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RESUMO

O processo de mitofagia na musculatura cardiaca de extrema importancia para a
manutencdo da homeostase do coracdo. Uma vez que as mitocondrias exercem
funcdo vital na sintese de adenosina trifosfato (ATP) que é utilizada como energia para
exerce as fun¢des contracao e relaxamento do miocardio. Atualmente € sabido que a
sintese excessiva de espécies reativa de oxigénio (EROs) compromete 0 processo
mitofagico no coracdo e, como consequéncia, leva no desenvolvimento de doengas
cardiovasculares. Trabalhos da literatura demonstraram que o licopeno devido a sua
potente acdo antioxidante exerce um efeito positivo na manutencdo da homeostase
do organismo pela estimulagéo da defesa antioxidante e/ou o processo de mitofagia
em diferentes tecidos. No entanto, o papel do licopeno no controle da mitofagia
cardiaca tem sido pouco estudado. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o papel
do licopeno na regulacdo da mitofagia em coracao de roedores. Para isso utilizamos
0 modelo experimental de tratamento de ratos normais com licopeno por 30 dias.

Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com licopeno em ratos normais
induziu uma reducédo na expressao da proteina mitofagica PINK1 (31%) sem alterar a
massa cardiaca. Esses resultados sugerem que o licopeno foi capaz de controlar o
processo de mitofagia em coracao de ratos normais, sem promover perda de massa
muscular cardiaca.

O tratamento com licopeno promoveu um aumento da massa corporal (10%) sem
alterar a ingestao diaria alimentar, glicemia e as massas do figado e tecido adiposo
epididimal. Por outro lado, foi observada uma reducdo da massa adiposa
retroperitoneal (14%). Em conjunto, esses dados demonstram que o licopeno tem um
importante papel na regulacdo do metabolismo e que o depdsito adiposo
retroperitoneal € mais susceptivel, pelo menos em parte, a regulacéo ativada pelo
licopeno.

Em conjunto, esses dados sugerem que o licopeno exerce um controle na regulacéo
da homeostase cardiaca, modulando a expressdo de componentes do sistema
proteolitico lisossomal/ mitofagico.

Palavras-chave: licopeno, mitofagia, PINK1, coracéo



ABSTRACT

The process of mitophagy in cardiac musculature is extremely important for the
maintenance of heart homeostasis. Since mitochondria play a vital role in the synthesis
of adenosine triphosphate (ATP) which is used as energy for myocardial contraction
and relaxation. It is currently known that the excessive synthesis of reactive oxygen
species (EROs) compromises the mitophagic process in the heart and, as a
consequence, leads to the development of cardiovascular diseases. Studies in the
literature have shown that lycopene, due to its potent antioxidant action, has a positive
effect on maintaining the body's homeostasis by stimulating antioxidant defense and/or
the process of mitophagy in different tissues. However, the role of lycopene in
controlling cardiac mitophagy has been poorly studied. Thus, the objective of this work
was to evaluate the role of lycopene in the regulation of mitophagy in rodent hearts.
For this, we used the experimental model of treatment of normal rats with lycopene for
30 days.

The results obtained showed that the treatment with lycopene in normal rats induced
a reduction in the expression of the mitophagic protein PINK1 (31%) without altering
the cardiac mass. These results suggest that lycopene was able to control the
mitophagy process in the heart of normal rats, without promoting loss of cardiac muscle
mass.

Treatment with lycopene promoted an increase in body mass (10%) without altering
the daily food intake, glycemia and the masses of the liver and epididymal adipose
tissue. On the other hand, a reduction in retroperitoneal fat mass (14%) was observed.
Taken together, these data demonstrate that lycopene plays an important role in the
regulation of metabolism and that retroperitoneal adipose deposits are more
susceptible, at least in part, to lycopene-activated regulation.

Together, these data suggest that lycopene exerts a control in the regulation of cardiac
homeostasis, modulating the expression of components of the lysosomal/mitophagic
proteolytic system.

