inflamatorio, principalmente por modular a ativi-
dade de fatores transcricionais como NF-xB.**?%%

A relacéo entre a utilizacdo terapéutica do licopeno no tratamento
da disfuncéo cardiaca tem sido examinada em varios estudos clinicos?*%
e experimentais.”® Entretanto, para o nosso conhecimento, nenhum
estudo abordou o efeito do licopeno sobre o remodelamento cardiaco

associado a obesidade.
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A inducédo de obesidade por dieta obesogénica (alto teor de car-
boidrato simples e gordura) esta associada a disfungéo cardiaca. Portanto,
a obesidade resulta em varias alteracdes fisiopatoldgicas caracteristicas
da obesidade, como a presenca de um cenério inflamatorio crénico.

Considerando que a inflamagdo estd relacionada com o
desenvolvimento de remodelamento cardiaco, o presente estudo tem como
hipotese que a suplementacdo com licopeno, administrado em animais com
remodelamento cardiaco caracteristico de modelo de obesidade, modula a

resposta inflamatoria, atenuando a progressao do remodelamento cardiaco.






28
Objetivo

O objetivo geral do presente estudo foi verificar o efeito da su-
plementacdo com licopeno sobre o remodelamento cardiaco em ratos
com obesidade induzida por dieta obesogénica (alto teor de carboidrato

simples e gordura).
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Objetivos especificos

1) Avaliar caracteristicas que contribuem para o risco cardiometabdlico.
2) Verificar alteracOes ecocardiograficas presentes na obesidade.

3) Verificar a biodisponibilidade do licopeno no sangue e no coragéo.

4) Avaliar o efeito da dieta e da suplementacdo com licopeno nas variaveis
ecocardiogréaficas (em dois momentos: antes e ap0s o tratamento com lico-
peno).

5) Avaliar o efeito da dieta e da suplementacdo com licopeno sobre parame-
tros clinicos e laboratoriais (glicose, insulina, HOMA-IR).

6) Avaliar o efeito da dieta e da suplementacdo com licopeno sobre as cito-
cinas (TNF-a, IL-6 e MCP-1).

7) Avaliar o efeito da dieta e da suplementacdo com licopeno sobre a ativi-
dade da metalopreoteinase — 2.
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METODOLOGIA

Ratos Wistar machos, 200g (n=40), calculo amostral realizado
segundo Francisqueti, et al 2017%, com 30 dias de idade, foram randomi-
zados em dois grupos com diferentes tratamentos dietéticos ad libitum:
dieta padrdo + agua (C, n=20) ou dieta obesogénica (alto teor de carboi-
drato simples e gordura + agua acrescida de sacarose - 25% (total de car-
boidratos: 78%, total de gordura: 16, 54%) (CHO, n=20) por 20 semanas
com o objetivo de induzir ao remodelamento cardiaco caracteristico da
obesidade®. Apés a confirmacéo do quadro de remodelamento cardiaco,
foi iniciada a suplementacdo com licopeno (10mg/kg de peso/dia) ou
veiculo (6leo de milho) por 10 semanas via gavage. Assim, apds a 20?
semana, os grupos foram subdivididos da seguinte maneira: grupo Con-
trole (C, n=10); Controle+licopeno (C + Ly, n=10); Carboidrato (CHO,
n=10) e Carboidrato+licopeno (CHO + Ly, n=10). Na 20? e 30% semana,
os animais foram submetidos a afericdo da pressao arterial sistolica e

avaliacéo ecocardiografica morfolégica e funcional®

. Ao final do expe-
rimento (302 semana), os animais foram eutanasiados sob profunda anes-
tesia (tiopental 120 mg/kg de m.c. via IP) e decaptados para obtencéo de
amostras de sangue e de coracdo (VE). Foram analisados também: indice
de adiposidade; ingestdo caldrica, ingestdo total de racdo em gramas,
ingestdo de liquidos, ganho de peso, eficiéncia alimentar, resisténcia a
insulina, marcadores bioguimicos, pressao arterial, biodisponibilidade do
licopeno no coracdo, avaliacdo ecocardiografica. Os animais foram man-
tidos no biotério, cada um em caixa separada para controle de consumo
alimentar e hidrico individual semanal, em ambiente enriquecido com 2
folhas de papel toalha amassadas e 1 rolo de papeldo com 10 centimetros
de comprimento e 5 centimetros de diametros, que foram substituidos a
cada troca de caixa, (temperatura de 24 + 2°C, umidade a 55 + 5% e ci-
clos de 12h de iluminagdo), de acordo com o “Guide for the Care and

Use of Laboratory Animals” publicado pelo “U.S. National Institutes of
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Health”. O estudo foi desenvolvido conforme aprovacdo do comité de
ética em pesquisa experimental local (Certificado CEUA 1272/2018).
Composicao das dietas

O modelo escolhido para o experimento foi uma dieta com alto
teor de carboidratos simples e gordura (total de carboidrato: 78%, total de
gordura: 16,54%) (CHO) (dieta = racdo + 25% sacarose na agua) adapta-
da’?, que utiliza também ratos Wistar machos. A composicdo das dietas
usadas para o experimento € descrita na Tabela 1.

Tabela 1 Composicéo das dietas padrédo (Controle) e
dieta com alto teor de carboidrato simples e gordura

(CHO)*

Ingredientes Controle CHO
Farelo de soja (g/kg) 335 340
amido de milho (g/kg) 278 80
casca de soja (g/kg) 188,5 116,7
dextrina (g/kg) 146,5 20
acucar refinado (g/kg) - 80
frutose (g/kg) - 180
6leo de soja (g/kg) 23 -
banha (g/kg) - 154,3
minerais (g/kg) 25 25
sal (g/kg) 4 4
Composicéo de macronutrientes

proteinas (g/kg) 200 180
carboidratos (g/kg) 600 535
gordura (g/kg) 40 165,4
fibras (g/kg) 90 61,2
cinzas (g/kg) 70 58,4
energia (kcal/g) 3,59 4,35

Aos animais do grupo CHO foi acrescido 25% de sa-
carose na agua de beber.

Avaliacédo clinica e laboratorial dos animais
Caracterizacao nutricional.

A ingestdo caldrica (ingestdo alimentar semanal multiplicada pelo
valor energético de cada dieta [g x kcal]) e eficiéncia alimentar (relacdo

do ganho de massa corporal total dos animais em gramas pela energia
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total ingerida em Kcal) dos animais foram registradas semanalmente. A
ingestdo de agua e a associacdo agua+sacarose foram aferidas semanal-
mente. Além da ingestdo de dieta, o calculo energético incluiu a ingestéo
de sacarose. Para caracterizacdo de obesidade foram mensuradas massa
(aferido semanalmente) e gordura corporal (somatéria dos depdsitos de
gordura epididimal, retroperitoneal e visceral) com posterior calculo do
indice de adiposidade (relacdo da gordura corporal total pelo peso corpo-
ral final x 100).

