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RESUMO



INTRODUGAO: Os efeitos da exposicdo a fumaca do cigarro (EFC) sobre o sistema
vascular sdo amplamente conhecidos, entretanto, estudos recentes mostram que
esta exposicdo resulta em efeitos maléficos diretos ao miocardio levando a
remodelacdo cardiaca (RC). Devido ao grande impacto sécio econdmico e as altas
taxas de mortalidade, torna-se relevante a identificacao de fatores que modulem o
processo de RC e podemos destacar a suplementacdo de alimentos com
propriedades antioxidantes, como o caja (Spondias mombin).

OBJETIVO: Avaliar a influéncia da suplementacdo de caja no processo de
remodelacdo cardiaca induzido pela exposicao a fumaca do cigarro em ratos.
MATERIAIS E METODOS: O estudo foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa
foram estudados trés grupos ndo expostos a fumaca do cigarro: CO (controle +
racdo padrdo); C100 (controle + cajd 100 mg/kg de peso/dia); C250 (controle +
caja 250 mg(kg de peso/dia). Apds dois meses de suplementacdo os animais foram
submetidos a um ecocardiograma. Na segunda etapa, considerando nao haver
diferenca na comparacédo entre CO, C100 e C250, as analises foram realizadas com
os seguintes grupos: CO (controle + ra¢do padrao); FO (fumo + racdo padrao); F100
(fumo + racdo padrao acrescida de caja a 100 mg/kg de peso/dia) e F250 (fumo +
racdo padrao acrescida de caja a 250 mg/kg de peso/dia). A suplementacédo de caja
foi realizada por meio da casca e polpa da fruta homogeneizadas e acrescidas na
racdo padrdo. Apos a suplementacdo por 2 meses foi realizado estudo funcional,
morfométrico e bioquimico. Para as varidveis paramétricas, foi realizado o teste
ANOVA de 1 (pos-teste de Tukey) e os valores obtidos foram apresentados em
média + desvio padrdo. Para as varidveis ndo paramétricas, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis (pds-teste de Dunn) e os valores obtidos foram apresentados em
mediana e intervalo interquartil. As varidveis foram consideradas ndo paramétricas
quando ndo passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. O nivel de
significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS: Os animais fumantes (FO, F100 e F250) apresentaram consumo de
racdo e peso corporal final (PC) inferior aos animais controle (CO). Considerando
a dosagem de cotinina sérica, os animais fumantes apresentaram maior
concentracdo em comparacao com os animais controle. Entretanto, na comparacao

entre os grupos fumantes ndo houve diferenca estatisticamente significante. A EFC
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induziu alteracées morfoldgicas e morfométricas no ventriculo esquerdo (VE), visto
pelos valores maiores de diametro diastdlico e sistélico do VE ajustados pelo PC
(DDVE/PC e DSVE/PC, respectivamente), drea e didmetro do 4atrio esquerdo
ajustado pelo PC (AREA AE e AE/PC, respectivamente), indice de massa do VE
(IMVE), peso do VE ajustado pelo PC (VE/PC) e area seccional do midcito (ASM) em
relacdo aos animais controle. Ja os animais suplementados com cajd a 250 mg/kg
de peso/dia apresentaram menores valores de DDVE/PC, AREA AE e ASM em
comparacdo com o grupo FO. Ndo houve diferenca estatisticamente significante
para as variaveis do estudo do coracédo isolado. Em relacdo ao estresse oxidativo, o
grupo FO apresentou maior concentracdo de hidroperéxido de lipidico (HL) em
comparacdo com o grupo CO e os animais suplementados com caja a 100 e 250
mg/kg de peso/dia apresentaram menores valores em comparacdo com o grupo FO.
Os animais fumantes apresentaram menor valor de atividade de catalase (CAT) em
comparacdo com animais controle. O grupo FO apresentou menor valor de
atividade de superdxido dismutase (SOD) em comparagdo com o grupo CO e os
animais suplementados com cajd a 100 e 250 mg/kg de peso/dia apresentaram
maiores valores de atividade de SOD em comparacdo com o grupo FO. Os animais
fumantes apresentaram menor valor de atividade de glutationa peroxidase (GSH-
Px) em comparacdo com o grupo CO, sendo que os animais suplementados com caja
a 100 e 250 mg(kg de peso/dia apresentaram maior valor de atividade de GSH-Px
em comparacdo com o grupo FO. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes na concentracao de proteina carbonila e no teste do cometa tanto em
relacdo ao efeito da EFC quanto da suplementacdo de caja. Em relacdo ao
metabolismo energético, o grupo FO apresentou menor valor de atividade da
enzima R-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (R-OH Acil CoA-DH) quando
comparado ao grupo CO. Ja o grupo F100 apresentou valores maiores de R-OH
AcilCoA-DH em comparacdo com o grupo FO. Considerando a atividade da
fosfofrutoquinase (PFK) e lactato desidrogenase (LDH), os grupos FO e F100
apresentaram maior atividade destas enzimas em comparacdo com o grupo CO. O
grupo F250, por sua vez, apresentou menor atividade de PFK e LDH em comparacdo
ao grupo FO e F100. Nao foram observadas diferencas estatisticamente

significantes em relacdo a atividade da piruvato desidrogenase (PDH). Os grupos
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fumantes apresentaram valores inferiores referentes a atividade da citrato sintase
(CS) em comparacdo com o grupo CO. E o grupo F250 apresentou valores
superiores de CS em comparacdo ao grupo FO. Em relacdo ao complexo I, os grupos
fumantes obtiveram valores inferiores quando comparados ao grupo CO e o grupo
F250 apresentou maiores valores em relacdo ao grupo FO e ao grupo F100.
Considerando a andlise da atividade do complexo II, os grupos FO e F100
apresentaram menores valores quando comparados ao grupo CO e o grupo F250
apresentou maiores valores em relacdo aos grupos FO e F100. Ja em relacdo a
atividade da ATP sintase, os grupos fumantes apresentaram menores valores em
comparacdo ao grupo CO. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes na expressdo proteica de fator nuclear derivado de eritréide-2 (NRF-
2), sirtuina 1 (SIRT-1), fator nuclear-kB total (NFkB), fator nuclear-kB fosforilado
(pNFkB), relacdo NFkB/pNFkB, interleucina 10 (IL-10), intérferon gamma (IFN-y),
coldgeno tipo I e tipo III.

CONCLUSAO: A EFC resultou em RC, piorou o estresse oxidativo e alterou o
metabolismo energético cardiaco. A suplementacdo de caja atenuou o processo de
RC, melhorou o estresse oxidativo e as alteracdes no metabolismo energético

induzidos pela EFC em ratos.
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ABSTRACT



INTRODUCTION: The effects of exposure to tobacco smoke (ETS) on the vascular
system are widely known, however, recent studies showed that this exposure results
in direct myocardial effects leading to cardiac remodeling (CR). Due to the high
socioeconomic impact and the high mortality rates, it is relevant to identify factors
that modulate the CR process and we can highlight the supplementation of foods
with antioxidant properties, such as caja (Spondias mombin).

OBJECTIVE: The objective of this study is to evaluate the influence of caja
supplementation on the cardiac remodeling process induced by ETS in rats.
MATERIALS AND METHODS: The study was carried out in two stages. In the first
stage, three groups not exposed to tobacco smoke were studied: CO (control +
standard chow); C100 (control + caja 100 mg [ kg of body weight [ day); C250
(control + cajd 250 mg [ kg of body weight [ day). After two months of
supplementation the animals were submitted to an echocardiogram. In the second
step, considering that there was no difference in the comparison between CO, C100
and C250, the analyzes were performed with the following groups: CO (control +
standard chow); FO (smoke + standard chow); F100 (smoke + caja 100 mg [ kg
body weight [ day) and F250 (smoke + cajd 250 mg [ kg body weight ( day). The
caja supplementation was carried out with the peel and pulp of the fruit
homogenized and added in the standard chow. After 2 months of supplementation,
a functional, morphometric and biochemical study was performed. For the
parametric variables, we used one-way ANOVA test followed by Tukey's post-test
and the values obtained were presented as mean +* standard deviation. For the non-
parametric variables, the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-test was
performed and the values obtained were presented as median and interquartile
range. The variables were considered non-parametric when they did not pass the
Kolmogorov-Smirnov normality test. The level of significance was 5%.

RESULTS: Smokers (FO, F100 and F250) presented lower chow intake and final
body weight (BW) than control animals (CO). Considering the serum cotinine
dosage, the smoked animals presented higher concentration in comparison to the
control animals. However, in the comparison between smoking groups there was
no statistically significant difference. The ETS induced morphological and

morphometric changes in the left ventricle (LV), as seen by the higher values of
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left ventricular diastolic and systolic diameter adjusted by BW (LVDD/BW and
LVSD/BW, respectively), area and diameter of the left atrium adjusted by BW (area
AL and AL/BW, respectively) LV mass index, LV weight adjusted by BW and
myocardial sectional area (MSA) in relation to control animals. On the other hand,
animals supplemented with caja at 250 mg [ kg of body weight [ day presented
lower values of, LVDD/BW, area AL and MSA compared to group FO. There was no
statistically significant difference for the variables of the isolated heart study. In
relation to oxidative stress, the FO group had a higher lipid hydroperoxide (LH)
concentration compared to the CO group, and animals supplemented with 100 and
250 mg [ kg body weight [ day presented lower values when compared to the group
FO. Smokers had lower values of catalase activity (CAT) compared to control
animals. The FO group had a lower value of superoxide dismutase activity (SOD)
compared to the CO group and the animals supplemented with caja at 100 and 250
mg [ kg of body weight [ day had higher values of SOD activity compared to the
group FO . Smokers had a lower value of glutathione peroxidase (GSH-Px) activity
compared to the CO group, and animals supplemented with cajd at 100 and 250
mg [ kg of body weight [ day showed higher values of GSH-Px activity in comparison
with the FO group. No statistically significant differences were observed in the
carbonyl protein concentration and in the comet test both in relation to the effect
of the ETS and the supplementation of caja. In relation to the energetic
metabolism, the FO group had lower activity value of the enzyme R-hydroxyacyl
Coenzyme A dehydrogenase (B-OH Acyl CoA-DH) when compared to the CO group.
The F100 group presented higher values of 8-OH Acyl CoA-DH compared to the FO
group. Considering the activity of phosphofructokinase (PFK) and lactate
dehydrogenase (LDH), the FO and F100 groups showed higher activity of these
enzymes compared to the CO group. The F250 group, on the other hand, had lower
PFK and LDH activity compared to the FO and F100 groups. No statistically
significant differences were observed in relation to pyruvate dehydrogenase (PDH)
activity. The smoking groups had lower values regarding citrate synthase activity
(CS) compared to the CO group. In addition, the F250 group had higher CS values
than the FO group. In relation to the complex I, the smoking groups obtained lower

values when compared to the group CO and the group F250 presented higher
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values in relation to the group FO and the group F100. Considering the analysis of
the activity of the complex II, the groups FO and F100 presented smaller values

when compared to the group CO and the group F250 presented higher values in
relation to the groups FO and F100. Regarding ATP synthase activity, the smoking
groups had lower values in comparison to the CO group. No significant differences
were observed in protein expression of erythroid-2 nuclear factor (NRF-2), sirtuin
1 (SIRT-1), total nuclear-kB factor (NFkB), nuclear kB factor phosphorylated
(pNFkB), NFkB [ pNFkB, interleukin 10 (IL-10), gamma interferon (IFN-y), type I
and type III collagen.

CONCLUSION: ETS resulted in CR, worsening oxidative stress, and altered cardiac
metabolism. Caja supplementation attenuated the cardiac remodeling process,
improved oxidative stress, and changes in energetic metabolism induced by ETS in

rats.
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De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude, o tabagismo
é uma das maiores ameacas a saude publica mundial. Apesar do declinio na
prevaléncia do tabagismo nos ultimos 50 anos, a exposicdo a fumaca do cigarro
(EFC) continua sendo a principal causa evitdvel de morte no mundo, sendo
responsavel pelo 6bito de mais de 6 milhdes de pessoas por ano. No Brasil, ocorrem
200 mil ébitos por ano. Caso a atual situagdo nao seja modificada, a previsao para
0 ano 2.020 é ocorrerem, no mundo, 10 milhdes de obitos, sendo 7 milhdes nos
paises em desenvolvimento (1,2).

Mais de 4 mil substancias quimicas foram identificadas na fumaca do
cigarro, divididas em 2 fases: a fase gasosa, onde encontra-se principalmente
monoxido de carbono e didxido de carbono e a fase particulada, cujo componente
principal é a nicotina (3).

No sistema cardiovascular, a EFC é fator de risco conhecido para
aterosclerose, disfuncdo endotelial, ruptura da placa de ateroma, sindrome
coronariana aguda e morte subita (4,5). Entretanto, estudos tém avaliado seus
efeitos diretos ao miocardio. Em estudos clinicos, observou-se que a EFC é fator de
risco para hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE) e disfuncdo cardiaca
independente da presenca de aterosclerose e hipertensdo (6-8). Em estudos
experimentais, observou-se que a EFC leva a alteracdes cardiacas e prejuizo da
funcao ventricular em ratos (9-11).

De fato, estes estudos tém mostrado que a EFC induz o aumento das
camaras cardiacas e hipertrofia do VE, resultando em remodelacdo cardiaca (RC),
com consequente diminuicdo da funcdo ventricular (9-11).

A RC ¢é caracterizada por variacbes génicas, moleculares, celulares e
intersticiais, que irdo se manifestar clinicamente por alteracées no tamanho,
massa, geometria e funcdo do coracdo, em resposta a determinada agressao (12).

Inicialmente, a RC tem como objetivo manter a funcdo cardiaca,
porém com a progressdo e continuidade da agressdo leva a disfuncdo ventricular
progressiva, insuficiéncia cardiaca e morte subita (12,13).

Os mecanismos potenciais para estas alteracdes incluem mudancas
hemodinamicas e neurohormonais, aumento do estresse oxidativo, inflamacéo,

biodisponibilidade do 6xido nitrico, alteracdes geométricas, ativacdo de proteinas
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quinases ativadas por mitégenos (MAPK), entre outros (14). Dentre estes
mecanismos as alteracdes no metabolismo energético, estresse oxidativo e processo
inflamatorio se destacam.

Sob condicdes normais os dcidos graxos (AGs) sdo os principais
substratos utilizados para producdo de energia via R-oxidacdo mitocondrial. No
entanto, em situacdes de agressdo cardiaca como na RC, o coracdo passa a utilizar
outros substratos importantes para producdo de energia como carboidratos, tais
como glicose, lactato e piruvato (15). Tal evento pode ser notado pelo aumento da
atividade de fosfofrutoquinase (PFK), lactato desidrogenase (LDH) e piruvato
desidrogenase (PDH), enzimas importantes do metabolismo glicolitico, assim como
pela diminuicdo da atividade de R-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (R-OH acil
CoA DH), uma das principais enzimas envolvidas na R-oxidacdo (9).