Keywords: lycopene, mitophagy, PINK1, heart
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1-INTRODUCAO

O conhecimento de mecanismos que regulam a homeostase cardiaca é de
grande relevancia considerando a alta incidéncia de doencas cardiovasculares (DCV)
na atualidade. Apesar dos avancos cientificos e farmacoldgicos em relagdo ao
tratamento, as DCV e suas complicagbes continuam sendo as principais causas de
mortalidade e morbidade mundiais. Portanto, a investigacdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento das DCV é importante para a elaboracdo de novas

estratégias terapéuticas para tratamento e/ou prevencdo (PAULA-GOMES, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2019, cerca de 17,9
milhdes de 6bitos ocorreram em decorréncia de complicacdes advindas das DCV. Uma
vez que o aumento na mortalidade em pessoas com problemas cardiacos esta
associado ao tabagismo, consumo excessivo de alcool, sedentarismo e a obesidade.
Mudancas no estilo de vida séao utilizadas como estratégias ndo farmacoldgicas na
prevencdo das DCV (WHO, 2021). Aléem disso, Mozaffarian et al., (2011)
demonstraram que o consumo adequado de frutas e vegetais exercem um efeito
cardioprotetor. Entre os diversos componentes dietéticos, que estdo presentes na
alimentacdo, os quais sdo capazes de promover efeitos protetores no coracédo, o
licopeno, um carotendide encontrado principalmente no tomate e seus derivados. O
licopeno exerce um potente efeito contra o desenvolvimento e/ou progresséao de DCV,
uma vez que ele é o carotendide que possui a maior acado antioxidante e esta presente
em grande concentracdo no plasma sanguineo. Este poderoso antioxidante atua
através da atenuacao das espécies reativas de oxigénio ( EROs), diminuindo o quadro
inflamatorio e na formacéo plaguetaria. Além de conferir protecdo contra a oxidacéo
do colesterol, evitando a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e na
diminuicdo da concentracdo do colesterol total e do LDL (SESSO et al., 2003;
JACQUES et al., 2013; MEIN et al., 2008; BOHM, 2012).

O coracdo é um musculo extremamente oxidativo, por essa razdo as
mitocdndrias exercem uma funcdo muito importante para a manutencdo do seu
funcionamento normal. A dindmica mitocondrial comprometida pode agir como uma
forma de adaptagdo bioenergética durante o desenvolvimento de algum processo
patolégico cardiaco (VASQUEZ-TRINCADO et al., 2016). As mitocondrias que
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perdem sua funcionalidade sdo removidas por um processo autofagico denominado
mitofagia (KUBLI, GUSTAFSSON, 2012). O processo de mitofagia cardiovascular é

crucial para a manutencéo da homeostasia do coracéo (SAN PEDRO et al., 2017).

Devido a importancia vital do coracdo e o crescimento acelerado de doencas
cardiovasculares, véarios grupos de pesquisas tém se dedicado a estudar novas
estratégias de tratamento que visam a melhora da homeostase cardiaca. Uma
estratégia promissora € a ingestdo de compostos antioxidantes, tais como o licopeno.
Estudos vém demonstrando que o licopeno reduz a producéo de radicais livres e
estimula a expressao e/ou atividade das enzimas antioxidantes (catalase, superéxido
dismutase e glutationa peroxidase), protegendo as biomoléculas dos danos
oxidativos, principalmente as proteinas e lipideos. Além disso, ele inibe o
desenvolvimento de alguns tipos de canceres, aterosclerose e hipertensdo, doencas
inflamatorias e as complicacdes relacionadas a diabetes (RICCIONI et al., 2008;
CASEIRO et al., 2020).

Em relac&o ao coracgéao, o licopeno inibe a hipertrofia cardiaca desencadeada
pelo aumento exacerbado de EROs (MAUIIK & KUMAR, 2012) e exerce um
importante papel na dindmica das mitocondrias, uma vez que é capaz de aumentar a
producdo de Adenosina trifosfato (ATP), por melhorar o funcionamento da cadeia
transportadora de elétrons e estabilizar a membrana interna mitocondrial. Além disso,
estimula a remocéo das mitocondrias disfuncionais pelo processo de mitofagia (YUE
et al., 2015). Chao et al.(2014), demonstraram que o licopeno inibe a hipertrofia de
cardiomidcitos e seus possiveis efeitos deletérios ao coracdo, além de reduzir a
sintese de EROs . Yue et al. (2015), demonstram que o licopeno protege 0s
cardiomidcitos contra efeitos oxidativos, exercendo efeito do protetor no
deoxyribonucleic acid — acido desoxirribonucléico (DNA) mitocondrial, além disso,

esta relacionado com a diminui¢do da sintese de EROs na mitocondria.