Marcadores Bioquimicos

Na 202 e na 302 semana a glicose foi aferida com a utilizacéo de
glicosimetro Accu-chek® (Roche Diabetes Care®, Sdo Paulo, Brasil)
Apdbs jejum (8 horas) e eutanasia, amostras de sangue foram coletadas
com anticoagulante 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) na
proporcdo de 0,1 mL para cada 5 mL de sangue, centrifugadas a 3000
rpom por 10 minutos a 4°C e armazenadas em freezer a -80°C para
afericdo de concentracGes plasmaticas de insulina e proteinas totais. As
proteinas totais foram mensuradas por método enzimatico colorimétrico
utilizando kit comercial (BioClin®, Belo Horizonte, MG, Brasil),
insulina por ensaio ELISA fluorescente colorimétrico utilizando kit
comercial (EZRMI-13K | Rat/Mouse Insulin ELISA - Merck
Millipore®Darmstadt, Germany), todos em equipamento bioquimico
automatizado (BS-200 Mindray, China).

Pressdo arterial sist6lica (PAS)

A PAS foi aferida na 20 e 30% semanas pelo método indireto de
plestimografia da cauda, utilizando-se esfigmomanémetro elétrico (Nar-
coBio-system® modelo 709-0610; International Biomedical, Inc, USA).
Apo0s o0 aquecimento, foi acoplado o sensor e 0 manguito em torno da
cauda do animal. O manguito foi insuflado até atingir pressdao de 200

mmHg e, posteriormente, desinflado. As pulsacdes arteriais foram regis-
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tradas em sistema de aquisicdo de dados computadorizado e os resultados

foram a média de 3 registros.

Resisténcia a insulina
Para avaliacdo da resisténcia a insulina foi utilizado o indice
HOMA-IR (HomeostasisModelAssessment — InsulinResistance) que,

leva em consideracdo os valores séricos de glicose e insulina.?®

Avaliacao ecocardiografica

Na vigesima semana e um dia antes do final do protocolo
experimental, Todos os animais foram avaliados in vivo por
ecocardiograma transtoracico, utilizando um sistema Vivid S6 equipado
com transdutor ultrassénico multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz (General
Electric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel). Todos os exames foram
realizados pelo mesmo examinador e obtidos de acordo com o método de
ponta recomendado pela Sociedade Americana de Ecocardiografia. Os
ratos foram anestesiados levemente por injecdo intraperitoneal com uma
mistura de cetamina (50 mg / kg) e xilazina (1 mg / kg). Apos barbear o
peito, os animais foram colocados em decubito esquerdo. Para
implementar medidas estruturais do coragdo, as imagens foram obtidas
no modo unidimensional (modo M), guiadas pelas imagens no modo
bidimensional com o transdutor na posicdo paraesternal, eixo menor. A
avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada posicionando o
cursor M-mode logo abaixo do plano da vélvula mitral ao nivel dos
musculos papilares. As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram
obtidas através do posicionamento no modo M para planejar o nivel da
valvula aortica.
Variaveis avaliadas para analise morfologica:

Diametro diastolico do VE (DDVE), diametro sistdlico do VE
(DSVE), espessura diastolica da parede posterior do VE (EDPP);
espessura sistdlica da parede posterior do VE (ESPP); espessura

diastdlica do septo interventricular (EDSIV), espessura sistdlica do septo
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interventricular (ESSIV), didametro da aorta (Ao), diametro do atrio
esquerdo (AE), diametro do atrio esquerdo corrigido pelo didametro da
aorta (AE/A0), didmetro diastolico do VE corrigido pelo peso corporal
(DDVE/PC), diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal
(AE/PC), massa do ventriculo esquerdo (MassaVE),

indice de massa do VE (ind.MVE), espessura relativa do VE
(Esp.rel.VE).

Variaveis avaliadas para analise funcional:

Frequéncia cardiaca (FC), volume diastélico final do VE
(Vol.VED), volume sistélico final do VE (Vol.VES), volume sistolico
(Vol.sist), débito cardiaco (DC), indice cardiaco (indice Card) (DC+Area
de superficie corporea); Porcentagem de encurtamento endocardico
(%enc.endo), Porcentagem de encurtamento mesocardico (%enc.meso),
velocidade méaxima de enchimento do VE no inicio da diastole (E mitral),
indica desempenho diastélico do VE; pico maximo de velocidade de
fluxo transmitral durante a contracdo atrial (A mitral), indica
desempenho diastélico do VE; razdo entre E e A (E/A), indica funcao
diastélica do VE durante a diastole, velocidade de encurtamento da
parede posterior do VE (VEPP), tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV), tempo de desaceleracdo da onda E mitral (TDE), intervalo entre
as ondas R (R-R) (Marcador de variabilidade da FC — diz respeito a
funcdo autonémica do SN); tempo de relaxamento isovolumétrico
ajustado pela frequéncia cardiaca (TRIV/R-R), tempo entre o final de
uma onda A e o inicio de uma onda E (Tei-a) (tempo entre diastoles);
tempo de ejecdo do VE (Tei-b), TEIl index: Tei-a/Tei-b (indice de
performance miocérdica), Fracdo de Ejecdo (FE), Tempo de
deslocamento da PP do VE no momento da sistole (S’ lateral), tempo de
deslocamento do SIV no momento da sistole (S’ septal), S média: (S
lateral+ S septal)/2, tempo de deslocamento da PP do VE durante a
contracdo atrial (A’ lateral), tempo de deslocamento do SIV durante a

contragdo atrial (A’ septal), A’ média: (A’ lateral + A’ septal)/2, tempo
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de deslocamento da PP do VE no inicio da diastole (E’ lateral), tempo de
deslocamento do SIV no inicio da diastole (E' septal), E/E’: razdo onda

E/E’ média; E’/A’: razdo onda E’ média/A’ média.

Quantificacdo de citocinas

Concentrac6e de TNF-a, IL-6 no coracdo e tecido adiposo e
MCP-1 no coracdo foram quantificadas pelo método de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando Kits comerciais
especificos (R&D SystemsR, Minneapolis, MN, USA). A leitura foi
realizada com auxilio de leitor de microplaca (Spectra MAX 190,

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Determinacéo da atividade da metaloproteinase- 2 miocardica

A metaloproteinase 2 foi determinada pela técnica de Zimografia

I*°. Amostras do tecido cardiaco foram

previamente relatada por Tyagi et a
diluidas em tampdo de lise (Tris 50mM, pH 7,4, NaCl 0.2M, Triton-X 0,1%
e CaCl, 10mM). O processo foi realizado trés vezes durante 10 segundos a
4°C, com intervalos de 20 segundos. O produto da homogeneizacéo foi cen-
trifugado a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido
para tubos eppendorfs e armazenados em freezer —80°C. A concentracdo de
proteina foi analisada pelo método de Bradford, utilizando as curvas de BSA
Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrdo. Ap6s a quan-
tificacdo da concentracdo proteica, as amostras das proteinas foram diluidas
em tampdo (Tris 0,5M, pH 6,8, 100% de glicerol e 0,05% de azul de bromo-
fenol) e separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Elec-
trophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, 33 USA). As amostras, contendo
20pg de proteinas, foram distribuidas em gel de SDS-poliacrilamida 8%,
com 1% de gelatina. A corrida eletroforética foi efetuada a 100V (Power Pac
HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), aproximadamente 2 horas, com
tampdo de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%) até o azul de
bromofenol atingir o fundo do gel. O gel foi removido e lavado duas vezes

de 30 minutos com Triton-X 100 e a seguir, lavado duas vezes de 5 minutos
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com solucdo Tris 50mM, pH 8,4. O gel entéo, foi incubado a 37°C overnight
em solucéo de ativacdo (Tris 50mM, ph 8,4 e CaCl2 5mM). A coloracdo do
gel foi realizada com 0,5% de comassie blue, por 2h e a descoloragéo foi
feita com solucao de 30% de metanol e 10% &cido acético até o clareamento
das bandas sobre fundo escuro. O processo de coloragdo e descoloracao foi
realizado em temperatura ambiente, em agitador. A seguir, o gel foi fotogra-
fado e a intensidade da acdo gelatinolitica (bandas claras) analisada em ana-
lisador de imagem UV-UVP White Darkhon. As analises quantitativas das
bandas proteicas (blots) foram realizadas pelo fotodocumentador Gel Logic
6000 Pro (Carestream Health, Rochester, NY, USA).