Nos estdgios iniciais, as alteracbes no metabolismo energético sao
consideradas cruciais para protecdo do coracdo de danos irreversiveis. Porém,
cronicamente, gera déficit de energia o que contribui para a disfuncdo cardiaca
(16).

De fato, os AGs que deixam de ser oxidados passam a ser acumulados
no interior do midcito, processo conhecido como lipotoxicidade (9). A
lipotoxicidade cardiaca causada pela EFC é considerada indutor potencial de
apoptose e disfuncdo ventricular (17).

E importante mencionar que a respiracio mitocondrial ndo é sé
importante para a geracdo de ATP, mas também estd envolvida na geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). De fato estudos anteriores sugerem que a EFC
aumenta a atividade da NADPH oxidase, fonte importante de EROs, resultando em
estresse oxidativo (11,18).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre as EROs
e as defesas antioxidantes, como as enzimas superoéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px) (19).

Estudos mostraram que o estresse oxidativo induzido pela EFC é
importante mecanismo para o desenvolvimento de alteracdes cardiacas (20,21). De
fato, além da EFC gerar danos mitocondriais com consequente aumento da

formacdo de EROs, a fumaca do cigarro é rica em metabdlitos e espécies reativas,
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aumentando ainda mais este desequilibrio (20). O estresse oxidativo esta associado
a peroxidacdo lipidica, danos a proteinas e ao DNA, gerando anormalidades na
matriz extracelular, nas proteinas contrateis dos midcitos, levando a hipertrofia e,
até mesmo, a morte dos midcitos (19).

Em modelos experimentais, a EFC induziu aumento do hidroperdéxido
de lipidio (HL), marcador importante de peroxidacdo lipidica, e diminuicdo da
atividade da enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px, o que foi relacionado com
aumento na espessura da parede posterior e massa do VE (9,20).

Embora as EROs sejam responsdveis por uma série de eventos
patolégicos, estudos mostram que em concentra¢des nanomolares desempenham
papel importante em processos fisioldgicos, principalmente em vias de transducao
de sinal, nas quais atuam como segundo mensageiro, além de modular fatores de
transcricdo génica como fator nuclear derivado de eritréide 2 (NRF-2), sirtuina 1
(SIRT-1) e fator nuclear-kB (NFkB) (22-25).

O NRF-2 é um relevante fator de transcricdio que ativa genes
codificantes de proteinas antioxidantes, podendo ser agente protetor cardiaco via
regulacdo negativa das MAPKs, reduzindo a ativacdo de fatores de transcricdo pro-
inflamatorios (22). De fato, estudos experimentais mostraram que a deficiéncia de
NRF-2 tem papel importante na patogénese da RC e da insuficiéncia cardiaca em
diferentes modelos de agressao (23).

A SIRT-1 é uma histona desacetilase dependente de NAD, que emergiu
como regulador critico em resposta ao estresse oxidativo. Através do antagonismo
da lesdo celular e da manutencdo da homeostase metabdlica, SIRT-1 parece
bloquear a lesdao do sistema cardiovascular. Estes fatores transcricionais parecem
estar diminuidos na lesdo cardiaca e desta forma, tem sido aceito que as espécies
reativas podem intensificar o processo de RC e o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca (24).

Ja em relacdo ao processo inflamatério, em modelos de faléncia
cardiaca observou-se que o aumento da producéo de citocinas esta relacionado ao
processo de RC. Além disso, observou-se que altas concentracdes de intérferon

gamma (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) estdo relacionadas a
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disfuncdo do VE, caquexia, ativacdo do programa genético fetal, apoptose,
hipertrofia e fibrose (26).

Neste aspecto a ativacdo da via NFkB tem papel central na inflamacao.
O NFkB é responsdvel por regular genes que codificam citocinas pro-inflamatérias,
moléculas de adesédo, quimiocinas, fatores de crescimento, enzima cicloxigenase-2
(COX-2) e enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (27). Além disso, NFkB ¢
um fator de transcricdo sensivel ao estresse oxidativo, de modo que o estado redox
intracelular é extremamente importante na regulacdo da atividade de NFkB (25).

Mediante ao exposto, torna-se importante o estudo dos mecanismos
envolvidos na RC e de intervencdes com o objetivo de atenuar este processo.
Estudos mostram que a suplementacédo de substancias com efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios tem atenuado a RC induzida pela EFC (20,28,29).

Em estudo experimental sobre o papel da vitamina D na RC induzida
pela EFC, observou-se que a vitamina D modula a RC pela acdo de sua capacidade
antioxidante na hipertrofia cardiaca, ja que diminuiu as concentracoes de HL e
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT (20). Do mesmo modo,
a suplementacao de betacaroteno apés um més de EFC reduziu o estresse oxidativo,
visto pela reducdo da concentracdo de HL, e atenuou o processo de RC, visto pela
melhora da morfologia e funcdo cardiaca (29).

Dentre os alimentos com potencial anti-inflamatério e antioxidante,
destaca-se o caja (Spondias mombin), pequeno fruto de forma ovdide
(aproximadamente 3-4cm de diametro) caracterizado por apresentar suco
doce/amargo de sabor e aroma caracteristicos. Este fruto vem apresentando
crescente aceitacdo no mercado nacional e internacional. No Brasil, é encontrado
principalmente nos estados do norte e nordeste, onde recebe diferentes
denominacodes, tais como: cajd, caja verdadeiro, caja-mirim ou tapereba (30-32).

Postula-se que os componentes bioativos com capacidades
antioxidantes presentes no cajd podem contribuir para menor incidéncia de
doencas cardiovasculares (33).

A suplementacdo com extrato metandlico da folha de caja vem sendo

vinculada aos potenciais efeitos antioxidantes, com reducéo significativa de espécies
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reativas, provavelmente devido ao conteudo fitoquimico, tornando a planta
potencial agente quimioprofilatico natural (34).

Estudo realizado com o objetivo de investigar os efeitos do extrato
metandlico da folha de caja sobre a inflamacéao e seus possiveis mecanismos, sugere
que a suplementacdo com caja pode atenuar as respostas inflamatdrias, por
aumentar a atividade sequestradora de radicais livres, observada pela alta
porcentagem de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e, assim, diminuir as
concentracdes de TNF-a e iNOS, o que poderia ser uma via de supressdo da
producdo de mediadores proé-inflamatorios (34).

E importante mencionar que grande parte dos estudos foram
realizados com o extrato da folha do caja, porém sabe-se que todas as partes da
planta apresentam potenciais efeitos medicinais (35).

De fato, a polpa do caja possui elevado teor de carotendides como a
B-criptoxantina, luteina e alfa e betacaroteno, sendo a p-criptoxantina o principal
carotendide encontrado no fruto (65ug(250g de cajd), representando alta
atividade pré-vitamina A, de modo que uma porc¢ao de 100g de polpa de caja pode
fornecer mais de 37% da dose didria recomendada de vitamina A (36).

Estudo que avaliou o efeito da suplementacdo de B-criptoxantina no
pulmao de animais fumantes observou que a B-criptoxantina tem efeitos benéficos
contra a inflamacdo pulmonar e lesdo oxidativa do DNA induzida pela EFC, além de
ser um agente quimiopreventivo potencialmente eficaz contra o desenvolvimento
de cancer de pulmao (37).

Também sdo encontrados no cajd compostos fendlicos. Vasco et al.
analisaram o conteudo fendlico do caja e encontraram valores totais proximos de
249mg(100g (38). Os compostos fendlicos potencialmente envolvidos nos efeitos
antioxidantes do caja sdo o 4cido galico, os hidroxicinamatos (incluindo o acido
cumdrico) e o acido cafeico e seus derivados (como o acido clorogénico) (39).

Além disso, o caja apresenta flavondides em sua composicdo, sendo
que a quercetina e o acido eldgico parecem ter maior relevancia. Estudo sobre a
composicdo quimica, a atividade antioxidante e anti-bactericida de duas espécies de
cajd mostrou que a quercetina (2,36 + 0,01mg/(g) e 4cido eldgico (41,56 =

0,01mg/g) eram os principais flavondides presentes (40).
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Sabendo que estes compostos antioxidantes presentes no caja se
caracterizam por eliminar as espécies reativas, reduzindo o grau de estresse
oxidativo e, desta forma, previnem a oxidacdo de biomoléculas, que pode
desencadear na deterioracdo de funcodes fisioldgicas, como no caso de doencas
cardiovasculares (33) estes resultados permitem classificar o caja como fruto com
6tima atividade antioxidante (40).

Entretanto, a acdo cardioprotetora do caja ainda é pouco discutida na
literatura. Em estudo pioneiro, foi avaliado o efeito cardioprotetor da
suplementacao do extrato da folha de caja (100mg/kg/dia e 250mg/kg/dia) em
modelo de infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol (ISP),
comparado ao efeito do ramipril, um inibidor da enzima conversora de
angiotensina (iECA). Os autores concluiram que a suplementacdo com caja antes
da agressdao miocdrdica, protegeu significativamente contra o estresse oxidativo
induzido pelo ISP, tanto a nivel sistémico quanto diretamente no tecido cardiaco.
Houve reducdo da concentracdo de malondealdeido, efeito comparado ao da
administracdo de ramipril. Além disso, o significativo aumento na atividade da SOD
e CAT nos grupos tratados com caja em comparacdo com o grupo que recebeu ISP
reforca ainda mais a propriedade antioxidante deste fruto (41).

Os mecanismos de cardioprotecédo do caja parecem envolver a melhora
da funcao contratil cardiaca, a prevencdo do rompimento de miofibrilas cardiacas,
a integridade da membrana de cardiomidcitos e a reducdo do estresse oxidativo
(41). Entretanto, ainda ndo ha estudos sobre suplementacdo de cajd no modelo de

RC induzido por EFC.
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HIPOTESE



Mediante ao exposto, acreditamos que, por seus efeitos antioxidantes
e anti-inflamatorios, a suplementacdo de caja possa atenuar o processo de RC

induzido pela EFC em ratos.
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OBJETIVO



O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementacéo de

caja no processo de RC induzido pela EFC em ratos.
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Delineamento

O protocolo deste trabalho (1116-2015) foi submetido e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu,
estando de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200-250g,
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu. 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.

O estudo foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa foram
estudados trés grupos, a fim de identificar possiveis efeitos da suplementacédo de
caja em animais ndo expostos a fumaca do cigarro:

1) Grupo CO (n=20), formado por animais alimentados com racdo comercial
padréao;

2) Grupo C100 (n=20), formado por animais alimentados com racdo comercial
acrescida de caja (100 mg de extrato/kg de peso corporal/dia);

3) Grupo C250 (n=20), formado por animais alimentados com racdo comercial
acrescida de caja (250 mg de extrato/kg de peso corporal/dia).

Apos dois meses de suplementacdo os animais foram submetidos a um
ecocardiograma, em que ndo foram observadas alteracdes significativas de

morfologia e funcdo cardiaca, conforme representado pelas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1. Resultados morfolégicos do ecocardiograma em animais ndo fumantes

Variaveis Grupo C0 (n=20) Grupo C100 (n=20) Grupo C250 (n=20) Va;or

PC (g) 410,8+ 15,60 409,5+ 19,74 410,5 +17,70 0,973
DDVE (mm) 6,885+ 0,600 7,007+ 0,717 6,806+ 0,589 0,605
DDVE/PC (mm/kg) 16,75+ 1,099 17,13+ 1,770 16,61+ 1,631 0,542
DSVE (mm) 2,894+ 0,558 3,064 +0,639 3,009+ 0,495 0,627
DSVE/PC (mm/kg) 7,025+ 1,209 7,482+ 1,496 7,346+ 1,246 0,536
AE/PC (mm/kg) 11,38 (11,12-12,22) 11,50 (11,02- 12,42) 11,17 (10,75-12,37) 0,755
AE/Ao 1,386 (1,239- 1,434) 1,317 (1,226- 1,386) 1,370 (1,296- 1,417) 0,352
EDPP (mm) 1,530 (1,530- 1,790) 1,530 (1,280- 1,605) 1,530 (1,530- 1,790) 0,243
Esp. Rel. VE 0,464 (0,415-0,498) 0,415 (0,379-0,480) 0,456 (0,428-0,483) 0,133
IMVE (g/kg) 1,815+ 0,346 1,726+ 0,308 1,782+ 0,422 0,736

Grupo CO: animais alimentados com dieta padrdo; Grupo C100: animais alimentados com dieta padrédo
acrescida de caja (100 mg/kg/dia); Grupo C250: animais alimentados com dieta padréo acrescida de caja (250
mg/kg/dia); PC: peso corporal final; DDVE: diametro diastélico do ventriculo esquerdo (VE); DDVE/PC:
diametro diastdlico do VE ajustado pelo PC; DSVE: diametro sistélico do VE; DSVE/PC: diametro sistélico do
VE ajustado pelo PC; AE/PC: didmetro do atrio esquerdo (AE) ajustado pelo PC; AE/Ao: relagdo entre os
didmetros do AE e da aorta; EDPP: espessura diastolica da parede posterior; Esp. Rel. VE: espessura relativa
do VE; IMVE: indice de massa do VE. Os dados s&o expressos em média + desvio padrdo (para distribuicao
paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo paramétrica).