Cheng et al. (2017), mostraram que tanto o consumo de tomate quanto a
suplementacao de licopeno reduzem a oxidacéo da lipoproteina de baixa densidade
(LDL), além de gerar efeitos benéficos sobre a presséo arterial e melhora da funcéo
endotelial. Estudos apontam que o efeito cardioprotetor do licopeno &, pelo menos em
parte, decorrente da sua acédo antioxidante na reducdo da LDL-oxidada, modulagao

de marcadores inflamatdérios, inibicdo de processos oxidativos e efeitos
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antiangiogénicos (FRIEDMAN, 2013; THIES et al., 2016).

Considerando que h& poucos relatos na literatura sobre a regulacdo do
metabolismo cardiaco e que alguns trabalhos ressaltam a importancia da mitofagia
na manutencao da homeostase do coragao, tornou-se interessante investigar o efeito
do tratamento com um antioxidante, o licopeno, que tem demonstrado efeitos
benéficos na homeostase cardiovascular.

Nossa hipétese é que os beneficios do tratamento com licopeno no coracao
seja, em parte, pela ativacdo do processo de mitofagia e remocao das mitocondrias
disfuncionais. Para isto utilizamos um modelo saudavel de tratamento com licopeno

por 30 dias.
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2-REFERENCIAL TEORICO
2.1- Coracao

Os ventriculos direito e esquerdo sdo compostos pelo musculo cardiaco e
consiste em uma bomba dupla: ventriculo direito, responsavel por bombear o sangue
pela circulacdo pulmonar e, ventriculo esquerdo, que move o sangue pela circulacédo
sistémica (AIRES et al., 2014). As fibras musculares cardiacas caracterizam-se pela
disposi¢cdo em malha ou trelica sendo, portanto, também classificadas como estriadas.
Estas fibras, assim como as da musculatura esquelética, sdo formadas por miofibrilas
tipicas com filamentos de actina e miosina. Entretanto, as fibras cardiacas apresentam
uma peculiaridade: sdo constituidas por muitas células individuais, conectadas em
série e em paralelo, que se comunicam através das gaps junctions (juncbes
‘comunicantes” permeaveis) que permitem a passagem quase livre de ions. Dessa
forma, temos o coracdo como um sincicio, de maneira que quando uma célula cardiaca
€ excitada todas as demais também séo gracas a rapida propagacéo do potencial de

acao por essa malha de interconexdes (GUYTON; HALL, 2006).

Tendo em vista a vital e nobre funcdo do coracéo, € de extrema importancia a
manutencado da homeostase cardiaca e a prevencao de doencas cardiovasculares. A
perda de funcionalidade do coracéo leva a efeitos deletérios a saide que aumentam
os riscos de morbidade e/ou mortalidade (MENSAH et al., 2019). Por esse motivo, as
DCV na atualidade sdo uma das principais preocupacdes e isso se deve ao fato do
grande impacto econdémico para os servicos de saude publica (AMINI et al., 2021). A
OMS define que DCV sdo umconjunto de doencas que afetam o funcionamento normal
do coracgédo levando a disturbios tanto cardiacos quanto nos vasos sanguineos. Nesse
conjunto de patologias estdo incluidas doencas, como, insuficiéncia cardiaca,
hipertenséo, doenca arterial periférica e coronariana (WHO, 2021). Em 2016 cerca de
um terco dos 6bitos mundiais foi em decorréncia de complicac6es advindas de DCV
(GLOBAL HEALTH METRICS, 2017).

Lozano et al. (2013) apontaram que até 2030 as DCV serdo responsaveis por
cerca de 23 milhdes de 6bitos. Diversos fatores de risco estdo associados com a alta
incidéncia das DCV, entre os quais se destacam: obesidade, estresse psicossocial,
sedentarismo, hipertensdo, tabagismo, consumo abusivo de alcool e alimentacéo

desbalanceada baseada em fast-food, pobre em frutas e vegetais (MUSINGUZI et al.,
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2020).