Biodisponibilidade do licopeno

A presenca de licopeno foi determinada no plasma e no coragéo
segundo estudo prévio®®. Para extracdo dos carotendides, as amostras
foram incubadas com padréo interno (equinenona), cloroférmio/metanol
CHCI3/CH30H (3mL; 2:1, v/v) e 500mL de salina 8,5 g/L. Apos centri-
fugagdo a 3000 rpm durante 10 minutos o sobrenadante foi coletado e
reservado. Hexano foi adicionado apos a coleta do sobrenadante. As ca-
madas cloroférmicas e hexanicas foram evaporadas sob nitrogénio e o
residuo ressuspendido em 150mL de etanol, agitado e sonicado por 30
segundos. Aliquotas de 20uL da solucdo resultante foram injetadas no
HPLC. O sistema HPLC utilizado (Waters 2996) realizou a deteccdo UV
em comprimento de onda de 340 nm para retinoides e 450 nm para caro-
tenoides. A fase mdvel foi constituida de etanol/metiltertbutil éter/agua
(83:15:2, vivlv, 15 g/L com acetato de ambnio em &gua, solvente A) e
metanol/metiltretbutil éter/dgua (8:90:2, v/v/v, 10 g/L com acetato de
amonio em agua, solvente B). O fluxo foi de ImL/min sendo: 1) 100% de
solvente A por 2 min seguido por 6 min de gradiente linear com 70% de
solvente A; 2) espera 3min depois 10 min gradiente linear com 45% sol-
vente de A; 3) espera 2 min depois 10min de gradiente linear com 5% de
solvente A; 4) espera 4 min depois 2min de gradiente linear voltando
para 100% de solvente A. Para a quantificacdo dos cromatogramas foi

realizada a comparacao entre as relacdes area da substancia/area do pa-
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dréo interno, obtidas na analise. Os valores das substancias da solucao
padrdo foram corrigidos por seus coeficientes de extincdo molar. A men-
suracéo foi realizada em HPLC alocado na Unidade de Pesquisa Experi-
mental da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada usando SigmaStat versdo 2.0
(JandelScientific Software, San Rafael, CA, USA). Os dados parametri-
cos foram apresentados como média + desvio-padrdo e as comparacoes
entre os grupos em 20 semanas foram realizadas por teste t de student e
os dados ndo paramétricos foram apresentados como mediana e inter-
quartis (p25 e p75) e o teste utilizado foi o0 Mann-Whitney. Os resultados
de 30 semanas foram analisados por analise de variancia paramétrica
(ANOVA) e complementado com o teste post-hoc de Bonferroni. Os
dados ndo paramétricos foram apresentados como mediana e interquartis
(p25 e p75) e o teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, complementado pelo
teste post-hoc de Dunn. As diferencas foram consideradas significantes
quando P <0,05.
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Resultados 20 semanas

A ingestdo da dieta hipercaldrica com alto teor de carboidrato
ocasionou um aumento significante ganho de peso nos animais do grupo
CHO, menor ingestdo de racdo em gramas pelo grupo CHO, néo apresen-
tou diferenca significante na ingestdo cal6rica, proporcionou aumento da
eficiéncia alimentar e da pressao arterial sistélica do grupo CHO (Tabela
2).

Tabela 2. Avaliacdo do efeito da dieta no perfil nutricional em 20
semanas

Variaveis Grupos
C CHO p
Peso corporal inicial (g) 212+19 204 +22 0.122
Peso corporal final (g) 463+49 480 £ 66 0.193
Ganho de peso (g) 250+ 40 275 +55* 0.027
Ingestdo alimentar (g/dia) 2712 12+1* 0.001
Ingestdo caldrica (kcal/dia) 97+8 95+10 0.185
Eficiéncia alimentar (% kcal por dia) 0,001 (0,0001-0,0001)  0,0013 (0,0012-0,0013)*  0.001
PAS (mmHg) 126+ 6 139+ 7* 0.001

Dados paramétricos expressos como média + desvio padrdo, ndo paramétricos apresentados como mediana e
interquartis (p25 e p75) (n, 20 animais/grupo); grupos, Controle e Carboidrato; Dieta, Controle [carboidrato, 60%;
gordura 4%] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 20 semanas. PAS, Presséo arterial sistolica.
Para comparar diferenga entre os grupos (p< 0,05), *CHO vs C, foi utilizado Teste T de Student para dados
paramétricos e para ndo paramétrios o0 Mann-Whitney.

No perfil glicidico o grupo CHO apresentou aumento significante
de insulina e HOMA-IR, glicose ndo apresentou diferenga significante
entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliacdo do efeito da dieta rica em carboidrato no perfil
glicidico em 20 semanas

Variaveis Grupos

C CHO p
Glicose (mg/dL) 127 £ 85 172172 0,085
Insulina (mg/dL) 4,98 £0,43 5,49+0,41* 0,001
HOMA-IR 28 £21 42 +17* 0,039

Dados expressos como media + desvio padrdo (n, 20 animais/grupo); grupos, Controle e Carboidrato; Dieta,
Controle [carboidrato, 60%; gordura 4%] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%)] por 20 semanas.
Teste T de Student foi usado para comparar diferenca entre os grupos (p< 0,05), *CHO vs C.

Nas variaveis morfoldgicas cardiacas observa-se que a dieta foi
associada a diminuicdo do DDVE, DDVE/PC e aumento do DSVE,
EDPP, EDSIV, AO, AE, AE/AO, DDVE/PC, AE/PC, Massa VE, Ind
MVE, Esp rel VE (Tabela 4), variacbes sugestivas de remodelamento

cardiaco.
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Tabela 4. Avaliacdo morfologica ecocardiografica na 202

Semana
Variaveis Grupos
C CHO p

DDVE (mm) 7,10 +0,60 6,70+0,50* 0,015
DSVE (mm) 3,00 +0,40 3,20+0,50* 0,049
EDPP (mm) 1,50 0,10 1,90+0,10* 0,001
ESPP (mm) 3,10 £0,30 3,20+£0,20 0,490
EDSIV (mm) 1,50 £0,10 2,20+0,30* 0,001
ESSIV (mm) 3,60 0,26 3,67+0,30 0,293
Ao (mm) 3,70+0,20 3,90+0,10* 0,001
AE (mm) 4,70 (4,60-4,80)  6,1(5,8-6,7) 0,001
AE/Ao 1,80 £0,10 1,50 +0,10* 0,001
DDVE/PC 14,90 + 1,40 13,90 +1,60* 0,001
AE/PC 9,90 +1,00 12,50 +1,50* 0,001
Massa VE 0,70+0,10 1,00+£0,20* 0,001
indice MVE 1,50 +0,20 2,10+0,40* 0,001
Esp. Rel. VE 0,04 +£0,03 0,57+0,06* 0,001