Tabela 2. Resultados funcionais do ecocardiograma em animais nao fumantes

Variaveis Grupo CO0 (n=20) Grupo C100 (n=20) Grupo C250 (n=20) Valor p
FC(bpm) 295,5 (275,5- 345,5) 290,0 (271,0- 318,5) 290,0 (258,0- 325,0) 0,537
FE(%) 0,929 (0,903- 0,947) 0,909 (0,886- 0,944) 0,913 (0,900- 0,934) 0,350
%ENC(%) 58,16+ 5,820 56,49+ 6,335 55,93+ 4,871 0,442
S(cml/s) 5,500 (5,200- 5,700) 5,500 (5,200- 5,700) 5,200 (5,150- 5,400) 0,084
E/A 1,589 (0,144- 0,032) 1,673 (0,187- 0,042) 1,663 (0,168- 0,038) 0,232
E/E’ 13,32 (12,242- 14,65) 13,89 (11,96- 15,80) 13,99(12,54- 14,99) 0,643
TDE(ms) 49,20 (5,288- 1,182) 49,50 (7,023-1,570) 51,80 (4,561- 1,020) 0,298
TRIVc(ms) 0,089+ 0,020 0,090+ 0,025 0,093+ 0,026 0,803

Grupo CO: animais alimentados com dieta padrdo; Grupo C100: animais alimentados com dieta padréo
acrescida de caja (100 mg/kg/dia); Grupo C250: animais alimentados com dieta padréo acrescida de caja (250
mg/kg/dia); FC: frequéncia cardiaca; FE: fragdo de ejegdo; %ENC: porcentagem de encurtamento; S:onda
sistélica do anel mitral septal; E/A: relagao entre as ondas E e A; E/E’: relagido entre onda E e velocidade do
pico do Doppler tissular na protodiastole; TDE: tempo de desaceleragdo da onda E; TRIVc: tempo de
relaxamento isovolumétrico ajustado pela FC. Os dados sdo expressos em média + desvio padréo (para
distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo paramétrica).
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Na segunda etapa, considerando nado haver diferenca em relacdo a
suplementacdo de cajd no coracdo de ratos nao expostos a fumaca do cigarro, as
andlises foram realizadas com os seguintes grupos:

1) Grupo CO (n=20), formado por animais ndo expostos a fumaca do cigarro e
alimentados com ragao comercial padrao;

2) Grupo FO (n=20), formado por animais expostos a fumaca do cigarro e
alimentados com ragdo comercial padrao;

3) Grupo F100 (n=20), formado por animais expostos a fumaca do cigarro e
alimentados com racdo comercial acrescida de caja (100 mg de extrato/kg de
peso corporal/dia);

4) Grupo F250 (n=20), formado por animais expostos a fumaca do cigarro e
alimentados com racdo comercial acrescida de caja (250 mg de extrato/kg de
peso corporal/dia);

Como mostrado na figura a seguir.

Ratos & Wistar
200-250g

Grupo F100
Grupo C0 Grupo F0 Fumante +Dieta
Controle + Fumante +Dieta padrao
Dieta padrao padrao acrescida
100mg/kg/dia

Grupo F250
Fumante +Dieta

padrao
acrescida
250mg/kg/dia

Figura 1. Delineamento experimental

Os animais foram observados por dois meses. Apds esse periodo os animais
foram submetidos a avaliagcdes morfolégicas, funcionais e bioquimicas. O tempo de
observacdo foi definido baseado em trabalhos anteriores, onde esse tempo de EFC
foi suficiente para induzir os efeitos deletérios caracteristicos da RC (16). Em

relacdo ao tamanho amostral, considerou-se 20 o niumero adequado de animais por
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grupo, visto que esse numero foi suficiente em estudos anteriores para mostrar as

diferencas entre os grupos (11,16,20,29).

Suplementacdao com Caja

A casca e a polpa do caja foram adquiridas de uma tinica vez e entéo
homogeneizadas (Figura 2) e acrescidas na racdo padrdo, descontando a
porcentagem de d4gua verificada através de andlise prévia (Tabela 3). A
suplementacdo do cajd ocorreu em duas diferentes dosagens de 100 e 250 mg de
extrato seco/kg de peso corporal/dia. A anadlise de compostos fenélicos totais,
atividade antioxidante e de carotendides totais foram realizadas no Instituto de
Tecnologia dos Alimentos (ITAL), baseada no método proposto por Kim e
colaboradores (42), Brand-Williams e colaboradores (43) e Carvalho e
colaboradores (44), respectivamente.

Para confeccionar a racgao, foram utilizados como base a média de peso
e de consumo de racdo verificada em estudos anteriores (11,16,20,29). De modo
que, nas dosagens de 100 e 250mg/kg/dia foi adicionado 21,5g e 54g de polpa de
caja em 1 kg de racdo padrao, respectivamente. Esta dosagem foi baseada no estudo
de Akinmoladun e colaboradores (41). De acordo com a férmula proposta por
Reagan-Shaw e colaboradores (45) é possivel fazer a equivaléncia da suplementacéo
em ratos para humanos. Desta forma, a suplementacdo de 100 e 250mg/kg/dia

equivale a 329g e 610g/(dia para um homem de 60 kg, respectivamente.

Tabela 3. Caracteristicas da polpa de caja

Caracteristica Resultado
Carboidrato (g/100g) 8,72
Proteina (g/100g) 0,87
Lipidios (g/100g) 1,51
Cinzas (g/100g) 0,70
Umidade (%) 88,2
Compostos fenélicos totais expressos em acido galico (mg/100g) 96,74
Atividade Antioxidante (DPPH) (g DPPH/Kg) 12,84
Carotendides totais expressos como beta caroteno (mg/100g) 4,28
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E importante mencionar que a suplementacdo de 100 e 250 mg de
extrato seco/kg de peso corporal/dia equivale a 26ug e 65ug de B-criptoxantina,
respectivamente (46), e que estas quantidades de carotendides apresentaram
efeitos antioxidantes em estudos experimentais prévios (47).

A ingestdo da dieta foi avaliada diariamente e o peso semanalmente.
Em relacdo ao consumo de racdo dos animais é importante mencionar, que durante
todo o experimento a oferta de racdo dos animais do grupo controle foi baseada

no consumo dos animais fumantes.

Figura 2. Fotografias do processo de homogeneizacdo e armazenamento do caja.

Exposicao a fumaca do cigarro

Para expor os animais a fumaca de cigarro, foi utilizado o método
proposto por Wang et al (48), ja padronizado em nosso laboratério (11,16,20,29).
Os ratos foram colocados em camara transparente, cujas medidas sdo,
aproximadamente, 95x80x65 cm; a camara foi conectada ao dispositivo para
producdo de fumaca dos cigarros (Figura 3). A fumaca dos cigarros foi entédo
aspirada por vdcuo e veiculada para camara em que estavam alojados os animais,
durante periodo de 30 minutos. Apds esse periodo, a fumaca foi exaurida e o
procedimento repetido. Na primeira semana, a fumaca foi obtida a partir de cinco

cigarros, duas vezes por dia no periodo da manha, com intervalos de descanso de
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10 minutos. O numero de cigarros foi aumentado para o total de 10 cigarros/30
minutos, duas vezes no periodo da manha e duas vezes no periodo da tarde a partir
da segunda semana. Assim, durante o restante do periodo de estudo experimental,
os animais foram expostos a fumaca de 40 cigarros/dia. O cigarro utilizado, cigarro
comercial comum, apresenta a seguinte composicdo: 0,8 mg de nicotina, 10 mg de

alcatrdo e 8 mg de mondxido de carbono.

Figura 3. Técnica para EFC.

Avaliacao funcional "in vivo”— Estudo ecocardiografico

Apés os dois meses de suplementacdo, nos dois ecocardiogramas
realizados, os ratos foram anestesiados com cloridrato de quetamina (50mg/kg) e
xilazina (Img/kg) por via intraperitoneal. A seguir, realizou-se a tricotomia da
regido anterior do térax e os animais foram posicionados em decubito lateral
esquerdo para realizacdo do ecocardiograma. Foi utilizado o equipamento modelo
Vivid S6 (General Electric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel), dotado de
transdutor multifrequencial de 5,0 a 11,5MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar
mitral e adrtico foi realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0MHz e as
estruturas do coracdo foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos. Todas as varidveis foram obtidas de acordo com as recomendacdes
da American Society of Echocardiography (49).

Foram avaliadas as seguintes varidveis estruturais:

MATERIAIS E METODOS 26



e Razdo diametro do 4trio esquerdo (AE) e peso corporal final (AE/PC);

e Razdo AE e diametro da aorta (AE/A0);

e Diametro diastodlico do VE (DDVE);

e Razdo DDVE/PC;

e Diametro sistdlico do VE (DSVE);

e Razdo DSVE/PC;

o Area do 4trio esquerdo (AREA AE);

e Espessura diastdlica da parede posterior (EDPP) do VE;

e Espessura relativa do VE (Esp. Rel. VE) (2x EDPP/DDVE);

o Indice de massa do VE (IMVE), (MVE/PC), sendo que MVE
=((DDVE+EDPP+EDSIV)® -DDVE?®] x 1,04.

A funcdo sistdlica do VE foi avaliada pelas seguintes varidveis:
e Frequéncia cardiaca (FO);
e Onda sistdlica do anel mitral septal (S);
e Fracédo de ejecdo (FE = [(DSVE’*-DDVE?/DDVE?) x 100]);
e % de encurtamento (% ENC = [(DDVE-DSVE/DDVE)x100]);

A funcao diastdlica do VE foi analisada por:
e Razdo de onda E/A do fluxo transmitral (E/A);
e Razdo entre onda E e velocidade de pico do Doppler tissular miocardico na
protodidstole (E/E");
e Tempo de desaceleracdo da onda E (TDE);
e Tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado para a frequéncia cardiaca

(TRIV c= TRIV/RR®?, onde RR ¢ a distancia de um batimento a outro).

Avaliacao funcional "/n vitro” - Estudo do Coracgao Isolado

Apés a realizacdo do ecocardiograma, 8 animais de cada grupo,
receberam tiopental (80 mg/kg) e heparina (2000 UI) por via intraperitoneal e
foram ventilados com pressdo positiva e oxigénio a 100%. A seguir, o térax foi

aberto, a aorta cateterizada com canula de metal numero 15 e foi iniciada a
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perfusdo miocardica retrégrada, com solucdo nutriente de Krebs-Henseleit, com a
seguinte composicao, em mmol/l: 115 NaCl; 5,4 KCl; 1,2 MgSO,; 2,5 CaCl,; 1,15
NaH,PO.; 25 NaHCOs; 11 glicose. A solucdo acima foi acrescida de manitol, na
concentracdo de 8 mmol, para assegurar maior preservacdo miocdrdica (50). Os
coracgdes 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 perfusdo constante de 75 mmHg (Figura 4). A solucdo nutriente foi
continuamente oxigenada com mistura gasosa de 95% de oxigénio e 5% de CO,,
mantendo-se a pressdo parcial de oxigénio entre 500-600 mmHg, a temperatura
de 37°C, pH entre 7,3 e 7,4. A avaliacdo foi realizada conforme método previamente
descrito e padronizado em nosso laboratério (50,51).

Por meio da técnica descrita, foram obtidas curvas de Starling com
infusdo de liquido no baldo, que permitiu variar a pressao diastdlica no VE de O a
25 mmHg, por meio de incrementos graduais de 5 mmHg, registrando-se a pressao
sistolica correspondente a cada variacdo de volume. Nesta técnica em que o coragédo
opera em condicOes isovolumétricas, a pressdo desenvolvida (pressdo sistdlica
menos a pressdo diastolica) foi utilizada como indicadora da capacidade contrétil.
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 funcéo sistdlica e diastélica do VE (50,51).
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Figura 4. Visao geral da aparelhagem para realizacdo do estudo do coracéo isolado.

Eutanasia e coleta do material biolégico

Apds o estudo funcional, os animais foram anestesiados com dose
excessiva de tiopental para a eutandsia. Logo apds, os animais foram decapitados e
o coracgao foi coletado e dissecado em VE e ventriculo direito (VD). O sangue dos
animais também foi coletado e centrifugado para a obtencdo do soro. As amostras

de VE e soro foram armazenadas a -80°C para as posteriores andlises.

Estudo morfolégico

Os ventriculos foram pesados separadamente no momento da
eutandsia e depois a razdo entre o peso de cada estrutura do coracdo e o PC foi

calculada. Também foram pesados o figado e pulmao dos animais.
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Estudo histologico

Ap6s estudo morfoldgico os coragdes tiveram o VE seccionado a 4 mm,
a partir do dpice. Em seguida, esse fragmento de 3 mm de espessura foi fixado em
solucdo de formol a 10% e incluido em bloco de parafina, obtendo-se, a seguir,
cortes coronais que foram corados com solucdo Hematoxilina - Eosina (HE) para
afericdo da area da seccdo transversa dos midcitos (ASM).

Foram mensuradas de 30 a 50 células por ventriculo analisado
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. Os midcitos
selecionados foram seccionados transversalmente e 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.

Cotinina

A cotinina, metabdlito da nicotina, é um excelente marcador de EFC.
Sua dosagem a partir do soro dos animais foi realizada por ensaio imunoenzimdtico
de competicdo (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA), de acordo com as

recomendacdes do fabricante (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).

Teste do cometa para avaliacao de dano no DNA

O teste do cometa foi utilizado para a avaliacdo de danos de material
genético no DNA em amostras de sangue periférico e de tecido cardiaco, de acordo
com as metodologias descritas por Singh e colaboradores (52) e Tice e
colaboradores (53), com pequenas modificacdes.

Para aumentar a sensibilidade do teste, enzimas de reparo também

foram utilizadas para deteccdo de danos oxidativos ho DNA. A enzima endonuclease
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III (ENDOIII) detecta pirimidinas oxidadas enquanto a formamidopirimidina DNA
glicosilase (FPG) reconhece purinas oxidadas.

Imediatamente apds a coleta do VE, sob luz amarela, o fragmento foi
colocado em soluciao contendo HBSS e DMSO a 4°C. O tecido cardiaco foi lavado
com solucao salina - PBS, por trés vezes, em placa de petri. Em seguida, em solucédo
enzimatica (5,5 mg de proteinase K, 3 mg de colagenase Tipo I e 3 mL de HBSS), o
tecido cardiaco foi picotado com lamina de bisturi. Ao final desse processo, a
solucdo foi colocada em tubo de 15 mL, a qual permaneceu por 30 minutos em
estufa a 37°C. Decorrido esse tempo, acrescentou-se, no mesmo tubo, HBSS até
completar 6 mL que foi centrifugado por 15 minutos a 800 rpm. O sobrenadante
entdo foi retirado restando apenas 0,5 mL da suspensdo celular.

As laminas foram realizadas em duplicata e as amostras foram
codificadas. Aliquotas de 5 pL e 20 L de sangue periférico e da suspensao celular
de cardiomidcitos, respectivamente, foram misturadas a 100 pL de agarose de
baixo ponto de fusdo (0,5%) e colocadas sobre lamina previamente coberta com
uma camada de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). Apds este processo a
lamina foi recoberta com laminula e colocada a 4°C, por 5 minutos, para
solidificacdo da agarose. Em seguida, a laminula foi cuidadosamente removida e a
lamina transferida para solucao de lise gelada e recém preparada (2,5 M NacCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10; 1% laurilsarcosinato de sédio; 1% triton-X e 10%
DMSO).

Em seguida as laminas que receberam tratamento enzimético (FPG ou
ENDO III) ou controle (tampdo sem enzimas), foram retiradas da solucdo de lise e
colocadas em solucdo salina PBS (1x) por 5 minutos e em seguida transferidas para
outra cubeta contendo solucdo de Flare (1x) por 15 minutos. De acordo com o
tratamento (enzimdtico ou controle), as laminas foram preparadas em camara
umida e foram cobertas com laminula e deixadas na estufa a 37°C por 30 minutos,
para atuacdo das enzimas. Apds esse periodo, as laminas foram colocadas na
geladeira por 10 minutos para solidificacdo e as laminulas foram retiradas para
realizacdo de corrida eletroforética.