O coragdo necessita de um aporte continuo de ATP para manter sua contracao
muscular e realizar o bombeamento do sangue para o corpo todo (ASHRAFIAN et al.,
2007). As mitocondrias sdo responsaveis por produzir as moléculas de ATP para
atender a grande demanda bioenergética deste musculo, principalmente por meio da
oxidacao de acidos graxos de cadeia longa (DORN et al., 2015). Contudo, qualquer
desequilibrio no metabolismo mitocondrial leva ao desbalanco da homeostase
cardiaca e desenvolvimento de algum tipo de complicacdo cardiovascular (ZHOU &
TIAN, 2018).

2.2- Mitofagia e coragao

O coracdo € um orgao que necessita de uma grande demanda energética, a
manutencdo da homeostase cardiaca estd diretamente relacionada com o
metabolismo mitocondrial, posto que 95% do ATP consumido € derivado do
metabolismo oxidativo mitocondrial (ZHOU & TIAN, 2018). Além do papel central das
mitocondrias exercem o0 na producao de ATP, também é responsavel pela dindmica
intracelular de calcio, na regilacéo de sintese/ depuracédo de EROs e outros (ABDEL-
RAHMAN et al., 2021).

A dindmica mitocondrial € fundamental para manutencdo das mitocondrias
funcionais, para que iSso ocorre é necessario um balanco entre 0s processos de
biogénese mitocondrial e remocdo de mitocdndrias disfuncionais pela mitofagia (YOO
& JUNG, 2018). O processo de mitofagia é de extrema relevancia para a homeostase
cardiovascular, uma vez que remove as mitocéndrias danificadas que produzem e
liberam muitas espécies reativas de oxigénio causando efeitos deletérios no coracéo
(YANG et al., 2019).

Os seres vivos necessitam de uma constante renovacao celular e o sistema
autofagico é responsavel por essa funcdo. O processo de autofagia direciona
materiais citoplasmaticos em excesso ou prejudiciais, como, por exemplo, patégenos
invasores, mitocondrias danificadas e/ou agregados protéicos ao lisossomo para
serem degradados (MIZUSHIMA & KOMATSU, 2011; MORISHITA & MIZUSHIMA,
2019). Atualmente, o processo autofagico é classificado em trés tipos: autofagia

mediada por chaperonas na qual ocorre o transporte direto do conteudo protéico
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citosdlico para os lisossomos mediada pelos translocons (KAUSHIK & CUERVO,
2018) e macroautofagia, microautofagia em que ocorre a captacdo de materiais
citoplasmaticos por meio de invaginagdo das membranas internas dos lisossomos
(OKU & SAKAI, 2018). O principal processo de autofagico € a macroautofagia no qual
0s substratos a serem degradados sao capturados pelo autofagossomos que séo
vesiculas citosolicas composta por uma dupla membrana (GALLUZI & VERDE, 2019).
O autofagossomo se funde ao lisossomo para formar o autolisossomo onde ocorre a
degradacdo do material por meio das proteases lisossomais, as catepsinas. As
macromoléculas resultantes desse processo séo liberadas ao citosol para serem
reutilizadas (FENG et al., 2014). Estudos demonstram que a macroautofagia € o
principal mecanismo autofagico no qual contribui na homeostase e manutencao da
saude cardiovascular e, também, é capaz de aliviar os efeitos deletérios ao coracao
associados ao envelhecimento ( SHIRAKABE et al.,, 2016; ABDELLATIF et al.,
2020)(FIGURA 1).

Figura 1: Representacédo do processo lisossomal/ autofagico de
macroautofagia

Macroautofagia “
O O
Oo O o . o
“'“’>“f ﬁ}&:‘
P'3Klll i Autohcossomo
I s Autolisossomo
Beclina 1 membrana

Fonte: Adaptado de Bechet et al. (2005)