Dados expressos como média + desvio padrdo e ndo paramétricos como mediana (p25-p75)
(n, 20 animais/grupo); grupos, Controle e Carboidrato; Dieta, Controle [carboidrato, 60%;
gordura 4%)] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 20 semanas. Variaveis:
DDVE: diametro diastélico do VE; DSVE: diametro sistélico do VE; EDPP: espessura
diastélica da parede posterior do VE; ESPP: espessura sistélica da parede posterior do VE;
EDSIV: espessura diastélica do septo interventricular; ESSIV: espessura sistdlica do septo
interventricular; Ao: didmetro da aorta; AE: didmetro do atrio esquerdo; AE/Ao: didmetro
do 4trio esquerdo corrigido pelo didmetro da aorta; DDVE/PC: diametro diastélico do VE
corrigido pelo peso corporal; AE/PC: diametro do &trio esquerdo corrigido pelo peso
corporal; MassaVE: massa do ventriculo esquerdo; indice.MVE: indice de massa do VE;
Esp.rel.VE: espessura relativa do VE; . Para comparar diferenca entre os grupos (p< 0,05),
*CHO vs C, foi utilizado Teste T de Student para dados paramétricos e para ndo paramétrios
0 Mann-Whitney.

Nas variaveis funcionais observa-se que a dieta foi associada a
prejuizo sistélico e diastdlico, observados pela diminuicdo de débito
cardiaco, indice cardiaco, % de encurtamento do endocardio, VEPP, Tei-
b, Tei-a, Fracao de ejecdo, S lateral, S septal, S média, Vol. VED, E’
lateral, E’ média, E’ septal e E’/A’, e pelo aumento do VES, TRIV-ms,
TRIV-RR, TDE-ms, A’ média, DP, Tei index, A’ lateral ¢ E’/E’. (Tabela
5).
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Tabela 5. Avaliacdo funcional ecocardiografica
em 20 semanas

Variaveis Grupos
C CHO p
FC (bpm) 267 £55 278 £51 0,321
Vol. VED (mL) 0,4 £0,1 0,320,1* 0,011
Vol. VES (mL) 0,03 (0,02 -0,03) 0,03 (0,02 -0,04) 0,184
Vol. Sist. 0,3 +0,1 0,2+0,1* 0,001
Débito cardiaco (mL) 89 +24 79123 0,073
indice cardiaco 186 +51 162 +47* 0,033
% enc. endo. 57,6 +3,7 52,6 +5,8* 0,001
% enc. meso. 26 +3 24 14 0,145
E mitral 77 £10 809 0,106
A mitral 48 £ 12 5015 0,479
E/A 1,6+0,2 1,7+0,5 0,353
VEPP (mm/s) 58+3 51+6* 0,001
TRIV (ms) 22 (22-24) 23 (20-30) 0,189
TDE (ms) 45+6 49 +9* 0,015
R-R (seg) 0,23 £ 0,05 0,22 0,05 0,367
TRIV/IR-R 46 (44-50) 49 (43-63) 0,075
Estresse sistolico 141 +19 14618 0,238
Tei-a (ms) 109 £ 10 1059 0,068
Tei-b (ms) 79+10 70+8* 0,001
Tei-index (ms) 0,4+0,1 0,5+0,1* 0,001
Fracao de ejecao 0,92 £0,02 0,88 +0,04* 0,001
S' lateral 56+0,5 51+0,4% 0,001
E' lateral 56+0,9 4,2+0,9* 0,001
A' lateral 3,6 (3,3-3,9) 4,6 (3,6-5,4)* 0,001
S' septal 56+0,3 5,1+0,4% 0,001
E' septal 6,2+0,8 4,9+0,9* 0,001
A' septal 42+0,6 51+1,5* 0,003
S' média 56+0,3 5,1+0,3* 0,001
E' média 59+0,8 4,610,8* 0,001
A' média 3,9 (3,6-4,2) 4,7(3,9-5,6)* 0,001
E/E' 13+1 17 +3* 0,001
E'/A’ 1,4 (1,5-1,6) 0,9 (0,7-1,4)* 0,001

Dados paramétricos expressos como média + desvio padrao e ndo paramétricos
como mediana (p25-p75) (n, 20 animais/grupo); grupos, Controle e
Carboidrato; Dieta, Controle [carboidrato, 60%; gordura 4%] ou Carboidrato
[Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 20 semanas. Variaveis: FC: frequéncia
cardiaca; Vol.VED: volume diastélico final do VE; Vol.VES: volume sistdlico
final do VE; Vol.sist.: volume sistdlico; Déb.Card.: Débito cardiaco; indice
Card: indice cardiaco; %enc.endo: Porcentagem de encurtamento endocardico;
%enc.meso: Porcentagem de encurtamento mesocérdico. E/A: razdo entre E e
A; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do VE; TRIV:
tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleracdo da onda E
mitral; R-R: intervalo entre as ondas R; TRIV/R-R: tempo de relaxamento
isovolumétrico ajustado pela frequéncia cardiaca; Tei-a: tempo entre o final de
uma onda A e o inicio de uma onda E; Tei-b: tempo de ejecdo do VE; TEI
index: Tei-a/Tei-b;; S média: (S lateral+ S septal)/2; E’ média: (E’ lateral+ E’
septal)/2; A’ média: (A’ lateral + A’ septal)/2; E/E’: razdo onda E/E’ média
E’/A’: razdo onda E’ média/A’ média; DP: duplo produto; Para comparar
diferenca entre os grupos (p< 0,05), *CHO vs C, foi utilizado Teste T de
Student para dados paramétricos e para ndo paramétrios o0 Mann-Whitney
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Resultados 30 semanas

Ao final das 30 semanas foi observado auséncia de diferenca
entre 0s grupos em relacdo ao peso corpéreo, ingestdo caldrica total e
eficiéncia alimentar. Além disso, foi verificado que os grupos CHO
(CHO e CHO+Ly) apresentaram menor ingestdo total de racdo em
relacdo aos grupos controles (C e C+Ly). Tais parametros também néo
foram influenciados pela suplementacdo com licopeno. O aumento da
pressdo arterial sistdlica foi associado a dieta, mas ndo foi modificada
pela suplementagdo com licopeno. O modelo de dieta adotado promoveu
obesidade caracterizada pelo aumento do indice de adiposidade e
depdsitos de gordura (total, visceral, epididimal e retroperitoneal) em
relacdo aos grupos controles. O indice de adiposidade e quantificacdo de
depdsitos de gorduras ndo foram modificados pela suplementacdo com
licopeno na comparacgdo dos grupos CHO vs CHO+Ly (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito da dieta e da suplementacao com licopeno no perfil nutricional em 30
semanas