As laminas que nao foram tratadas (avaliacdo de danos basais) foram

tiradas da solucdo de lise e mergulhadas em PBS 1x por 5 minutos e transferidas
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para cuba de acrilico horizontal, em solucdo de eletroforese, juntamente com as
outras laminas por 40 minutos, com tampao alcalino gelado e recém preparado (1
mM EDTA e 300 mMNaOH, pH > 13). Apds periodo de 20 minutos para
desespiralizacdo do DNA e expressdo dos sitios dlcali-ldbeis, a eletroforese foi
conduzida a 25 V e 300 mA, por 30 minutos. Finalizada a eletroforese, as laminas
foram colocadas em solucdo de neutralizacdo (0,4 M de Tris, pH 7,5) por 15
minutos, fixadas em etanol absoluto e secas a temperatura ambiente.

As laminas permaneceram a 4°C até o momento de analise, quando
foram coradas e analisadas em microscopio de fluorescéncia, utilizando-se o
sistema de analise de imagem Comet Assay IV (Perceptive Instruments, UK), em
aumento de 400x. Foram analisados 50 nucleéides por amostra (sangue ou células
cardiacas) por animal e como parametro para avaliacdo de danos oxidativos no

material genético foi considerado o tail intensity (TT) (Figura 5).

Figura 5. Modo visual objetivo de classificacdo das imagens TI teste do cometa, em

que O representa baixo nivel de dano e 4 dano total.

Analise de HL e enzimas antioxidantes

As analises de HL e enzimas foram realizadas apds a determinacao das
proteinas totais no tecido. As amostras de aprosimadamente 100 mg do VE foram
descongeladas e homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com
5ml de tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,0. Os homogeneizados foram
centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a -4°C. O
sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo de proteinas totais

(54).
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e Determinacao da concentracao de hidroperoxido de lipidio (HL)

O HL foi medido por meio da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal
(Fe2+) medida por hidroperodxido, com 100 pl da amostra e 900 pul de mistura
reagente de sulfato ferroso (FeSO4) 250 uM, dacido sulfurico (H2SO04) 25 mM,
xilenolorange 100 pM e butilhidroxitolueno 4 mM em 90% (v/v) metanol. A

intensidade da coloracdo da reagao foi medida por espectrofotometria (54).

e Determinacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada em tampao fosfato (pH 7,0),
utilizando-se 0,5mL de amostra e perdxido de hidrogénio (30%). A leitura

espectrofotométrica foi realizada a 240 nm(54).

e Determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada tendo como base a capacidade da
enzima em inibir a reducdo de NBT por radicais superoxido gerados pela mistura
hidroxilamina em meio alcalino (pH 10,0). A hidroxilamina gera fluxo de 02- do
NBT para blue-formazana em temperatura ambiente. Quando a amostra foi
adicionada, a velocidade de reducdo do NBT foi inibida, conforme a porcentagem

de SOD presente na amostra (55).

o Determinacao da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px)

A atividade da GSH-Px foi determinada em presenca de perdxido de
hidrogénio. A mistura da reacdo foi preparada com tampao fosfato de sédio, azida
sédica, EDTA, glutationa reduzida e glutationa redutase. Por meio da oxidacdo do
metilenotetraidrofolato redutase a 340 nm na presenca de glutationa redutase, a
qual catalisa a reducédo da glutationa oxidada, foi determinada a atividade da GSH-

Px (56).
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As leituras espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotometro
Pharmacia Biotech (com software Swift II, England) e em leitor de microplaca

(LQuant-MQX 200 com Kcjunior software, Bio-Tec Instruments, USA).

Determinacao de grupos carbonila

As concentragdes de grupos carbonila nas proteinas foram analisadas
baseadas na reacdo com dinitrofenil-hidralazina (DNPH) e na formacido das bases
de Schiff de acordo com método descrito por Reznick e Packer (57). A concentracéo
dos grupos carbonila foi quantificada por espectofotometro a 360nm usando

coeficiente de 22000 Mt.cm™.

Avaliacao do metabolismo energético

Aproximadamente 100mg de amostras do VE foram homogeneizadas
em tampao fosfato de sédio (0,1M pH 7,0) e centrifugadas. O sobrenadante foi
utilizado para determinar a concentracdo de proteinas e a atividade das enzimas
do metabolismo energético. A atividade dos complexos enzimaticos da cadeia
transportadora de elétrons foi determinada apds ressuspensao e centrifugacdo do
pellet com tampao fosfato de sédio (0,1M) contendo 250mM de sacarose e 2mM
de 4cido etilenodiamino  tetra-acético (EDTA) (58). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplaca com controle por
software (os mesmos utilizados para a andlise de estresse oxidativo). Todos os

reagentes foram obtidos do laboratério Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA).

e Determinacao da atividade da B- OH acil CoA DH

Determinada na presenca de tampdao Tris-HCl (0,1M pH 7,0), EDTA,
acetoacetil-CoA e NADH (59).
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e Determinacao da atividade da citrato sintase (CS)

Avaliada pela reacdo de condensacdo entre o grupamento acetil da
molécula de acetil-CoA e oxaloacetato, reacdo catalisada pela CS, cuja atividade foi
determinada na presenca dos substratos acetil-CoA, oxaloacetato e dithiobis-2-

nitrobenzoato em tampao fosfato Tris-HCl (50mM pH 8,0) (59).

e Determinacao da atividade do complexo I

A atividade do complexo I foi determinada em um sistema de reacédo
composto por tampéo fosfato de sédio (80mM pH 7,4), EDTA e NADH, onde se
monitorou a velocidade de oxidacdo do NADH (60).

e Determinacao da atividade do complexo II

A atividade enzimdtica do complexo II foi medida em meio com
tampdo fosfato de potdssio (50mM pH 7,4), contendo succinato de sédio, fenasina

metassulfato e 2,6-diclorofenolindofenol, o qual teve absorbancia a 600nm (61).

e Determinacgao da atividade da ATP sintase

A atividade da ATP sintase foi determinada em meio tamponado (Tris-
HCl 50mMpH 8,0), na presenca de MgCl2, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, lactato

desidrogenase e piruvato quinase (62).

e Determinacdo da atividade da fosfofrutoquinase (PFK)

A atividade da PFK foi determinada em meio contendo tampéao Tris-
HCl (50mM pH 8,0), MgCl2, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, aldolase,
trifosfato isomerase, ATP e frutose-6-fosfato, com medidas da velocidade de

oxidacdo do NADH,(59).
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e Determinacao da atividade da lactato desidrogenase (LDH)

A atividade da LDH foi determinada com a utilizacdo do método Uv
otimizado, onde foi medido o consumo de NADH,, que é proporcional a atividade

da enzima presente na amostra.

o Determinacao da atividade da piruvato desidrogenase (PDH)

Na presenca de tampdo fosfato de potassio (50mM pH 7,4) foi
determinada a atividade da PDH em mistura reativa contendo NAD, tiamina
pirofosfato, coenzima A, ditiotreitol, MgCl2, nitro blue tetrazolium (NBT), piruvato
de sddio e fenasina metassulfato, onde mediu-se a conversao do piruvato em acetil

coenzima A através da velocidade de reducido do NAD (59).

Determinacao da expressao proteica por Western Blot

Foi realizada a determinacdo da expressao das proteinas: NRF-2, SIRT-
1, NFkB total (NFkB) e fosforilado (pNFkB), Interleucina 10 (IL-10), IFN-y, coldgeno
tipo I (COL I) e III (COL III) pela técnica Western Blot.

a) Extracao do lisado celular total

Para determinacdo de todas as proteinas estudadas, exceto o NRF-2, a
extracdo protéica foi realizada utilizando-se amostras de 80 mg do VE
homogeneizadas com 1ml de tampao de extracdo RIPA contendo NaCl 100 mM,
Triton X-100 1%(v/v), de oxicolato de sédio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w(v), glicerol
10% (v/v), Tris 10 mM (ph7,4), EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sddio
1 mM, NaF 10 mM e inibidores de proteases (P2714, Sigma- Aldrich). As amostras
foram homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em aparelho Polytron (Ika Ultra
Turrax TM T25 Basic, Wilmongton USA). Apés, as amostras foram centrifugadas

por 20 minutos, a 12.000 rpm e a 4° C. O sobrenadante foi coletado e armazenado
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em freezer a -80° C. A concentracdo de proteina total foi analisada pelo método de
Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

como padrao.

b) Extracao nuclear

Para determinacdo do NRF-2, amostras de 60 mg de VE foram
homogeneizadas com 500ul de tampao de extracdo (10mM HEPES, 1,5mM MgCl2,
10mM KCIl, 0,5mM DTT, 0,05% NP#40). As amostras foram homogeneizadas
manualmente, com auxilio de bastado de vidro. Posteriormente, foram centrifugadas
a 3.000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado (fracéo
citoplasmdtica) e o pellet ressuspendido com tampao (5mM HEPES, 1,5mM MgCl2,
0,2mM EDTA, 0,5mM DTT, 26% glicerol (v/v)) e NaCl. As amostras foram
homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em aparelho Polytron (Ika Ultra Turrax
TM T25 Basic, Wilmongton USA). Apds aguardar 30 minutos em gelo, as amostras
foram novamente centrifugadas a 15.000 rpm, por 20 minutos 4°C e coletado o
sobrenadante (fracdo nuclear), que foi utilizado para a quantificacdo do NRF-2. A
concentracdo de proteina total foi analisada pelo método de Bradford utilizando

curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrio.

c) Eletroforese em gel

Ap6s a quantificacdo da concentracdo de proteina, as amostras foram
diluidas em tampao Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul
debromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5
minutos. Posteriormente, as amostras (contendo 50 ug de proteina total) foram
separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell
(Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico,
de empilhamento (Tris - HCL 240mM pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e
de resolucdo (Tris - HCL 240mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed).

A concentracdo do gel de empilhamento utilizada foi de 10% e a

concentracdo do gel de resolucdo variou de acordo com o peso molecular da
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proteina determinada. No primeiro poco do gel foi aplicado um padrédo de peso
molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) e nos
pocos seguintes os grupos foram pipetados de maneira alternada. A corrida
eletroforética foi efetuada a 30 min a 50V e 2 horas a 120V (Power Pac HC 3.0A,
Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicinal92 mM e
SDS 1%).

d) Transferéncia e Bloqueio

Ap6s a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA)
utilizando-se tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%
e SDS 0,1%).

Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primdrio a membrana
foram bloqueados mediante incubacdo com solucdo de 5% de leite em po
desnatado, dissolvido em solucdo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0,NaCl 5M e
detergente Tween 20) por 60 minutos a temperatura ambiente sob constante

agitacao.

e) Incubacao com os anticorpos primario e secundario

Apos o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos
primarios especificos para cada proteina analisada, diluidos em solucdo de 3% de
leite em p6 desnatado, dissolvido em solucao basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0,NaCl 5M
e detergente Tween 20). As membranas permaneceram incubadas durante a noite
a temperatura de 4°C, sob constante agitacdo. Apés a incubacdo com o anticorpo
primario, as membranas foram lavadas em solucdo basal pH 8,0 e incubadas com
os anticorpos secunddrios especificos, diluidos em solucdo de 1% de leite em po
desnatado, dissolvido em solucdo basal pH 8,0. As membranas permaneceram
incubadas por 90 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante.

Posteriormente, a membrana foi lavada em solucédo basal pH 8,0 e a imunodeteccéo
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foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia utilizando o Kit Super

Signal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, USA.

Os anticorpos primdrios utilizados foram os seguintes:
NRF-2, rabbit policlonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 722),
diluicdo 1:400.
SIRT-1, rabbit policlonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
15404), diluicdo 1:200
NF-kB total, mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
8008), diluicdo 1:200.
NF-kB fosforilado, rabbit monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Europe, sc 3302), diluicdo 1:200.
IL-10, mouse monoclonal IgG (Abcam plc, Inc, Massachusetts, US, ab 133566),
diluicao 1:2000
IFN-y, mouse monoclonal IgG1 (Abcam plc, Inc, Massachusetts, US, ab 133566),
diluicdo 1:2500
Colageno I, rabbit policlonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
8784), diluicdo 1:100.
Colageno III, mouse monoclonal IgG1l (Abcam plc, Inc, Massachusetts, US, ab

6310R), diluicdo 1:5.000.

GAPDH, mouse monoclonal IgGl (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc

32233), diluigdo 1:10.000.

Os anticorpos secundarios utilizados foram os seguintes:
Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2005).

Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2004).

As imagens foram fotografadas no analisador de imagens Carestream

Molecular Imaging (Carestream Health, Inc, USA).

A andlise das imagens foi realizada no programa de analise de imagens

Gel Pro Image 32 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.
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A expressdao de todas as proteinas analisadas foi normalizada pela
expressdo da proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH).

Uma vez com os dados gerados pelo analisador de imagens, a
quantificacao foi realizada da seguinte maneira: 1) as proteinas de interesse foram
normalizadas pela amostra de um animal repetido em todos os géis; 2) o GAPDH,
da mesma forma, foi normalizado pelo animal repetido em todos os géis; 3) as
proteinas foram entdo normalizadas pelo GAPDH, para ser obtido o resultado da

expressao por Western Blot.

Analise estatistica

Para as varidveis paramétricas, foi realizado o teste de analise de
variancia de 1 via (ANOVA) com poés-teste de Tukey e os valores obtidos foram
apresentados em média + desvio padrdo. Para as varidveis ndo paramétricas, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn e os valores obtidos
foram apresentados em mediana e intervalo interquartil. As varidveis foram
consideradas ndo paramétricas quando nao passaram pelo teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov.

O nivel de significancia adotado foi de 5%. Para andlise dos dados e
construcdo dos graficos foi utilizado o pacote estatistico GraphPad Prism versao

5.01 (GraphPad Software Inc).
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Mortalidade, peso dos animais e média do consumo de racao

Quanto a mortalidade, apenas um animal pertencente ao grupo
F250 morreu. O ébito ocorreu apds a realizacdo do estudo ecocardiogréfico.
Os animais ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao peso
corporal inicial. Quanto ao peso corporal final houve diferenca significativa
na comparacgdo entre os grupos fumantes (FO, F100 e F250) e o grupo
controle (CO). Os animais fumantes apresentaram peso corporal final
inferior aos animais controle (Figura 6). Da mesma forma, o consumo médio
diario de racdo dos animais fumantes foi inferior ao dos animais controle.
Nédo foi encontrada diferenca significativa entre os trés grupos fumantes,
tanto para o peso corporal final quanto para o consumo de rac¢do. Os dados

estdo apresentados na Tabela 4.
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Figura 6. Peso Corporal final (g). Grupo CO: animais ndo fumantes com dieta
padrédo; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo F100:
animais fumantes com dieta acrescida de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo
F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia.
Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75.