Processo lisossomal/ autofagico de macroautofagia, o qual é responsavel pelo englobamento de
porcdes inteiras de citoplasma juntamente com véarias organelas. O complexo de inibidores de
fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K - Ill) e conjugado com complexo proteico e conjugado com complexo
proteico atgl2-atgs promovem a formacd@o de estruturas pré-autofagossomicas. O conjugado de
proteinas GABARAP/LC3 com lipidio leva ao isolamento da membrana a ser degradada para a
formagdo do autofagossomo, que posteriormente vai se fundir ao lisossomo para gerar 0
autolisossomo.
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A mitofagia é uma macroautofagia especifica responsavel pela degradacéo de
mitocondrias an6malas e disfuncionais, sendo vital para o controle da homeostase
celular (LIESA & SHIRIHA, 2013). O processo mitofagico é ativado apés alguma injaria
as membranas mitocondriais, permitindo assim uma renovagéo mitocondrial de forma
continua. Quando as mitocondrias sdo danificadas, a proteina PINK-1 se acumula na
membrana mitocondrial e recruta a proteina PARKIN 1 e assim se inicia a formacéo
do autofagossomo. Apos formacgdo do autofagossomo, em seguida ocorre a fusdo com
lisossomo e as mitocOndrias disfuncionais s&o degradadas pelas proteases
lisossomais (SCIARRETTA et al., 2017) (FIGURA 2).

Figura 2: Representacéo do processo de mitofagia

l ’ & . Formagao do autofagossomo /

PARKIN ;
et : /r o
:' oy Autofagossomo

Fonte: Adaptado de Nobutaka et al. (2014).

O processo de mitofagia € responsavel pela degradacdo de mitocondrias envelhecidas e
danificadas.Quando a estrutura mitocondrial € comprometida é marcada pela proteina autofagica
quinase 1 ( PINK 1) que sinaliza o recrutamento de outras proteinas autofagicas, entre elas esta a
PARKIN que leva a formacéo do autofagossomo. Posteriormente, esse autofagossomo se funde ao
lisossomo para formar o autolisossomo, onde as mitocondrias sdo degradadas por proteases
lisossomais.

Dados da literatura demonstram a existéncia de um cross-talk entre o sistema
proteolitico ubiquitina proteassoma (UPS) e a mitofagia. Em células neuronais, a UB-
ligase PARKIN esté envolvida com a ubiquitinacéo de proteinas mitocondriais, com as

mitofusinas 1 e 2 e consequente encaminhamento dessas mitocdndrias para a
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degradacdo pelo processo autofagico (VIVES-BAUZA et al., 2010; MATSUDA et al.,
2010; NARENDRA et al., 2010). Mutacbes genéticas em PARKIN 1 podem causar
defeitos na mitofagia culminando no acumulo de mitocdndrias disfuncionais,
resultando na degeneracao de neurbnios dopaminérgicos, caracterizando o Mal de
Parkinson (NARENDRA et al., 2008; JIN et al., 2010). Além do sistema nervoso
central, PARKIN 1 também é expressa no figado, rins, testiculos, musculo esquelético
e coracao (KITADA et al., 1998; KITADA et al., 2000) e sua translocacdo do citosol
para a membrana mitocondrial € dependente de uma quinase chamada de PINK 1
(PTEN-induced kinase 1), responsavel por fosforilar PARKIN 1 em residuos de Ser65,
promovendo sua ativagao (ZIVIANI et al., 2010).

O estudo de Shimizu et al. (2014) demonstrou que a mitofagia também é
necessaria para o processo de maturacao dos eritrocitos e nesse tipo celular esse
processo lisossomal requer a participacdo de uma proteina conhecida como ULK1
(Uncbh1 like kinase 1), homologa da Atg 1. Sob a forma defosforilada ULK1 esté ativa
e pode entdo estimular a mitofagia, mas os mecanismos pelos quais esta quinase
participa deste processo ainda ndo foram descritos. (YANG & KLIONSKY, 2010;
WIRTH et al., 2013).

Dado que a autofagia mitocondrial visa eliminar aquelas mitocondrias
envelhecidas que perderam a sua funcionalidade ou estdo danificadas ja que estas
apresentam algum potencial de citotoxicidade (SAN PEDRO et al., 2017). Além do
suprimento de energia, as mitocondrias sao responsaveis pela dinamica intracelular
de célcio e na sintese de EROs. Em muitas doencas, como, na diabetes e,
principalmente, as DCV resulta no desenvolvimento da disfuncdo mitocondrial devido
a producéao excessiva de EROs (WU & ZOU, 2020).