Variaveis Grupos Efeito
C C+Ly CHO CHO+Ly Dieta Tratamento Interacdo
PCI (9) 207+6 215+6 212+6 2007 0,465 0,761 0,150
PCF (9) 507+21 514+ 22 53521 536+ 22 0,259 0,838 0,887
Ganho de peso (g) 320+40 299+42 344+ 40 322+40 0,568 0,608 0,998
Ingest&o alimentar (g/dia) 22+1 361 14+1* 15+1,00 0,001 0,001 0,001
Ingestéo caldrica (kcal/dia) 69+9 131+10 121+ 9* 119+9 0,048 0,004 0,002
Eficiéncia alimentar (% kcal pordia) 0,0044+0,0006 0,0027+0,0006 0,0013+0,0006* 0,0012+0,0006 0,001 0,184 0,237
Epididimal (g) 7+1 71 13+1* 13+1 0,001 0,809 0,975
Retroperitoneal (g) 7+1 9+1 21+1* 23+1 0,001 0,303 0,813
Visceral (g) 48+0,8 52+0,9 9,2+0,8* 10+0,9 0,001 0,533 0,795
Gordura corporal total (g) 20+3 21+3 44 +3* 47+3 0,001 0,513 0,850
indice de adiposidade % 39+04 43+04 8,0+0,4* 8,7+04 0,001 0,222 0,715
PAS (mmHg) 121+3 1194 137+ 3* 146+4 0,001 0,398 0,223

Dados expressos como media + desvio padrdo e ndo normais mediana (p25-p75) (n, 8 animais/grupo); grupos, C, Controle; C+Ly,
Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato; CHO+Ly, Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle [carboidrato, 60%; gordura 4%] ou Carboidrato
[Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 30 semanas; Suplementagdo, Licopeno 10 mg/(kg massa corporea/dia) ou 6leo de milho oralmente por 10
semanas. Peso corporal inicial (PCI), Peso corporal final (PCF), Presséo arterial sistdlica (PAS). Two-way ANOVA com post-hoc Tukey foram
usados para comparar diferenca entre os grupos (p< 0,05), *CHO vs C, “CHO+Ly vs CHO.

No perfil glicidico (Tabela 7) o grupo CHO apresentou aumento
significante de insulina e HOMA-IR. Glicose ndo apresentou diferenca
significante entre os grupos. A suplementacdo com licopeno atenuou 0s

niveis de insulina e HOMA-IR.

Tabela 7. Efeito da dieta e da suplementacé@o com licopeno no perfil glicidico
em 30 semanas

Variaveis Grupos Efeito
C C+Ly CHO CHO+Ly Dieta Tratamento Interacdo
Glicemia (mg/dL) 77+4 905 97+4 105+6 0,002 0,051 0,613
Insulina mg/dL 0,90+0,20 1,30+0,20 5,60+0,20* 1,40 2* 0,001 0,001 0,001

HOMA-IR 0,15+0,07 0,30+0,08 1,37+0,07* 0,29+0,08" 0,001 0,001 0,001
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Dados expressos como média + desvio padréo e ndo normais mediana (p25-p75) (n, 8 animais/grupo); grupos, C, Controle;
C+Ly, Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato; CHO+Ly, Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle [carboidrato, 60%;
gordura 4%] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 30 semanas; Suplementagdo, Licopeno 10 mg/(kg
massa corpdrea/dia) ou 6leo de milho oralmente por 10 semanas. Two-way ANOVA com post-hoc Tukey foram usados
para comparar diferenca entre os grupos (p< 0,05), *CHO vs C, “CHO+Ly vs CHO.

As variaveis DDV e DDVE/PC apresentaram-se diminuidas e 0s
parametros DSVE, EDPP, EDSIV, AO, AE, AE/AO, AE/PC, Massa VE,
Ind MVE, Esp rel VE aumentados. A suplementacdo com licopeno foi
associada diminuicdo de EDSIV, Massa do VE e da Espessura relativa do

VE (Tabela 8), sugerindo protecdo contra a hipertrofia associada a dieta.

Tabela 8 Avaliacdo morfoldgica ecocardiogréfica em 30 semanas

Variaveis Grupos Efeito
C C+Ly CHO CHO+Ly Dieta Tratamento Interagdo
DDVE (mm) 7+0,1 70 7+0,1* 7+0 0,035 0,41 0,402
DSVE (mm) 2,75+0,08 2,81+0,10 3,21+0,08* 2,77+0,1% 0,032 0,048 0,012
EDPP (mm) 1,590+0,03 1,560+0,040  1,71+0,04 1,61+0,04 0,061 0,118 0,404
ESPP (mm) 3,23+0,08 3,220 3,16 0,09 3,22+0 0,697 0,773 0,697
EDSIV (mm) 1,72+0,03 1,61+0,04 1,93+0,03* 1,67 £0,04* 0,012 0,001 0,028
ESSIV (mm) 3,57+0,07 3,48%0,09 3,60+0,08 3,41+0,09 0,83 0,125 0,597
AO (mm) 3,87+0,05 3,9+0,06 3,9+0,06 3,86 0,06 0,929 0,937 0,622
AE (mm) 497+0,09 4941011 5,03+0,09 4,8+0,11 0,587 0,758 0,092
AE/AO (mm) 1,23+0,02 1,26+0,02 1,29+0,02 1,24 +0,02 0,543 0,772 0,154
DDVE/PC (mm) 142+0,4 145+0,5 12,5+0,4* 13,1+0,58 0,008 0,411 0,766
AE/PC (mm) 9,604 10,1+04 9,40+0,4 9,1+0,4 0,18 0,794 0,369
Massa VE 0,45+0,01 0,44%0,01 0,51+0,01* 0,46+0,1% 0,005 0,057 0,217
indice de massa VE 15+0,05 1,56+0,06 1,58+0,05 1,44+0,06 0,563 0,385 0,16

Espessurarel. VE (mm)  0,45+0,1 0,44+0,01 051+0,01*  046+0,01* 0,005 0,057 0,217
Dados expressos como media + desvio padrdo e ndo normais mediana (p25-p75) (n, 8 animais/grupo); grupos,
C, Controle; C+Ly, Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato; CHO+Ly, Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle
[carboidrato, 60%; gordura 4%] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%)] por 30 semanas;
Suplementacéo, Licopeno 10 mg/(kg massa corpérea/dia) ou 6leo de milho oralmente por 10 semanas.Variaveis:
DDVE: diametro diastélico do VE; DSVE: diametro sistolico do VVE; EDPP: espessura diastdlica da parede
posterior do VE; ESPP: espessura sistélica da parede posterior do VE; EDSIV: espessura diastélica do septo
interventricular; ESSIV: espessura sistélica do septo interventricular; Ao: didmetro da aorta; AE: diametro do
atrio esquerdo; AE/Ao: didmetro do atrio esquerdo corrigido pelo didmetro da aorta; DDVE/PC: diametro
diastolico do VE corrigido pelo peso corporal; AE/PC: diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal;
MassaVE: massa do ventriculo esquerdo; ind.MVE: indice de massa do VE; Esp.rel.VE: espessura relativa do
VE. Two-way ANOVA com post-hoc Tukey foram usados para comparar diferenca entre os grupos (p< 0,05),
*CHO vs C, “CHO+Ly vs CHO.