* diferente de CO (p=<0,0001)
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Tabela 4. Dados referentes a peso corporal e consumo de racdo

Variaveis Grupo CO Grupo FO0 Grupo F100 Grupo F250 Valo p
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
PClnicial (g)  297,8:2993 29232694  2862:2318 20322875  0,6119
. 4114 368,7 360,5 365,7
PCFinal(@)  (40454234)  (3388-3940)  (3485-3906) (354,304, < 0-0001
Consumo

- 20,47 £0,187 19,89+ 0,725* 19,74+ 0,627 19,81+ 0,541* 0,0003
de Racao (g)

Grupo CO: animais ndo fumantes com dieta padrao; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo
F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta
acrescida de caja a 250 mg/kg/dia. PC Inicial: Peso corporal no inicio do experimento; PC final: peso corporal
no final do experimento. Os dados sao expressos em média + desvio padréo (para distribuicdo paramétrica) ou
mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo paramétrica).

* diferente de CO

Cotinina

Considerando a dosagem de cotinina sérica (ng/mL) dos animais, foi
observada diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle (C0=0,0+
0,0) em relacdo aos grupos fumantes (FO= 56,62 + 17,57; F100= 50,58 + 15,68 e
F250= 57,00 + 16,61, p=0,0039). Entretanto, entre os grupos fumantes (FO, F100

e F250) nao houve diferenca estatistica, como representado na Figura 7.

80' * %k

=]
<

COTININA (ng/mL)
s 3

0
co FO F100 F250

Figura 7. Cotinina (ng/mL): dosagem sérica de cotinina. Grupo CO: animais nao
fumantes com dieta padrdo; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padréo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 100
mg/kg(dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
250 mg(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.
* diferente de CO (p=0,0039)
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Avaliacao funcional "in vivo”— Estudo ecocardiografico

No ecocardiograma, os animais fumantes (FO, F100 e F250)
apresentaram maiores valores de: DDVE/PC (Figura 8), AE/PC (Figura 9) e DSVE/PC
(Figura 10), quando comparados ao grupo CO. Entretanto, o grupo F250
apresentou menor valor de DDVE/PC quando comparado ao grupo FO. Jd em
relacdo a AREA do AE (Figura 11) e IMVE (Figura 12) apenas o grupo FO apresentou
valores superiores em comparacdo ao grupo CO. Sendo que o grupo F250
apresentou menor valor de AREA do AE em comparagio com o grupo FO. Os dados
morfoldgicos estdo apresentados na Tabela 5. Com relacédo as varidveis funcionais
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes nas varidveis
relacionadas a funcéo sistdlica e diastdlica. Os dados funcionais do ecocardiograma

estdo representados na Tabela 6.
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Figura 8. DDVE/PC: diametro diastdlico do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso
corporal (mm/kg). Grupo CO: animais nao fumantes com dieta padrao;
Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo F100: animais
fumantes com dieta acrescida de cajd a 100 mg/kg/dia; Grupo F250:
animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia. Dados
expressos em média e desvio padrao.
* diferente de CO; # diferente de FO (p=<0,0001)
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Figura 9. AE/PC: diametro do 4trio esquerdo ajustado pelo peso corporal (mm/kg).
Grupo CO: animais ndo fumantes com dieta padrdo; Grupo FO: animais
fumantes com dieta padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta
acrescida de caja a 100 mg(kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com
dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia. Dados expressos em mediana e
percentil 25 e 75.

* diferente de CO (p=<0,0001)
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Figura 10.

Figura 11.
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)

DSVE/(PC: diametro sistélico do ventriculo esquerdo ajustado pelo peso
corporal (mm/kg). Grupo CO: animais ndo fumantes com dieta padrao;
Grupo FO: animais fumantes com dieta padrao; Grupo F100: animais
fumantes com dieta acrescida de cajd a 100 mg/kg/dia; Grupo F250:
animais fumantes com dieta acrescida de cajd a 250 mg/kg/dia. Dados
expressos em mediana e percentil 25 e 75.

* diferente de CO (p=0,0009)
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Area AE: area do atrio esquerdo (cm?). Grupo CO: animais ndo fumantes
com dieta padrdo; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrao; Grupo
F100: animais fumantes com dieta acrescida de cajd a 100 mg/kg/dia;
Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250
mg/kg(dia. Dados expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO; # diferente de FO (p=0,0168)
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Figura 12. IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo (g/kg). Grupo CO: animais
ndo fumantes com dieta padrao; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg(kg/dia. Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75.
* diferente de CO (p=0,0121)

Avaliacao funcional "/n vitro” - Estudo do Coracgao Isolado

No estudo do coracido isolado ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes em relacdo a pressdo sistélica (PS), derivada
positiva mdxima de pressdo (+dp/dtmax), derivada negativa maxima de
pressdo (- dp/dtmax) e pressao desenvolvida (P Desenvolvida). Os dados do

estudo do coracdo isolado estdo representados na Tabela 7.
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Dados Morfomeétricos

Os dados de morfometria estdo apresentados na Tabela 8. Os animais
do grupo FO apresentaram maiores valores do peso do VE quando ajustado pelo PC
em relacdo aos animais do grupo CO (Figura 13). Os animais fumantes que foram
suplementados com cajd (F100 e F250) tiveram seus valores iguais aos animais nao
fumantes (grupo CO). Nao foi observada nenhuma alteracdo em relacdo ao peso do
figado e pulmao dos animais.

O grupo controle (CO) apresentou menor ASM em relacdo aos animais
fumantes (FO, F100 e F250), entretanto o grupo suplementado com caja a 250
mg/kg/dia apresentou menores valores da ASM em relacdo aos animais do grupo

FO (Figura 14).
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Figura 13. VE/PC: peso do ventriculo esquerdo ajustado pelo peso corporal. Grupo
CO: animais ndo fumantes com dieta padrdo; Grupo FO: animais
fumantes com dieta padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta
acrescida de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com
dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia. Dados expressos em média e

desvio padrao.
* diferente de CO (p=0,0051)

400- *
*
300_ -— .
S -1
£
— 200+
%
<
100-
0 T T
co FO F100

*H

F250

Figura 14. ASM: drea seccional do miécito (um?). Grupo CO: animais nao fumantes
com dieta padrdo; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrao; Grupo
F100: animais fumantes com dieta acrescida de cajd a 100 mg/kg/dia;
Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250
mg/kg/(dia. Dados expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO; # diferente de FO (p=<0,001)
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Analise de HL e enzimas antioxidantes

Os dados referentes a andlise de HL e das enzimas antioxidantes estédo
apresentados na Tabela 9. Os animais do grupo FO apresentaram maior
concentracdo de HL em relacdo aos animais do grupo CO. Ja os animais dos grupos
suplementados com caja (F100 e F250) apresentaram concentracdao menor de HL
em relacdo ao grupo FO (Figura 15).

Em relacdo a atividade da enzima CAT, os animais dos grupos
fumantes (FO, F100 e F250) apresentaram menor valor de atividade de CAT em
relacdo ao grupo controle (CO) (Figura 16).

Os animais do grupo FO apresentaram menor valor de atividade da
enzima SOD em relacdo aos animais do grupo CO. Os animais suplementados com
caja a 100 e 250 mg/kg/dia (F100 e F250) apresentaram maior valor de atividade
de SOD em relacdo ao grupo FO (Figura 17).

A atividade da enzima GSH-Px no grupo CO foi superior em relacdo aos
grupos fumantes (FO, F100 e F250). Entretanto, os grupos suplementados com caja
a 100 e 250 mg(kg/dia (F100 e F250) apresentaram maiores valores de atividade
de GSH-Px em relacdo ao grupo FO (Figura 18).
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Figura 15. HL: Concentracdo de Hidroperdxido de Lipidio (nmol/g). Grupo CO:
animais ndo fumantes com dieta padrao;Grupo FO: animais fumantes
com dieta padrao; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida
de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta
acrescida de caja a 250 mg/kg/dia. Dados expressos em média e desvio
padréo.
* diferente de CO; # diferente de FO (p=<0,0001)
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Figura 16. CAT: Atividade da Catalase (micromol/g). Grupo CO: animais nao
fumantes com dieta padrao;Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg(kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg/(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.
* diferente de CO (p=<0,0001)
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Figura 17.

Figura 18.
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SOD: Atividade da Superdéxido Dismutase (nmol/mgpt). Grupo CO:
animais ndo fumantes com dieta padrdo;Grupo FO: animais fumantes
com dieta padrao; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida
de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta
acrescida de caja a 250 mg/kg/dia. Dados expressos em média e desvio
padréo.

* diferente de CO; # diferente de FO (p=<0,0001)
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GSH-PX: Atividade da Glutationa Peroxidase (nmol/mg). Grupo CO:
animais ndo fumantes com dieta padrao; Grupo FO: animais fumantes
com dieta padrdo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida
de cajd a 100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta
acrescida de caja a 250 mg/kg/dia. Dados expressos em média e desvio
padréo.

* diferente de CO; # diferente de FO (p=<0,0001)
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Determinacgao de grupos carbonila

Considerando a andlise de determinacdo de grupos carbonila
(hmol/mgt), ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre
os grupos [CO= 2,521 (1,799-3,282); F0=3,104 (3,054-3,634); F100=2,996
(1,691-3,857) e F250=2,647 (2,198-3,306); p =0,5724].

Teste do cometa para avaliacao de dano no DNA

Considerando a andlise de dano ao DNA pela técnica de cometa, nao
foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos em
nenhuma varidvel estudada. Os dados referentes ao teste do cometa estdo

apresentados na Tabela 10.
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Avaliacao do metabolismo energético

Os dados referentes ao metabolismo energéticos estdo apresentados
na Tabela 11. Considerando os dados relativos a analise do metabolismo energético,
o grupo FO apresentou menor valor de atividade da enzima B-OH Acil CoA-DH
quando comparado ao grupo CO. Ja o grupo F100 apresentou valores maiores de
R-OH Acil CoA-DH em comparacdo com o grupo FO (Figura 19).

Em relacdo a atividade da PFK e LDH, os grupos FO e F100
apresentaram maior atividade destas enzimas em comparacgdo com o grupo CO. O
grupo F250, por sua vez, apresentou menor atividade de PFK e LDH em comparacdo
ao grupo FO e F100 (Figura 20 e 21).

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes em
relacdo a atividade da PDH (Figura 22).

Os grupos fumantes (FO, F100 e F250) apresentaram valores
inferiores referentes a atividade da CS em comparacao com o grupo CO. E o grupo
F250 apresentou valores superiores em comparacdo ao grupo FO (Figura 23).

Em relacdo ao complexo I, os grupos fumantes (FO, F100 e F250)
obtiveram valores inferiores quando comparados ao grupo CO e o grupo F250
apresentou maiores valores em relacdo ao grupo FO e ao grupo F100. (Figura 24).

Considerando a analise da atividade do complexo II, os grupos FO e
F100 apresentaram menores valores quando comparados ao grupo CO e o grupo
F250 apresentou maiores valores em relacdo aos grupos FO e F100 (Figura 25).

Ja emrelacdo a atividade da ATP sintase, os grupos fumantes (FO, F100

e F250) apresentaram menores valores em comparacdo ao grupo CO (Figura 26).
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Figura 19.

Figura 20.
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R-OH Acil CoA DH: Atividade da R-hidroxiacil Coenzima A Desidrogenase
(nmol/mg(pt). Grupo CO: animais ndo fumantes com dieta padrao;
Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo F100: animais
fumantes com dieta acrescida de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo F250:
animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/(dia. Dados
expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO; # diferente de FO (p=0,0023)
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PFK: Atividade da Fosfofrutoquinase (nmol/g). Grupo CO: animais nao
fumantes com dieta padrdo; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg(kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO; # diferente de FO; & diferente de F250 (p=<0,0001)
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Figura 21.

Figura 22.
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LDH: Atividade da Lactato Desidrogenase (nmol/mg). Grupo CO: animais
ndo fumantes com dieta padrao; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO; # diferente de FO; & diferente de F250 (p=<0,0001)
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PDH: Atividade da Piruvato Desidrogenase (nmol/g). Grupo CO: animais
nao fumantes com dieta padrao; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg(kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.
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Figura 23.

Figura 24.

100-

T
= 80-
> x 4
£ 604
o % *
E ——
£ 40-
(/7]
O 20-
0 : .
co FO F100  F250

CS: Atividade da Citrato Sintase (nmol/mgpt). Grupo CO: animais nao
fumantes com dieta padrdo; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO; # diferente de FO (p=<0,0001)
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Atividade do Complexo I (nmol/mgpt). Grupo CO: animais nao fumantes
com dieta padrdo; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrao; Grupo
F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 100 mg/kg/dia;
Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250
mg/kg(dia. Dados expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO; # diferente de FO; & diferente de F250 (p=<0,0001)
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Figura 25.

Figura 26.
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Atividade do Complexo II (nmol/mgpt). Grupo CO: animais nao
fumantes com dieta padrdo; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO; # diferente de FO; & diferente de F250 (p=<0,0001)
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Atividade da ATP Sintase (nmol/mgpt). Grupo CO: animais nao
fumantes com dieta padrdo; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrdo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg/kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.

* diferente de CO (p=<0,0001)
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Determinacao da expressao proteica por Western Blot

Considerando a andlise da expressao proteica de NFkB e pNFkB, SIRT-
1, NRF-2, IL-10, IFN-y, COL I e COL III pela técnica de western blot, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos em nenhuma

variavel estudada. Dados apresentados na Tabela 12.