2.3 - Licopeno e Coracéao

O licopeno é um carotendide isbmero aciclico do [B-caroteno altamente
insaturado (FIGURA 3) responsavel pela pigmentacdo avermelhada de frutas e
vegetais, como, por exemplo, o tomate (PENNATHUR et al., 2010; YIN et al., 2019). E
também encontrado em alguns microrganismos e outros vegetais, tais como melancia,

mamao e goiaba. Apds sua ingestao, o licopeno é incorporado as micelas lipidicas e
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absorvido pelos enterdcitos (PAZ et al., 2017; LOW etal., 2015; YONEKURA, NAGAO,
2007) e assim empacotado nos quilomicrons para que seja transportado pela corrente
sanguinea (KRINSKY, JOHNSON, 2005;LIU et al., 2006; VON LINTIG et al., 2019).
Durante a passagem dos quilomicrons pelos vasos sanguineos, o licopeno é captado
pelas diferentes células por difusdo passiva e chega ao figado carreado pelos
quilomicrons remanescentes. No figado, o licopeno é incorporado a lipoproteina VLDL
e em seguida liberado na corrente sanguinea. Apos a conversdo da VLDL em LDL, os
tecidos extra- hepaticos captama LDL por meio de seu receptor expresso na membrana
e o licopeno é liberado ap6s a desmontagem da LDL pelo lisossomo (SRIVASTAVA,
SRIVASTAVA, 2015) e assim atua como um potente antioxidante in vivo (YANG et
al.,2012).

Figura 3: Estrutura carbonica do licopeno

Fonte: Adaptado de CEFALIL et al.(2009).

Dentre os carotendides, o licopeno é o que estd em maior concentracdo na
corrente sanguinea (BOHN et al., 2017; SAINI et al., 2020) e o0 seu consumo regular
na alimentacdo € suficiente para manter sua concentracdo em niveis normais no
organismo (PORRINI et al., 1998). A maior parte do seu armazenamento ocorre no
figado, nas suprarrenais e na prostata, contudo também pode ser armazenado na pele
e no cérebro (MORAN et al., 2013). O tratamento térmico do licopeno promove uma
mudanca conformacional da forma trans para cis aumentando a sua biodisponibilidade
durante os processos de digestdo e absorcdo (STAHL; SIES, 1992; GARTNER etal.,
1997; BOILEAU et al., 2002;GRABOWSKA et al., 2019).

Vérios trabalhos tém demonstrado os efeitos benéficos do licopeno a saude,

tais como: antioxidante, anti-inflamatdrio, anticarcinogénico e cardioprotetor (LI et al.,
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2020; LIU et al., 2018; KAWATA et al., 2018; DEPLANQUE et al., 2016; JIANG et al.,
2016; HASHIMOTO et al., 2019). Ademais, o licopeno promove a redu¢ao nos niveis
de colesterol por inibir atividade das enzimas HMG-CoA redutase e Colesterol
aciltransferase (ACAT) e a sintese de receptores da LDL (PALOZZA et al., 2012).
Bernal et al., (2013) observaram que o tratamento de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica/hipercolesterolémica com licopeno reduziu o desenvolvimento de
esteatose hepatica.

Em relacdo aos beneficios do licopeno no coracédo, tem sido demonstrado que
a ingestao de licopeno atenua a disfuncéo endotelial e o estresse oxidativo, reduzindo
os niveis de LDL- oxidada, portanto contribui para a reducéo do risco cardiovascular
(ZHU et al., 2011). Przybylska & Tokarczyk (2022) relataram que o licopeno reduz a
inflamacdo no coracdo e consequentemente a formacdo de placas de ateroma.
Furman et al., (1997) demonstraram que a suplementacao de licopeno em homens
saudaveis, levou a diminuicdo de 14% do LDL sérico.

Diversos trabalhos tém demonstrado que o principal mecanismo exercido pelo
licopeno na protecéo contra DCV é através da reducédo da oxidacdo da LDL (RAO,
2002) e diminuicao do estresse oxidativo pela estimulacdo da expressao das enzimas
antioxidantes via ativacao do fator de transcricdo NrF2 (WILLCOX et al., 2003; SIES
et al.,1992; ARAB & STECK, 2000. CHEN et al., 2013; ZHAO et al., 2017),

promovendo um fator de protecao contra eventos deletérios no coragao.