As varidveis funcionais Vol.VED, Vol. Sistélico, débito cardiaco,
% de encurtamento do endocérdio, % encurtamento do mesocéardio, Tei-
b, Fracao de ejegdo e E’ septal apresentaram-se diminuidas, e Vol, VES,
indica cardiaco, E/E’ e P.A. apresentaram-se aumentadas no grupo CHO
quando comparadas ao grupo C (p<0,05). A suplementacdo com licopeno
foi capaz de melhorar Vol. VES, % de encurtamento do endocéardio, %
encurtamento do mesocérdio, Fragdo de ejegdo, E/E’ e P.A. quando com-
parado ao grupo CHO (p<0,05). (Tabela 9).
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Tabela 9. Avaliacdo funcional ecocardiografica em 30 semanas

Varidveis Grupos Efeito
C C+Ly CHO CHO+Ly Dieta Tratamento Interacdo
FC (bpm) 256+13 266116 263114 262116 0,930 0,758 0,715
Vol. VED (mL) 0,35+0,01 0,35+0,01 0,30+0,01* 0,3310,1 0,038 0,504 0,448
Vol. VES (mL) 0,021+0 0,023+0,002 0,034+0,002* 0,022+0,002* 0,024 0,051 0,012
Vol. Sist. 0,33+0,01 0,330 0,27+0,01* 0,031+0 0,014 0,318 0,234
Débito cardiaco 84+4 835 T1+4* 775 0,048 0,738 0,420
indice cardiaco 171+9 171+11 133+9* 146+11 0,005 0,543 0,520
% enc. endo. 61+1 60+1 52+1* 59 +1* 0,002 0,017 0,004
% enc. meso. 29+1 28+1 22+1* 28+1* 0,03 0,132 0,076
E mitral 73t1 72+2 T7£2 7312 0,392 0,299 0,519
A mitral 48+3 47+4 50+3 4514 0,934 0,505 0,668
E/A 1,500+0,08 1,59+0,1 1,62+£0,09 1,62+0,09 0,402 0,549 0,781
VEPP (mm/s) 59+1 61+1 56+1 59+1 0,191 0,082 0,639
TRIV (ms) 25/4+0,9 237+1,1 241+1 21,1+11 0,099 0,044 0,569
TDE (ms) 46+1 41+1 49+1 43+1 0,145 0,004 0,745
R-R (seg) 0,2400+0,01  0,23%0,01 0,23+0,01 0,24 +0,01 0,908 0,882 0,430
TRIV/IR-R 52+2 49+3 50+2 43+3 0,215 0,122 0,495
Estresse sistolico 1346 13217 149+6 158+7 0,007 0,619 0,450
Tei-a (ms) 115+2 11742 1002 1112 0,001 0,039 0,123
Tei-b (ms) 87+2 93+3 78 +2* 85+3 0,011 0,046 0,987
Tei-index (ms) 0,33+0,03 0,26+0,03 0,29+0,03 0,3+0,03 0,952 0,392 0,210
Fracdo de ejecdo  0,9400+0,01 0,935+0,009 0,886 0,07 0,934 +0,009* 0,002 0,017 0,003
S' lateral 5,8+0,1 57401 57401 5,6+0,1 0,438 0,611 0,952
E' lateral 51+0,1 56+0,1 49+0,2 5,140,2 0,62 0,634 0,507
A' lateral 4,2+0,03 39404 45+0,3 3,604 0,979 0,136 0,421
S' septal 5,4+0,1 56+0,1 5,6+0,1 5,6+0,1 0,503 0,546 0,438
E' septal 6+0,1 6,3+0,2 5,3+0,1* 5,540,2 0,001 0,227 0,998
A' septal 4,7+0,3 46104 49104 4,404 0,966 0,461 0,558
S' média 5,64+0,08 5,68+0,1 5,67 £0,09 5,63+0,1 0,885 0,999 0,683
E' média 5,6+0,1 57+1 51+0,1 5310,1 11 0,286 0,649
A' média 4,4+0,3 4304 4,7+0,3 4104 0,992 0,255 0,474
E/E 13,2+0,4 12,7405 15,3+0,4* 13,7+0,5 0,003 0,042 0,254
E/A 1,3+0,07 1,34+0,009 1,12+0,07 1,37+0,09 0,396 0,106 0,225

Dados expressos como media + desvio padrdo e ndo normais mediana (p25-p75) (n, 8 animais/grupo); grupos, C,
Controle; C+Ly, Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato; CHO+Ly, Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle
[carboidrato, 60%; gordura 4%] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 30 semanas; Suplementacéo,
Licopeno 10 mg/(kg massa corporea/dia) ou 6leo de milho oralmente por 10 semanas. Variaveis: FC: frequéncia
cardiaca; Vol.VED: volume diastélico final do VE; Vol.VES: volume sistélico final do VE; Vol.sist.: volume sistélico;
Déb.Card.: Débito cardiaco; Indice Card: indice cardiaco; %enc.endo: Porcentagem de encurtamento endocardico;
%enc.meso: Porcentagem de encurtamento mesocardico. E/A: raz8o entre E e A; VEPP: velocidade de encurtamento
da parede posterior do VE; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleragédo da onda E
mitral; R-R: intervalo entre as ondas R; TRIV/R-R: tempo de relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia
cardiaca; Tei-a: tempo entre o final de uma onda A e o inicio de uma onda E; Tei-b: tempo de ejecdo do VE; TEI
index: Tei-a/Tei-b; S média: (S lateral+ S septal)/2; E’ média: (E’ lateral+ E’ septal)/2; A’ média: (A’ lateral + A’
septal)/2; E/E’: razdo onda E/E’ média E’/A’: razdo onda E’ média/A” média; DP: duplo produto. Two-way ANOVA
com post-hoc Tukey foram usados para comparar diferenca entre os grupos (p< 0,05), *CHO vs C, “CHO+Ly vs CHO.

A figura 1 apresenta o efeito da dieta e da suplementacdo com
licopeno sobre as citocinas inflamatdrias no miocérdio. Os marcadores
TNF-0, IL-6 e MCP-1 se apresentam elevados no grupo CHO quando
comparado ao grupo C (p<0,05). A suplementagdo com licopeno
ocasionou uma diminuicdo na concentracdo de citocinas no grupo

CHO+Ly, quando comparado ao grupo CHO (p<0,05).
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Figura 1. Citocinas inflamatérias cardiacas. TNF-a, Fator de Necrose Tumoral-a (1.A); IL-6, Interleucina - 6 (1.B); MCP-
1, Proteina quimioatraente de mondcitos 1 (1.C). Dados expressos como media + desvio padrdo (n, 8 animais/grupo); grupos,
C, Controle; C+Ly, Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato; CHO+Ly, Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle [carboidrato, 60%;
gordura 4%)] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 30 semanas; Suplementagdo, Licopeno 10 mg/(kg massa
corpoérea/dia) ou 6leo de milho oralmente por 10 semanas. Two-way ANOVA com post-hoc Tukey foram usados para comparar
diferenca entre 0s grupos (p< 0,05), *CHO vs C, “CHO+Ly vs CHO.

A figura 2 apresenta o efeito da dieta e da suplementacdo com
licopeno sobre as citocinas inflamatorias no tecido adiposo. Os
marcadores TNF-a, IL-6, que se apresentam elevados no grupo CHO
quando comparado ao grupo C (p<0,05). A suplementacdo com licopeno
ocasionou uma diminui¢cdo na concentracdo de TNF-a no grupo

CHO+Ly, quando comparado ao grupo CHO (p<0,05).
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Figura 2 Citocinas inflamatérias no tecido adiposo. Fator de Necrose Tumoral-a (2.A); IL-6,
Interleucina — 6 (2.B) Dados expressos como media + desvio padrdo (n, 8 animais/grupo); grupos, C,
Controle; C+Ly, Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato; CHO+Ly, Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle
[carboidrato, 60%; gordura 4%] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 30 semanas;
Suplementagéo, Licopeno 10 mg/(kg massa corpérea/dia) ou 6leo de milho oralmente por 10 semanas. Two-
way ANOVA com post-hoc Tukey foram usados para comparar diferenca entre os grupos (p< 0,05), *CHO vs
C, “"CHO+Ly vs CHO.