RESULTADOS 66



‘(eoujoweled oeu oedinquisip eied) G/ @ Gz |nusoiad woo euelpaw no (eoloweled oedingusip eled) oelped oIASap F eIpow W8 sossaldxa oes sopep SO
‘11 odiy ousbe|oo :||| 1O | odiy ousbe|od | 1O ‘ewweb uolepdiul A-N4H| (0| BUIONSBYUL (0 L-T]| ‘Z-OPI0J}IS Sp OPEALSP Jeaonu Joje) :g-4YN ‘| BUINMIS :L-1YIS
‘ope|l0)so) gy-Jesjonu Jojed :gy4Nd {|e10] gx)-lesjonu Jojed :gy4N eip/6x/6w oGz e eleds ap epiosaioe BlaIp WO Sajuewn) siewiue :0Gz4 odnig ‘eip/6y/6w QL
e e[eo ap eplosaloe elalp WO sajuewn) siewiue ;00| 4 odnis ‘oelped ejaip wWod sajuewn) siewiue ;04 odnic) ‘oelped ejaIp WO S8jUBWNY OBU SlEWIUR ;0 odnlio

9g'0 0%0°0 ¥700°} GG0°0 ¥0.6°0 9Z¥'0 ¥eEL'L 902'0 L'l 109
160 (z86'0-€¥6'0) €260 (¥66°0-€06'0) €260 (S00°L-708°0) 6160 (886°0-216'0)€86'0 1709
610 (€26'0-9€6'0) 8¥6'0 (L16'0-796'0)896'0 (596°0-€9%'0) L26'0 (926'0-516'0) £€56'0 A-NdI
0€'0 £60'0 ¥5/8'0 161'0 F9¥L'0 660'0 ¥.¥8'0 8€1'0 ¥918'0 oLl
G1'0 110°0 ¥200°} 110°0 ¥500°} 900°0 ¥£00°} G100 ¥600°} Z-4uN
180 #90'0 200°} €€0'0 F01L0°} 110'0% 166'0 6€0°'0F ¥66'0 L-LHIS
1¥'0 GEV'OFVLL L 887'0¥586'0 08€'0¥€£26'0 828°0F62¢'| 4N d /a)dN
86'0 (699°L-766'0) 081 ‘L (0L9°1L-6€0°1) 9€L°) (1€9°1L-8L0°L) O¥L‘L (9¥9°1-166°0) 901 ‘L adNd
1€°0 €OV'0 FOLY'L G8Y'0 FLLL'L 692'0 890} €6%'0 F00V'| 4N
d Jojep (8=u)ogz4 odnig (8=u)ooL4 odnig (8=u)od4 odnug (8=u) 09 odnig slaneliep

*10|g u433saW 4od ed130.4d oessaudxa e sajuaajaa sopeynsay "¢ eRqeL



FO F100  F250 Co

l \ ( \ [ \ f \

TR e we W W T "W \KB TOTAL

- T . -
LA 1 NFKB p
--.----'G APDH
2.0-
154 T
T

NFKB TOTAL
2

0.5

0.0 T T

Co FO F100 F250

Figura 27. Expressdo de NFkB Total. Grupo CO: animais ndo fumantes com dieta
padrédo; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo F100:
animais fumantes com dieta acrescida de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo
F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia.
Dados expressos em média e desvio padrao.
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Figura 28. Expressdo de NFkB Fosforilado. Grupo CO: animais ndo fumantes com
dieta padrado; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrao; Grupo
F100: animais fumantes com dieta acrescida de cajd a 100 mg/kg/dia;
Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250
mg/kg/(dia. Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75.
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Figura 29.

Figura 30.
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Razédo da expressao de NFkB Total/ NFkB Fosforilado. Grupo CO: animais
ndo fumantes com dieta padrao; Grupo FO: animais fumantes com dieta
padrédo; Grupo F100: animais fumantes com dieta acrescida de caja a
100 mg(kg/dia; Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de
caja a 250 mg(kg/dia. Dados expressos em média e desvio padrao.
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Expressdo de SIRT-1. Grupo CO: animais ndo fumantes com dieta
padrédo; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo F100:
animais fumantes com dieta acrescida de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo
F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia.
Dados expressos em média e desvio padrao.
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Figura 31.

Figura 32.
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Expressao de NRF-2. Grupo CO: animais ndao fumantes com dieta padréao;
Grupo FO: animais fumantes com dieta padrao; Grupo F100: animais
fumantes com dieta acrescida de cajd a 100 mg/kg/dia; Grupo F250:
animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia. Dados
expressos em média e desvio padrao.
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Expressdo de IL-10. Grupo CO: animais ndo fumantes com dieta
padrdo;Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo F100:
animais fumantes com dieta acrescida de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo
F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia.
Dados expressos em média e desvio padrao.
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Figura 33.

Figura 34.
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Expressdao de IFN Gamma. Grupo CO: animais nao fumantes com dieta
padrédo; Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo F100:
animais fumantes com dieta acrescida de caja a 100 mg/kg/dia; Grupo
F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250 mg/kg/dia.
Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75.
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Expressdo de Coldgeno tipo I. Grupo CO: animais ndo fumantes com
dieta padrdo;Grupo FO: animais fumantes com dieta padrdo; Grupo
F100: animais fumantes com dieta acrescida de cajd a 100 mg/kg/dia;
Grupo F250: animais fumantes com dieta acrescida de caja a 250
mg/kg(dia. Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75.

RESULTADOS

7



FO F100

F250

f \ f \

f \

Co
—

COLII

e e . a— — c— —

1.5-
-
1.0
1
)
o
0.5-
0.0l —
Co FO

F100

GAPDH

F250

Figura 35. Expressdo de Coldgeno tipo III. Grupo CO: animais ndo fumantes com
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DISCUSSAO



O objetivo deste estudo foi avaliar, de modo pioneiro, a influéncia da
suplementacao de caja no processo de RC induzido pela EFC. Nossos dados mostram
que a EFC induziu, como esperado, alteracées morfolégicas e morfométricas
cardiacas, além de levar ao aumento do estresse oxidativo e a alteracdes no
metabolismo energético. Jd a suplementacdo de caja atenuou a RC, assim como
reduziu o estresse oxidativo e interferiu no metabolismo energético.

Diante do modelo utilizado para a agressdo cardiaca, é importante
avaliar nos animais fumantes a presenca de cotinina, metabdlito bem estabelecido
da nicotina, para avaliar a eficiéncia do protocolo utilizado (63). A dosagem de
cotinina sérica dos ratos fumantes mostrou sua presenca em todos os animais
avaliados pelo teste, enquanto que os animais que ndo foram expostos a fumaca do
cigarro ndo apresentaram essa substancia. Além disso, é importante ressaltar que
a dosagem de cotinina sérica permitiu verificar que os animais foram submetidos
a EFC de modo semelhante.

Em relagdo ao consumo de racdo dos animais observamos que mesmo
fazendo o controle da racdo ofertada, a EFC induziu menor consumo de racéo e,
consequente menor peso corporal ao final do experimento. O que pode ser
explicado pelo fato do cigarro ser altamente anorexigeno. Os mecanismos
envolvidos ainda nado sdo claros, mas ha evidéncias mostrando que a dopamina e
serotonina diminuem a ingestdo alimentar. A nicotina eleva agudamente os niveis
destes neurotransmissores no cérebro, causando menor necessidade de ingestao
energética e diminuindo o apetite. Além disso, a nicotina tem efeito direto no
metabolismo do tecido adiposo, influenciando a taxa de ganho ponderal (64).

No que diz respeito as alteracbes cardiacas, sabe-se que a EFC pode
causar alteracdes complexas na arquitetura e funcdo ventricular. De fato, as
alteracdes induzidas pela fumaca do cigarro se caracterizam por hipertrofia de
midcitos, aumento da cavidade ventricular e reducdo da funcéao sistdlica e diastélica
(10,11).

Considerando os dados apresentados, a EFC resultou, conforme
esperado, em aumento da AREA AE e AE/PC, assim como aumento dos didmetros
diastodlicos e sistolicos do VE ajustados pelo PC, acompanhado por aumento do

IMVE. Outro dado importante foi o aumento do VE/PC e da ASM, marcadores
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importantes de hipertrofia cardiaca. Em nosso estudo, entretanto, ndo foram
identificadas alteragées funcionais tanto no ecocardiograma, como no estudo do
coracao isolado.

Alteracdes da geometria, volume, massa e constituicdo do coracdo, em
resposta a agressdo miocdrdica ou as alteracdes nas condicdes da carga, tém sido
estudadas com o nome de RC (12). Aceita-se que a hipertrofia e o aumento da
cavidade ventricular cardiaca desempenham papel importante no processo de
remodelacdo. Nossos dados confirmam estudos prévios em que a EFC foi
acompanhada por aumento da cavidade ventricular e da ASM (9-11). Podemos
entdo, concluir que nosso protocolo, mesmo nao interferindo com variaveis
funcionais, foi eficiente para a inducdo de RC apés a EFC.

Outro fator que pode desempenhar papel fisiopatolégico na
progressdo da RC ¢é a fibrose. O tecido colageno é um importante modulador tanto
da funcdo cardiaca diastdlica quanto da funcdo sistdlica. As fibras de coldgeno
encontradas no intersticio do tecido cardiaco sdo predominantemente dos tipos I
e III (95% do coldgeno total). Em condicdes patoldgicas, a fibrose esta associada a
deterioracdo da funcdo ventricular (65,66). No presente trabalho, nado foi
encontrado aumento significativo da expressao de coldgeno tipo I e III apds a EFC.
Estudos anteriores ja mostraram que ndo houve diferenca na porcentagem de
colageno entre animais expostos e ndo expostos ao cigarro, apesar das alteracdes
cardiacas encontradas nos animais fumantes (20,67).

Em virtude de a RC ser um dos principais fatores relacionados ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e Obito, torna-se relevante identificar
estratégias que modulem esse processo de remodelacdo (13,65) e, dentre esses
fatores, destacam-se a suplementacdo de alimentos com propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes, como o caja (Spondias mombin).

O caja é uma fruta tipica do norte e nordeste brasileiro, possui sabor
exdtico e boa qualidade e valor comercial principalmente sob a forma de sucos,
polpas, sorvetes e geléias (46). Diversas propriedades da planta tém sido descritas,
como antioxidantes, antibactericida, antidiabética, sedativa, antiepilética e

antipsicotica, mas hd escassos relatos na propriedade cardioprotetora (68).
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Acredita-se que seus efeitos benéficos sejam atribuidos aos compostos fendlicos,
flavonoides e carotendides presentes na fruta (33).

Dado importante encontrado no nosso estudo foi que a
suplementacéo de caja a 250 mg/kg/dia diminuiu o DDVE/PC e a AREA AE. Além
disso, a suplementacédo de caja a 250 mg/kg/dia reduziu a ASM, mostrando efeito
relevante na reducédo da hipertrofia do VE. Estes achados nos permitem sugerir que
o caja atenuou a RC induzida pela EFC.

Os mecanismos pelos quais o caja interfere nestas varidveis tendo
implicacées importantes na RC induzida pela EFC ainda nao foram estudados.
Akinmolabun e colaboradores relataram efeito cardioprotetor da suplementacdo
do extrato da folha da cajazeira (100mg/kg e 250mg/kg) em modelo de lesédo
induzido por ISP, comparado ao efeito do ramipril. O extrato, administrado antes
da agressdo miocdrdica, protegeu significativamente contra o estresse oxidativo
induzido pelo ISP, tanto a nivel sistémico quanto diretamente no tecido cardiaco,
visto pela melhora da funcdo contratil cardiaca, prevencdo do rompimento de
miofibrilas cardiacas, preservacdo do integridade da membrana dos cardiomidcitos
e reducdo do estresse oxidativo. Houve reducdo das concentracgoes de glutationa e
malondialdeido, efeito comparado ao da administracdo de ramipril. O significativo
aumento na atividade da SOD e CAT nos grupos tratados como extrato em
comparacdo com o grupo que recebeu ISP reforcam ainda mais a propriedade
antioxidante in vivo do extrato da folha da cajazeira (41).

Deste modo, acreditamos que o caja, por sua 6tima atividade
antioxidante possa interferir no metabolismo energético, estresse oxidativo e
inflamacéo cardiaca.

Em relacdo ao metabolismo energético, é importante mencionar, que
a respiracao mitocondrial depende da oxidacdo de substrato, além da massa e da
funcdo mitocondrial (9). Em coracdées normais, a utilizacdo preferencial para
sintese de ATP é a de AGs. Porém em situacdes de agressdo cardiaca, é comum
ocorrer desvio da utilizacdo de AGs por glicose, juntamente com outras alteracgoes
da homeostase energética (16,69).

Em nosso estudo, observamos, como esperado, que a EFC levou a

substituicdo de AGs pela glicose como fonte energética. Este fato pode ser
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observado pela diminuicdo da atividade da enzima R-OH-acil CoA-DH. A R-OH-acil
CoA-DH é a enzima responsavel pela oxidacdo de AGs em acetil-CoA gerando NADH
e FADH, para a cadeia transportadora de elétrons. Além disso, observamos aumento
da atividade da PFK, enzima importante do metabolismo glicolitico (16).

Além da utilizacdo preferencial de glicose, em condi¢bes de isquemia o
coracdo passa a formar muito lactato, aumentando o metabolismo anaerébico de
carboidratos e a atividade da LDH (70), este fato também pode ser observado no
nosso estudo.

Além disso, observamos diminuicdo da atividade da CS. A CS, enzima
crucial no ciclo do citrato, parece estar diminuida na EFC, o que pode representar
prejuizo na respiracdo e funcdo mitocondrial, sendo este um mecanismo potencial
para a diminuicdo da sintese de ATP na RC (9,18,71).

Neste sentido, defeitos no maquinario da cadeia respiratéria e nos
complexos da fosforilacdo oxidativa tém sido relacionados a progressao da
insuficiéncia cardiaca (71). O que também pode ser observado neste estudo pela
diminuicdo da atividade do complexo I e II e da ATP sintase, responsaveis pela via
final da producao de ATP via fosforilacdo oxidativa.

Nos estdgios iniciais da RC, essas alteracdes protegem o coracdo.
Entretanto, cronicamente se tornam potenciais causas de lipotoxicidade e formacao
de EROs, contribuindo com a disfuncéo cardiaca (9).

Achado importante do nosso estudo foi que a suplementacao de caja,
principalmente na dosagem de 250 mg(kg/dia mostrou ser eficiente em corrigir as
alteracoes de substrato energético e funcao mitocondrial, visto pela diminuicdo da
atividade da PFK e da LDH e aumento da atividade da CS e complexos I e II. Estas
informacdes nos ajudam a entender a melhora da hipertrofia do VE com
conseqilente repercussao morfoldgica cardiaca.

Como dito anteriormente, a respiracdo mitocondrial ndo é importante
somente para a sintese de energia, mas esta envolvida também na formacao de
EROs, tendo relacdo estreita com o aumento do estresse oxidativo (9).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a

producdo e remocdo de agentes oxidantes no organismo, decorrente da geracéo
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excessiva de radicais livres, principalmente EROs e nitrogénio, e/ou diminuicdo de
antioxidantes enddégenos (72).

O aumento do estresse oxidativo tem sido considerado um dos
principais mecanismos de dano causado pela exposicdo ao cigarro (72,73). A
fumaca do cigarro pode induzir producdo aumentada de metabdlitos e espécies
reativas, além de enfraquecer o sistema de defesa antioxidante, causando
desequilibrio e aumentando o estresse oxidativo (74). Além disso, fumaca do
cigarro pode ativar enzimas NADPH oxidase e xantina oxidase, principais fontes de
radicais superdxido, além de induzir estresse mitocondrial por prejudicar a funcéo
da mitocondria, no coracdo e em outros tecidos, contribuindo ainda mais com o
aumento do estresse oxidativo (11).

Estudos experimentais tém mostrado que o estresse oxidativo pode
induzir mudancas no tecido cardiaco, que contribuem com a RC, e afetar a matriz
extracelular e proteinas contrdteis por meio da lipoperoxidacdo, modificacdo do
DNA e oxidacdo de proteinas (75,76).

Em nosso estudo, a exposicdo a fumaca do cigarro causou aumento do
estresse oxidativo, com maior geracdo de HL, produto da lipoperoxidacdo, e
deplecdo das defesas antioxidantes, sugerindo a participacdo do estresse oxidativo
nas alteracdes encontradas. Considerando os dados apresentados, podemos
concluir que a EFC levou tanto ao aumento da producédo de espécies reativas quanto
a diminuicdo das enzimas antioxidantes, mostrando que o estresse oxidativo é um
mecanismo importante neste modelo. Além disso, observamos que a suplementacéo
de caja nas duas dosagens reduziu o estresse oxidativo, visto pela diminuicdo da
concentracdo de HL e aumento da atividade de SOD e GSH-Px. Tal efeito foi também
observado em estudo realizado com extrato da folha de caja em modelo de agressao
por isoproterol, como citado anteriormente (41).

Outros marcadores de estresse oxidativo sdo a proteina carbonila,
marcador de dano oxidativo proteico, e o teste do cometa, marcador de dano ao
DNA. Neste estudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes nestes marcadores tanto no que diz respeito a alteracdes causadas

pela fumaca do cigarro quanto pelo caja. Nosso modelo avalia dano oxidativo
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cronico, entretanto estes marcadores podem estar envolvidos em momentos
diferentes, o que pode explicar os achados do nosso estudo.

A fim de aprofundar os mecanismos envolvidos pelos quais a
suplementacdo de caja atenua o estresse oxidativo, estudamos também a expressao
proteica do NRF-2 e SIRT-1.

O NRF-2 regula a expressdo de enzimas antioxidantes e proteinas
através do elemento de resposta antiokidante. Desta forma, tem sido aceito que
NRF-2 é um componente importante nas defesas antioxidantes em doencas
cardiovasculares, tais como aterosclerose, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca.
Além disso, também esta envolvido na protecdo contra o estresse oxidativo durante
os processos de lesdo de isquemia-reperfusdo e envelhecimento (77). Em condicdes
normais, o NRF-2 ¢ retido no citoplasma pelo Kelch-Like ECH-Associated Protein 1
(Keapl) e Cullin 3 (Cul3). Porém, em situacdes de estresse, o sistema Keap1-Cul3 é
rompido e o NRF-2 livre migra para o nucleo, combinando-se com pequena proteina
chamada Maf. Essa combinacdo forma um heterodimero e se liga a regido
promotora dos elementos de resposta antioxidante, iniciando a transcricdo de
genes da resposta antioxidante. Estudos experimentais mostraram que a deficiéncia
de NRF-2 tem papel importante na patogénese da remodelacdo e da insuficiéncia
cardiaca em diferentes modelos de agressio (23). Em nosso estudo, mesmo
observando efeito importante do cajd na atividade das enzimas antioxidantes, nao
observamos alteracdo da expressdo de NRF-2. Em estudos experimentais, observou-
se que a ativacdo aguda do NRF-2 pode ter maior relacdo com efeito cardioprotetor,
nao havendo evidéncias suficientes sobre o papel da ativacao cronica desta via (77).

Em relacdo a SIRT-1, histona desacetilase dependente de NAD, tem
sido aceito que esta via participa da modulacdo da resposta ao estresse oxidativo
no coracdo. Vérios estudos em modelos de ratos demonstraram papel protetor da
SIRT-1 contra estresse oxidativo e hipertrofia cardiaca (78,79). Por exemplo, a
hiperexpressdao de SIRT- 1 protege contra a hipertrofia cardiaca e esta acdo parece
envolver a ativacdo do PPAR- a (80). Em outro estudo, SIRT-1 também demonstra
ter papel protetor na insuficiéncia cardiaca induzida por doxorrubicina,
prevenindo o aumento do estresse oxidativo e da apoptose em cardiomidcitos

(81). Em nosso estudo, porém, nao foram identificadas alteracées na expressao de
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SIRT-1. Em estudo que avaliou os niveis de SIRT-1 em células MonoMac 6 expostas
a fumaca do cigarro, observou-se diminuicdo dos niveis de SIRT-1 apds 4 e 24h de
EFC, associada a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias (82). Desta forma,
acreditamos que nao identificamos tal alteracdo, pois nosso modelo de EFC avalia
cronicamente as varidveis estudadas e ndo de modo agudo.

Em relacdo ao processo inflamatério, da mesma forma, néo
identificamos alteracdo na expressao de NFkB, IL-10 e IFN-y. A presenca de citocinas
tem sido descritas por desempenhar papel na progressao da disfuncdo ventricular
e na consequente piora da insuficiéncia cardiaca. Entretanto ainda nao estd claro
sua participacdo no modelo de agressdo cardiaca pela EFC. Os achados do nosso
estudo estdo em concordancia com estudos anteriores que ndo evidenciaram
alteracdes nas concentracgées de citocinas pré-inflamatdrias em animais expostos a
fumaca do cigarro (20,76).

Os resultados encontrados neste estudo confirmam nossa hipétese, de
que a suplementacédo de caja pode atenuar a RC induzida pela EFC, principalmente
por reduzir o estresse oxidativo e interferir no metabolismo energético cardiaco.
Atualmente, tem-se proposto priorizar a selecdo de alimentos e hédbitos alimentares
em geral ao invés do consumo de nutrientes isolados ou fatores dietéticos
especificos (83) e a grande parte dos trabalhos descritos utiliza extrato da folha de
caja. Desta forma, acreditamos que os efeitos benéficos do cajd estejam
relacionados a sinergia entre os varios compostos bioativos com propriedades
antioxidantes presentes na polpa do cajd, como compostos fendlicos, flavondides e
carotendides.

Estudos mostraram que a polpa de cajd é rica em compostos fendlicos.
Os compostos fendlicos agem como antioxidantes, ndo somente por sua habilidade
em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais
intermedidrios estdveis que impedem a oxidacdo de vdrios ingredientes do
alimento, particularmente de lipidios (84). Além disso, a polpa de caja apresenta
quantidade consideravel de flavondides. Os flavonodides representam um dos grupos
fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural.
Essa classe de compostos é amplamente distribuida no reino vegetal (85). Os

flavondides apresentam propensdo em inibir radicais livres devido as suas
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estruturas quimicas baseadas em seus nticleos, posicdes e tipos de substituintes que
influenciam na atividade antioxidante (85). Em estudo que avaliou o efeito do suco
de uva, importante fonte de flavondides, em fumantes observou melhora do perfil
inflamatério e do estresse oxidativo (86). Estes achados confirmam os efeitos
favoraveis de flavondides na saude cardiovascular.

O caja apresenta elevado teor de carotendides que podem modular a
producdo de enzimas antioxidantes. O principal carotendide encontrado no cajé é
a p-criptoxantina. Em estudos epidemioldgicos, a alta ingestdo de p-criptoxantina
tem sido associada a uma diminuicdo do risco de cancer de pulmao, especialmente
entre os fumantes atuais (87,88). Liu e colaboradores observaram, em estudo
experimental, que a suplementacdo com B-criptoxantina  diminuiu
significativamente a inflamacdo pulmonar induzida por fumaca de cigarro e
metaplasia escamosa. A B-criptoxantina também reduziu a expressao de TNF-a e
NF-kB (37).

Sabendo que os compostos antioxidantes presentes no caja se
caracterizam por eliminar as espécies reativas, reduzindo o grau de estresse
oxidativo e, desta forma, previnem a oxidacdo de biomoléculas que podem
desencadear a deterioracdo de funcdes fisiolégicas, como no caso de doencas
cardiovasculares (38), podemos sugerir que os beneficios encontrados pelo caja
como a melhora do estresse oxidativo e do metabolismo energético levando a

repercussOes cardiovasculares se devem a 6tima atividade antioxidante do fruto.
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CONCLUSAO



A EFC resultou em RC, piorou o estresse oxidativo e alterou o
metabolismo energético cardiaco. A suplementacdo de caja atenuou o processo de
RC, melhorou o estresse oxidativo e as alteracdes no metabolismo energético

induzidos pela EFC em ratos.

CONCLUSAO 83



REFERENCIAS



1. Xu X, Bishop EE, Kennedy SM, Simpson SA, Pechacek TF. Annual healthcare
spending attributable to cigarette smoking: an update. Am J Prev Med.
2015;48(3):326-33.

2. World Health Organization. WHO global report: mortality attributable to
tobacco [Internet]. Geneva: WHO; 2012 [cited 2016 Nov 24]. Available from:
http://www.who.int/tobacco/publications/surveillance/rep_mortality_attribu

table/en/

3. Smith CJ, Fischer TH. Particulate and vapor phase constituents of cigarette
mainstream smoke and risk of myocardial infarction. Atherosclerosis. 2000

;158(2):257-67.

4. Morris PB, Ference BA, Jahangir E, Feldman DN, Ryan JJ, Bahrami H, et al.
Cardiovascular Effects of Exposure to Cigarette Smoke and Electronic
Cigarettes: Clinical Perspectives From the Prevention of Cardiovascular
Disease Section Leadership Council and Early Career Councils of the American

College of Cardiology. J Am Coll Cardiol. 2015;66(12):1378-91.

5. Ambrose JA, Barua RS. The pathophysiology of cigarette smoking and
cardiovascular disease: an update. ] Am Coll Cardiol. 2004;43(10):1731-7.

6. Heckbert SR, Post W, Pearson GDN, Arnett DK, Gomes AS, Jerosch-Herold M,
et al. Traditional cardiovascular risk factors in relation to left ventricular
mass, volume, and systolic function by cardiac magnetic resonance imaging:
the Multiethnic Study of Atherosclerosis. J Am Coll Cardiol.
2006;48(11):2285-92.

7. Rosen BD, Saad MF, Shea S, Nasir K, Edvardsen T, Burke G, et al. Hypertension
and smoking are associated with reduced regional left ventricular function in
asymptomatic: individuals the Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis. ] Am Coll
Cardiol. 2006;47(6):1150-8.

REFERENCIAS 85



10.

11.

12.

13.

14,

15.

Andrews JO, Tingen MS. The effect of smoking, smoking cessation, and passive
smoke exposure on common laboratory values in clinical settings: a review of

the evidence. Crit Care Nurs Clin North Am. 2006;18(1):63-9, «ii.

Santos PP, Oliveira F, Ferreira VCMP, Polegato BF, Roscani MG, Fernandes AA,
et al. The role of lipotoxicity in smoke cardiomyopathy. PloS One.
2014;9(12):e113739.

Azevedo PS, Minicucci MF, Matsubara BB, Matsubara LS, Duarte DR, Paiva SAR,
et al. Remodeling pattern and ventricular function in rats exposed to cigarette

smoke. Arq Bras Cardiol. 2010;94(2):224-8.

Rafacho BP, Azevedo PS, Polegato BF, Fernandes AA, Bertoline MA, Fernandes
DC, et al. Tobacco smoke induces ventricular remodeling associated with an
increase in NADPH oxidase activity. Cell Physiol Biochem. 2011;27(3-4):305-
12.

Azevedo PS, Polegato BF, Minicucci MF, Paiva SAR, Zornoff LAM, Azevedo PS,
et al. Cardiac Remodeling: Concepts, Clinical Impact, Pathophysiological
Mechanisms and Pharmacologic  Treatment. Arq Bras Cardiol.

2016;106(1):62-9.

Zornoff LAM, Paiva SAR, Duarte DR, Spadaro ). Ventricular remodeling after
myocardial infarction: concepts and clinical implications. Arq Bras Cardiol.

2009;92(2):150-64.

Minicucci FM, S Azevedo P, F Polegato B, AR Paiva S, AM Zornoff L. Cardiac
remodeling induced by smoking: concepts, relevance, and potential
mechanisms. Inflamm Allergy-Drug Targets Former Curr Drug Targets-

Inflamm Allergy. 2012;11(6):442-7.

Azevedo PS, Minicucci MF, Santos PP, Paiva SAR, Zornoff LAM. Energy
metabolism in cardiac remodeling and heart failure. Cardiol Rev.

2013;21(3):135-40.

REFERENCIAS 86



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Lopaschuk GD, Rebeyka IM, Allard MF. Metabolic modulation: a means to
mend a broken heart. Circulation. 2002;105(2):140-2.

Zhou X, Sheng Y, Yang R, Kong X. Nicotine promotes cardiomyocyte apoptosis
via oxidative stress and altered apoptosis-related gene expression. Cardiology.

2010;115(4):243-50.

Eaton MM, Gursahani H, Arieli Y, Pinkerton K, Schaefer S. Acute tobacco smoke
exposure promotes mitochondrial permeability transition in rat heart. )

Toxicol Environ Health A. 2006;69(15):1497-510.

Tsutsui H, Kinugawa S, Matsushima S. Oxidative stress and heart failure. Am J

Physiol Heart Circ Physiol. 2011;301(6):H2181-90.

Rafacho BPM, Santos P, Assalin HB, Ardisson LP, Roscani MG, Polegato BF, et
al. Role of vitamin D in the cardiac remodeling induced by tobacco smoke

exposure. Int J Cardiol. 2012;155(3):472-3.

Duarte DR, Minicucci MF, Azevedo PS, Matsubara BB, Matsubara LS, Novelli
EL, et al. The Role of Oxidative Stress and Lipid Peroxidation in Ventricular
Remodeling Induced by Tobacco Smoke Exposure after Myocardial Infarction.

Clin Sao Paulo Braz. 2009;64(7):691-7.

Zakkar M, Van der Heiden K, Luong LA, Chaudhury H, Cuhlmann S, Hamdulay
SS, et al. Activation of Nrf2 in endothelial cells protects arteries from
exhibiting a proinflammatory state. Arterioscler Thromb Vasc Biol.

2009;29(11):1851-7.

Zhou S, Sun W, Zhang Z, Zheng Y. The role of Nrf2-mediated pathway in
cardiac remodeling and heart failure. Oxid Med Cell Longev.
201452014:260429.

Chong ZZ, Wang S, Shang YC, Maiese K. Targeting cardiovascular disease with
novel SIRT1 pathways. Future Cardiol. 2012;8(1):89-100.

REFERENCIAS 87



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Janssen-Heininger YM, Poynter ME, Baeuerle PA. Recent advances towards
understanding redox mechanisms in the activation of nuclear factor kappaB.

Free Radic Biol Med. 2000;28(9):1317-27.

Torre-Amione G. Immune activation in chronic heart failure. Am J Cardiol.

2005;95(11A):3C - 8C; discussion 38C - 40C.

Tedgui A, Mallat Z. Cytokines in atherosclerosis: pathogenic and regulatory
pathways. Physiol Rev. 2006;86(2):515-81.