A figura 3 apresenta o efeito da dieta e da suplementacdo com
licopeno sobre a atividade da Metaloproteinase — 2 (MMP-2), em sua
forma ativa. Quando comparado ao grupo C, a MMP-2 apresentou-se
elevada (p<0,05). A suplementacdo com licopeno ocasionou uma

diminuicdo na forma ativa no grupo CHO+Ly, quando comparado ao

grupo CHO (p<0,05).
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Figura 3. Gel Metaloproteinase-2. Grupos, C, Controle; C+Ly, Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato;
CHO+Ly, Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle [carboidrato, 60%; gordura 4%)] ou Carboidrato
[Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 30 semanas; Suplementacéo, Licopeno 10 mg/(kg massa corporea/dia)
ou 6leo de milho oralmente por 10 semanas
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Figura 4. Metaloproteinase 2 ativa (MMP - 2 ativa).. Dados
expressos como media + desvio padrdo (n, 8 animais/grupo); grupos, C,
Controle; C+Ly, Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato; CHO+Ly,
Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle [carboidrato, 60%; gordura 4%]
ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%] por 30 semanas;
Suplementacdo, Licopeno 10 mg/(kg massa corpérea/dia) ou dleo de
milho oralmente por 10 semanas. Two-way ANOVA com post-hoc
Tukey foram usados para comparar diferenca entre os grupos (p< 0,05),
*CHO vs C, “CHO+Ly vs CHO.

A concentracdo de licopeno foi aferida no plasma e no coracao.
Foi detectada a presenca de licopeno no plasma e no coragcdo nos grupos
C+Ly e CHO+LYy e, nos grupos C e CHO ndo foi detectado (Tabela 10).

Tabela 10. Biodisponibilidade do all- trans licopeno no plasma e no

coracao.

Amostra C C+Ly CHO CHO+Ly
Plasma (mg/dL) Nd 3,6+0,5 Nd 6,8+2,3
Coracéo (ng/g de tecido) Nd 4,8+2,3 Nd 2,4+0,3

Dados expressos como mediatdesvio padrdo (n, 2 animais/grupo); grupos, C, Controle; C+Ly,
Controle+Licopeno; CHO, Carboidrato; CHO+Ly, Carboidrato+Licopeno. Dieta, Controle [carboidrato, 60%;
gordura 4%] ou Carboidrato [Carboidrato,78%; gordura, 14,6%)] por 30 semanas; Suplementacéo, Licopeno 10
mg/(kg massa corpdrea/dia) ou 6leo de milho oralmente por 10 semanas. Nd, néo detectado. Teste T de Student
foi usado para comparar diferenga entre os grupos (p< 0,05), *C+Ly vs CHO+Ly.
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A obesidade esté relacionada com a inflamacéo?, alteracdes meta-
bélicas e remodelamento cardiaco®’. Frente a isso, o objetivo do presente
estudo foi verificar o efeito da suplementacdo com licopeno sobre o re-
modelamento cardiaco em ratos com obesidade induzida por dieta obeso-
génica (hipercalorica com alto teor de carboidrato simples e gordura).

Em 30 semanas a obesidade foi confirmada pelo maior indice de
adiposidade nos animais que receberam a dieta CHO (CHO e CHO+Ly),
mesmo diante de um menor consumo na quantidade de ragdo e similar
ingestdo calorica. Estes achados séo justificados pela maior densidade
energética (por grama da racdo) da dieta hipercalorica com alto teor de
carboidrato®, confirmada pela eficiéncia alimentar que tem sido utilizada
para verificar a conversédo de ingestao alimentar em ganho de peso corpo-
ral®’. A ingestdo alimentar, o ganho de peso, indice de adiposidade e in-
gestdo calorica ndo sofreram influéncia da suplementacdo com licopeno.

Os resultados da 20* e 30° semana mostram comorbidades
frequentemente associadas com a obesidade experimental, como a
resisténcia a insulina e hipertenso arterial sistélica*?’. O indice HOMA-
IR, utilizado como indicador de resisténcia a insulina®’, somado aos
dados de hiperinsulinemia motram que a obesidade promoveu a
resisténcia a insulina, desde que a normoglicemia foi mantida a custa de
elevacdo dos niveis de insulina. Apesar de ndo alterar a hipertensdo, a
suplementacdo com licopeno normalizou os niveis de insulina e HOMA-
IR atenuando a resisténcia a insulina (RI).

A RI se correlaciona intimamente com citocinas inflamatdrias

818 Muitas citocinas e mediadores

induzidas pela obesidade.
inflamatorios, particularmente TNF-a, MCP-1, proteina C reativa (PCR)
e interleucinas, estdo regulados positivamente para R1.3%**3* Animais
deficientes em elementos inflamatdrios, como o receptor TNF-a, sdo
protegidos contra a R1.33*>3¢ O préprio TNF-o prejudica a sinalizagdo da
insulina via fosforilagdo da serina do substrato receptor de insulina 1
(SRI-1) e reduz a expresséo de GLUT-4, diminuindo assim a captagéo de

glicose pelas células.®®* No entanto, uma maior sensibilidade & insulina é
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acompanhada por uma inibi¢do da via de sinalizac¢ao IKKp (uma
subunidade da Ixp quinase), um elemento-chave na inflamagdo dos
tecidos.®**"® A via JNK também promove a fosforilacdo da serina em
SR1-1 e, portanto, prejudica a sinalizacdo da insulina. A ativacdo dessas
vias pela inflamac&o contribuem para o desenvolvimento da R1.%*%

A melhora da resisténcia a insulina observada no presente estudo
pode em parte ser pode explicada pela propriedade anti-inflamatéria do
licopeno. De fato, prévios relatos ja mostraram que a acdo anti-
inflamatoéria do licopeno pode estar envolvido no efeito benéfico no
metabolismo da glicose.*’

Nossos dados de 20 semanas mostram que a dieta obeso foi asso-
ciada a hipertensdo e a alteracbes morfoldgicas e funcionais cardiacas
caracteristicas de remodelamento cardiaco, que constituem em mecanis-
mo adaptativo do coracdo, em resposta ao aumento de sua atividade ou

de sobrecarga funcional.**

Tal adaptacdo pode se dar tanto em resposta
ao aumento da necessidade metabdlica que impGe um aumento do débito
cardiaco, condicao fisiologica observada em resposta ao exercicio fisico.
E também em resposta ao aumento de carga pressorica ou volume, con-
dicdo observada como resposta adaptativa a condi¢des patoldgicas como

a hipertenséo arterial*

verificada no presente estudo.