Khanna AK, Xu J, Mehra MR. Antioxidant N-acetyl cysteine reverses cigarette
smoke-induced myocardial infarction by inhibiting inflammation and
oxidative stress in a rat model. Lab Investig J Tech Methods Pathol.
2012;92(2):224-35.

Zornoff LAM, Matsubara LS, Matsubara BB, Okoshi MP, Okoshi K, Dal Pai-Silva
M, et al. Beta-carotene supplementation attenuates cardiac remodeling
induced by one-month tobacco-smoke exposure in rats. Toxicol Sci Off J Soc

Toxicol. 2006;90(1):259-66.

Ayoka AO, Akomolafe RO, Akinsomisoye OS, Ukponmwan OE. Medicinal and
economic value of Spondias mombin. Afr | Biomed Res [Internet]. 2008 [cited
2014 Nov 25];11(2). Available from: http://www.ajol.info/index.php/
ajbr/article/download/50714/39406

Bora PS, Narain N, Holschuh HJ, da S. Vasconcelos MA. Changes in physical and
chemical composition during maturation of yellow mombin (Spondias

mombin) fruits. Food Chem. 1991;41(3):341-8.

Soares EB, Gomes RLF, Carneiro JG de M e, Nascimento FN do, Silva ICV, Costa
JCL da. Physical and chemical characterization of yellow mombin fruits. Rev

Bras Frutic. 2006;28(3):518-9.

Wang S, Melnyk JP, Tsao R, Marcone MF. How natural dietary antioxidants in
fruits, vegetables and legumes promote vascular health. Food Res Int.

2011;44:14-22.

REFERENCIAS 88



34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Nworu CS, Akah PA, Okoye FBC, Toukam DK, Udeh J, Esimone CO. The leaf
extract of Spondias mombin L. displays an anti-inflammatory effect and
suppresses inducible formation of tumor necrosis factor-a and nitric oxide

(NO). J Immunotoxicol. 2011;8(1):10-6.

Uchendu CN, Isek T. Antifertility activity of aqueous ethanolic leaf extract of
Spondias mombin (Anacardiaceae) in rats. Afr Health Sci. 2008;8(3):163-7.

Tiburski JH, Rosenthal A, Deliza R, de Oliveira Godoy RL, Pacheco S. Nutritional
properties of yellow mombin (Spondias mombin L.) pulp. Food Res Int.
2011;44(7):2326-31.

Liu C, Bronson RT, Russell RM, Wang X-D. B-Cryptoxanthin supplementation
prevents cigarette smoke-induced lung inflammation, oxidative damage, and
squamous metaplasia in ferrets. Cancer Prev Res Phila Pa. 2011;4(8):1255-
66.

Vasco C, Ruales J, Kamal-Eldin A. Total phenolic compounds and antioxidant

capacities of major fruits from Ecuador. Food Chem. 2008;111(4):816-23.

Plant Secondary Metabolites: Occurrence, Structure and Role in the Human
Diet. Edited by Alan Crozier, Michael N Clifford, and Hiroshi Ashihara. Q Rev
Biol. 2007;82(2):151-1.

Silva ARA da, Morais SM de, Marques MMM, Oliveira DF de, Barros CC, Almeida
RR de, et al. Chemical composition, antioxidant and antibacterial activities of
two Spondias species from Northeastern Brazil. Pharm Biol. 2012;50(6):740-
6.

Akinmoladun AC, Obuotor EM, Barthwal MK, Dikshit M, Farombi EO. Ramipril-
Like Activity of Spondias Mombin Linn Against No-Flow Ischemia and
Isoproterenol-Induced Cardiotoxicity in Rat Heart. Cardiovasc Toxicol.

2010;10(4):295-305.

REFERENCIAS 89



42.

43,

vy

45.

46.

47.

438.

49.

50.

Kim D-O, Chun OK, Kim YJ, Moon H-Y, Lee CY. Quantification of polyphenolics
and their antioxidant capacity in fresh plums. J Agric Food Chem. 2003
22;51(22):6509-15.

Brand-Williams W, Cuvelier ME, Berset C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. LWT - Food Sci Technol. 1995;28(1):25-30.

Carvalho PRN, Collins CH, Rodriguez-Amaya DB. Comparison of provitamin A
determination by normal-phase gravity-flow column chromatography and
reversed-phase high performance liquid chromatography. Chromatographia.
1992;33(3-4):133-7.

Reagan-Shaw S, Nihal M, Ahmad N. Dose translation from animal to human

studies revisited. FASEB J Off Publ Fed Am Soc Exp Biol. 2008;22(3):659-61.

Carvalho AV, Mattietto RA, Assis GT, Lourenco LFH. Evaluation of the effects
of pectin, gelatin and sodium alginate combination on the characteristics of a
mixed structured fruit gel from papaya and yellow mobin, by response surface

methodology. Acta Amaz. 2011;41(2):267-74.

Ip BC, Hu K-Q, Liu C, Smith DE, Obin MS, Ausman LM, et al. Lycopene
Metabolite, Apo-10’-Lycopenoic Acid, Inhibits Diethylnitrosamine-Initiated,
High Fat Diet-Promoted Hepatic Inflammation and Tumorigenesis in Mice.

Cancer Prev Res (Phila Pa). 2013;6(12):1304-16.

Wang XD, Liu C, Bronson RT, Smith DE, Krinsky NI, Russell M. Retinoid
signaling and activator protein-1 expression in ferrets given beta-carotene

supplements and exposed to tobacco smoke. ] Natl Cancer Inst.

1999;91(1):60-6.

Sahn DJ, DeMaria A, Kisslo J, Weyman A. Recommendations regarding
quantitation in M-mode echocardiography: results of a survey of

echocardiographic measurements. Circulation. 1978;58(6):1072-83.

Zornoff LA, de Paiva SA, Tornero MT, Carvalho MS, Tucci PJ. [Influence of

mannitol added to the nutrient solution on the mechanical performance and

REFERENCIAS 90



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

on the degree of myocardial edema of isolated hearts of rats]. Arq Bras

Cardiol. 1995;64(3):225-9.

De Stefano LM, Matsubara LS, Matsubara BB. Myocardial dysfunction with
increased ventricular compliance in volume overload hypertrophy. Eur J Heart

Fail. 2006;8(8):784-9.

Singh NP, McCoy MT, Tice RR, Schneider EL. A simple technique for
quantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Exp Cell Res.

1988;175(1):184-91.

Tice RR, Andrews PW, Hirai O, Singh NP. The single cell gel (SCG) assay: an
electrophoretic technique for the detection of DNA damage in individual cells.

Adv Exp Med Biol. 1991;283:157-64.

Pereira B, Costa-Rosa LFBP, Bechara EJH, Newsholme P, Curi R. Changes in the
TBARs content and superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase
activities in the lymphoid organs and skeletal muscles of adrenodemedullated

rats. Braz ] Med Biol Res. 1998;31(6):827-33.

Crouch RK, Gandy SE, Kimsey G, Galbraith RA, Galbraith GMP, Buse MG. The
Inhibition of Islet Superoxide Dismutase by Diabetogenic Drugs. Diabetes.
1981;30(3):235-41.

Nakamura W, Hosoda S, Hayashi K. Purification and properties of rat liver
glutathione peroxidase. Biochim Biophys Acta BBA - Enzymol.
1974;358(2):251-61.

Reznick AZ, Packer L. Oxidative damage to proteins: spectrophotometric

method for carbonyl assay. Methods Enzymol. 1994;233:357-63.

Cassina A, Radi R. Differential inhibitory action of nitric oxide and
peroxynitrite on mitochondrial electron transport. Arch Biochem Biophys.

1996;328(2):309-16.

REFERENCIAS 91



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Bass A, Brdiczka D, Eyer P, Hofer S, Pette D. Metabolic differentiation of
distinct muscle types at the level of enzymatic organization. Eur J Biochem.

1969;10(2):198-206.

Singer TP. Determination of the activity of succinate, NADH, choline, and
alpha-glycerophosphate ~ dehydrogenases. = Methods  Biochem  Anal.
1974;22:123-75.

Fischer JC, Ruitenbeek W, Berden JA, Trijbels JM, Veerkamp JH, Stadhouders
AM, et al. Differential investigation of the capacity of succinate oxidation in

human skeletal muscle. Clin Chim Acta Int J Clin Chem. 1985;153(1):23-36.

Desai VG, Weindruch R, Hart RW, Feuers RJ. Influences of age and dietary
restriction on gastrocnemius electron transport system activities in mice.

Arch Biochem Biophys. 1996;333(1):145-51.

Gu F, Derkach A, Freedman ND, Landi MT, Albanes D, Weinstein SJ, et al.
Cigarette smoking behaviour and blood metabolomics. Int J Epidemiol.

2015;dyv330.

Chatkin R, Chatkin JM. Smoking and changes in body weight: can
physiopathology and genetics explain this association? ] Bras Pneumol.

2007;33(6):712-9.

Zornoff LA, Cicogna AC, Paiva SA, Spadaro J. Remodelamento e seu impacto
na progressao da disfuncdo ventricular. 2002 Jan 1 [cited 2016 Dec 14];
Available from: https://www.scienceopen.com/document?vid=c917ca6d-deOe-

4d74-al2b-e44clec2cO06.

Matsubara BB, Ferreira AL dos A, Matsubara LS. Aspectos anatomopatoldgicos
da disfuncao ventricular. Rev Soc Cardiol Estado Sdo Paulo. 2002;12(3):361-
70.

Gu L, Pandey V, Geenen DL, Chowdhury SAK, Piano MR. Cigarette smoke-
induced left ventricular remodelling is associated with activation of mitogen-

activated protein kinases. Eur J Heart Fail. 2008;10(11):1057-64.

REFERENCIAS 92



68.

69.

70.

71.

72.

73.

4.

75.

76.

7.

Akinmoladun AC, Obuotor EM, Farombi EO. Evaluation of antioxidant and free
radical scavenging capacities of some Nigerian indigenous medicinal plants. J

Med Food. 2010;13(2):444-51.

Saks V, Favier R, Guzun R, Schlattner U, Wallimann T. Molecular system
bioenergetics: regulation of substrate supply in response to heart energy

demands. J Physiol. 2006;577(Pt 3):769-77.

Stanley WC, Recchia FA, Lopaschuk GD. Myocardial substrate metabolism in
the normal and failing heart. Physiol Rev. 2005;85(3):1093-129.

Abel ED, Doenst T. Mitochondrial adaptations to physiological vs. pathological
cardiac hypertrophy. Cardiovasc Res. 2011;90(2):234-42.

Sun Y. Myocardial repair/remodelling following infarction: roles of local

factors. Cardiovasc Res. 2009;81(3):482-90.

Yamada S, Zhang XQ, Kadono T, Matsuoka N, Rollins D, Badger T, et al. Direct
toxic effects of aqueous extract of cigarette smoke on cardiac myocytes at
clinically relevant concentrations. Toxicol Appl Pharmacol. 2009;236(1):71-
7.

Sies H. Oxidative stress: oxidants and antioxidants. Exp Physiol.

1997;82(2):291-5.

Duarte DR, Oliveira LC, Minicucci MF, Azevedo PS, Matsubara BB, Matsubara
LS, et al. Effects of the administration of beta-blockers on ventricular

remodeling induced by cigarette smoking in rats. Arq Bras Cardiol.

2009;92(6):479-83.

Duarte DR, Minicucci MF, Azevedo PS, Chiuso-Minicucci F, Matsubara BB,
Matsubara LS, et al. Influence of lisinopril on cardiac remodeling induced by

tobacco smoke exposure. Med Sci Monit Basic Res. 2010;16(8):BR255-9.

Howden R. Nrf2 and Cardiovascular Defense. Oxid Med Cell Longev.
2013;2013:e104308.

REFERENCIAS 93



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Vinciguerra M, Fulco M, Ladurner A, Sartorelli V, Rosenthal N. SirT1 in muscle
physiology and disease: lessons from mouse models. Dis Model Mech.

2010;3(5-6):298-303.

Vinciguerra M, Santini MP, Claycomb WC, Ladurner AG, Rosenthal N. Local
IGF-1 isoform protects cardiomyocytes from hypertrophic and oxidative

stresses via SirT1 activity. Aging. 2009;2(1):43-62.

Planavila A, Iglesias R, Giralt M, Villarroya F. Sirtl acts in association with
PPAR« to protect the heart from hypertrophy, metabolic dysregulation, and
inflammation. Cardiovasc Res. 2011;90(2):276-84.

Ruan Y, Dong C, Patel J, Duan C, Wang X, Wu X, et al. SIRT1 suppresses
doxorubicin-induced cardiotoxicity by regulating the oxidative stress and
p38MAPK pathways. Cell Physiol Biochem Int J Exp Cell Physiol Biochem
Pharmacol. 2015;35(3):1116-24.

Yang S-R, Wright J, Bauter M, Seweryniak K, Kode A, Rahman I. Sirtuin
regulates cigarette smoke-induced proinflammatory mediator release via
RelA/p65 NF-kappaB in macrophages in vitro and in rat lungs in vivo:
implications for chronic inflammation and aging. Am J Physiol Lung Cell Mol

Physiol. 2007;292(2):L567-76.

Wang Y, Ausman LM, Greenberg AS, Russell RM, Wang X-D. Dietary lycopene
and tomato extract supplementations inhibit nonalcoholic steatohepatitis-

promoted hepatocarcinogenesis in rats. Int ] Cancer. 2010;126(8):1788-96.

Scarfiotti C, Fabris F, Cestaro B, Giuliani A. Free radicals, atherosclerosis,
ageing, and related dysmetabolic pathologies: pathological and clinical
aspects. Eur ] Cancer Prev Off J Eur Cancer Prev Organ ECP. 1997;6 Suppl
1:531-6.

Heim KE, Tagliaferro AR, Bobilya DJ. Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationships. J Nutr Biochem.

2002;13(10):572-84.

REFERENCIAS 94



86.

87.

88.

Kokkou E, Siasos G, Georgiopoulos G, Oikonomou E, Verveniotis A, Vavuranakis
M, et al. The impact of dietary flavonoid supplementation on smoking-induced
inflammatory process and fibrinolytic impairment. Atherosclerosis.

2016;251:266-72.

Mannisto S, Smith-Warner SA, Spiegelman D, Albanes D, Anderson K, Brandt
PA van den, et al. Dietary Carotenoids and Risk of Lung Cancer in a Pooled
Analysis of Seven Cohort Studies. Cancer Epidemiol Prev Biomark.

2004;13(1):40-8.

Gallicchio L, Boyd K, Matanoski G, Tao X (Grant), Chen L, Lam TK, et al.
Carotenoids and the risk of developing lung cancer: a systematic review. Am |

Clin Nutr. 2008;88(2):372-83.

REFERENCIAS 95