O resultado da sobrecarga de trabalho ao coragcdo ocasionada pela
hipertensdo arterial traduz-se em um aumento de massa cardiaca devido
ao crescimento dos midcitos e/ou do estroma conjuntivo, ocasionando a
hipertrofia.*>3

As hipertrofias podem ser consideradas como concéntricas e
excéntricas.***> Nas hipertrofias concéntricas ocorre aumento de massa
ventricular decorrente de aumento da espessura da parede e redugdo dos
didmetros cavitérios. Tal condicdo surge em decorréncia de um aumento
de resisténcia & ejecdo ou & sobrecarga de pressdo*****. A reducéo dos
diametros cavitarios permite ao ventriculo desenvolver maior
pressdo. 142445 Nesse caso, a tensdo ativa produzida pela maior massa

ventricular € maior e, sendo menor o raio da cavidade, a pressao
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resultante torna-se maior.**® Nas hipertrofias excéntricas ocorre um
aumento de massa ventricular e da espessura da parede ventricular, mas
com aumento dos didmetros cavitérios. Esta condicdo surge em
decorréncia de sobrecarga de volume. ***®

O miocardio interpreta essas sobrecargas de modo diferenciado,
de tal forma que o resultado final nessas situacdes é bastante diferente,
tanto em termos de mudancas na geometria ventricular quanto nas modi-
ficacOes bioquimicas produzidas nos componentes subcelulares, tais co-
mo as miofibrilas. A sobrecarga pressdrica constitui um poderoso estimu-
lo para a sintese proteica, onde o volume do midcito aumenta em conse-
quéncia, principalmente, do aumento do didmetro celular. Isso ocorre
porque 0s novos sarcomeros sdo depositados em paralelo aos ja existen-
tes 0 que, consequentemente leva ao aumento do raio de cada miofibrila.
Como resultado, o didametro dos miocitos onde este processo ira ocorrer
também ir4 aumentar.*** Inicialmente, esse processo pode ser adaptativo
para normalizar o estresse da parede e preservar o desempenho contrétil,
mas com o tempo pode levar a descompensacao e a insuficiéncia cardia-
ca.14

Dentre as vias conhecidas por gerar hipertrofia cardiaca, as cito-
cinas pro-inflamatorias induzem tais alteracdes em modelos de sobrecar-
ga de pressdo por constricdo da aorta’, faléncia cardiaca®’, isquemia®’,
infarto agudo do miocardio™, cadiomiopatia hipertréfica'® e exposicdo a
fumaca de cigarro®®. Nosso modelo de obesidade mimetiza os achados
decorrentes dos diferentes modelos com caracteristicas mais agressivas.

O remodelamento cardiaco encontrado em 20 semanas foi
mantido até o final do protocolo experimental no grupo CHO (vs C),
enquanto que o licopeno foi capaz de impedir a progressédo desde que
controlou as variaveis ecocardiograficas EDSIV, Massa do VE e
Espessura relativa da parede do VE

E importante ressaltar que a inflamag&o tem mostrado ser uma
marca registrada proeminente do remodelamento ventricular.® A 1L-6

aumentada tem sido associada a hipertrofia cardiaca tanto in vitro como
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in vivo.***® Também foi demonstrado que TNF-o e interferon gama
promovem o remodelamento e insuficiéncia cardiaca.>® Infiltracdo
intersticial de células inflamatérias envolvendo macro6fagos, linfécitos T,
fibrose, niveis elevados de expressdo de citocinas (IL-6, IL-1B e TNF-a),
e ativacdo de vias de sinalizacdo inflamatdrias (fator nuclear kappa B,
NF-kB) correspondem a caracteristicas de um coracdo patologicamente
remodelado.'***

Além disso, foi demonstrado que a modulacdo de receptores e
mediadores de células inflamatorias modifica o processo de
remodelamento cardiaco.*"**>® Alguns estudos ja avaliaram a efic4cia de

1448 ‘mas até o

anti-inflamatorios em atenuar o remodelamento cardiaco
momento ndo ha relatos sobre a acdo do licopeno em condicdo de
remodelamento cardiaco induzido por obesidade.

Em 30 semanas a presenca de inflamagdo cardiaca nos animais
obesos foi constatada pelo aumento de TNF-a, IL-6 e MCP-1, enquanto a
suplementacdo com licopeno foi capaz de reduzir tal aumento. A
inflamacdo também esteve presente no tecido adiposo (TNF-a), contudo
a suplementacdo com licopeno ndo foi capaz de atenuar o0 marcador. Esse
fato mostra que a obesidade induzida por dieta obeso, pode influenciar
diretamente a producdo de citocinas pré-inflamatérias pelo tecido
cardiaco.

Marcotorchino e colaboradores®™ relataram o efeito anti-
inflamatorio do licopeno em macréfagos caracterizado por uma reducao
da expressdo de TNF-a estimulada por LPS. O mecanismo molecular
parece envolver as vias de sinalizagdo JNK e NF-xB>*. Em estudos
realizados por nosso grupo, a suplementacdo de licopeno foi capaz de
diminuir TNF-a nos rins de ratos obesos®, diminuir os niveis de TNF-a,
leptina, IL-6 no plasma e TNF-a, leptina, IL-6 e MCP-1 no tecido
adiposo de animais obesos.?

A expressdo de citocinas inflamatérias também esta relacionada
com a ativagdo de metaloproteinases de matriz (MMP)® que, possuem

atividade colagenolitica, degradando as fibras colagenas cardiacas'*>°
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responsaveis pela regulacdo da apoptose, restauracdo de deformacdes
patoldgicas, manutencdo do alinhamento das estruturas e regulacdo da
distensibilidade do musculo cardiaco.

A ativacdo de metaloproteinases contribui para a cardiomiopatia
por enfraquecimento da matriz colagenosa dos cardiomidcitos,
ocasionando o remodelamento patolégico'*®°. Destaca-se que a MMP-2 é
uma das MMPs mais importantes para o0 desenvolvimento do
remodelamento ventricular.

A maior ativacdo de MMP-2 no grupo CHO (vs C) contribuiu
para 0 remodelamento cardiaco patoldgico. A suplementacdo com
licopeno, possivelmente devido a sua acdo anti-inflamatdria, promoveu a
diminuicdo da ativagdo de MMP-2 no grupo CHO+Ly (vs CHO),
consequentemente atenuando o remodelamento cardiaco induzido pela
obesidade.

Em estudo onde realizou-se exclusdo direcionada da MMP-2
houve atenuacdo da ruptura do ventriculo esquerdo e da remodelacdo
pos-infarto®’. Estudos clinicos e experimentais tem mostrado que agentes
farmacoldgicos diminuiram a ativacdo de MMP-2 e consequentemente
melhoraram o remodelamento®®, tornando mais evidente a importancia da
MMP-2 no remodelamento cardiaco e de compostos que inibam sua
acao, assim como o licopeno em nosso estudo.

Nossos resultados também corroboram o trabalho de Wang et
al®, onde a suplementacdo com licopeno por 30 dias mostrou efeito
cardioprotetor, sendo capaz de reverter o remodelamento cardiaco
decorrente do infarto agudo do miocérdio.

Frente aos resultados obtidos pelo nosso trabalho, fica evidente
que o licopeno é capaz de modular a inflamagdo ocasionada pela
obesidade e atenuar o remodelamento cardiaco, apresentando-se como
uma nova estratégia terapéutica coadjuvante no tratamento das alteracfes

associadas a obesidade.






57

Conclusdo

A ingestdo de dieta hipercalorica (com alto teor de carboidrato
simples e gordura) foi associada a obesidade, hipertensdo, resisténcia a
insulina, inflamacéo cardiaca e de tecido adiposo, aumento da ativacao
de metaloproteinase-2 no coragdo e remodelamento cardiaco patoldgico.
A suplementacdo com licopeno foi capaz de atenuar a maioria dos resul-
tados (com excecéo de obesidade, hipertensdo e inflamacéo tecido adipo-
S0).

Nossos resultados comprovam o efeito cardioprotetor e anti-
inflamatdrio do licopeno, apresentando-se como uma nova estratégia
terapéutica coadjuvante no tratamento das alteracdes associadas a

obesidade.
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