3- OBJETIVOS
3.1- Objetivo geral

. Investigar in vivo o efeito da suplementacéo de licopeno sobre a proteina
mitofagica pink 1 em coracao de ratos saudaveis.

3.2- Objetivos especificos

a Avaliar o efeito da suplementacéo com licopeno sobre a ingestao alimentar
diaria;
b Avaliar o efeito da suplementacédo com licopeno sobre as massas: corporal,

cardiaca, tecidos adiposos brancos (retroperitoneal e epididimal) e figado;

C Avaliar o efeito da suplementacédo com licopeno sobre a concentragéo

plasmatica de glicose;
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d Avaliar o efeito da suplementacdo com licopeno sobre a expressao da proteina

mitofagica PINK 1 em coracéao
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4 - METODOLOGIA

4.1- Animais

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos & Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) (N°
8267120421). Foram utilizados ratos machos Wistar (140 - 150g), provenientes do
Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP. Os animais receberam dieta balanceada
(NUVLAB CR1 - NUVITAL) para roedores e dgua ad libitum em ambiente com ciclos

claro-escuro de 12 horas e temperatura controlada para 25°C (FIGURA 4).

Figura 4: Delineamento experimental da suplementac&o com licopeno por 30
dias

Modelo experimental
(CEVA: 8267120421)

Ratos machos Wistar
) 4 140 - 150g (n=14)

Licopeno (45

mg/Kg) foi l
incorporado

Controle (n=7)

ao iogurte
(logurte natural Nestlé®)

natural (
Nestlé)

Licopeno (n=7)
(45mg/Kg — logurte natural Nestlé®)

+) 30 dias/ gavagem

Eutandsia e coleta do coragdo, figado, tecidos adiposos (retroperitoneal e epididimal) e
sangue para os diferentes procedimentos experimentais

Fonte: Elaboragéo propria (2022)

Modelo experimental. Os animais foram divididos em 2 grupos: controle (n=7) e licopeno (n=7). O grupo
licopeno foi tratado com licopeno (45mg/Kg) incorporado ao iogurte natural por 30 dias. JA o grupo
controle recebeu apenasiogurte.

O licopeno foi incorporado ao iogurte natural (Nestlé®) e administrado por
sonda orogastrica (gavagem) duas vezes ao dia (08:00 e 16:00h) durante 30 dias. Foi
utilizada a dose de 45mg/Kg de licopeno que sabidamente promoveram as respostas
mais efetivas da melhoria nas alteragfes fisioldgicas e bioquimicas no diabetes
experimental (ROXO et al., 2019; ASSIS et al., 2017). Os animais do grupo controle

também receberam iogurte diariamente por sonda orogastrica. Os animais foram
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divididos nos respectivos grupos experimentais (7 animais/grupo): controle e licopeno.
Apés a suplementacdo, os animais foram eutanasiados e os coragdes, figados,
tecidos adiposos (epididimal e retroperitoneal) e plasma sanguineo utilizados nos
diferentes protocolos experimentais.

4.2 - Determinacgao da glicemia

Os animais em experimentacdo ficaram 12 horas em jejum para realizar a
determinacdo da glicemia, para isso foi utilizado o glicosimetro da marca One Call

Plus.

4.3- Andlise de conteudo proteico e fosforilagédo da proteina PINK1 via Western
blot

Os coracdes foram coletados e homogeneizados em tampéao Tris-HCI (50mM;
pH 7,4; 4°C) contendo 150mM de NaCl, 1mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 1% de
deoxicolato de sodio, 1% de SDS e inibidores de proteases e de fosfatases. O
homogenato foi centrifugado a 13.000 RPM e 4°C, 50-100ul de sobrenadante e
volume igual de tampdo da amostra de Laemmli foram misturados, fervidos e
submetidos a eletroforese em gel de SDS-PAGE. A eletro-transferéncia das proteinas
do gel para membrana foi realizada a 400 mA em sistema de transferéncia tanque por
1:30h. Apos o blogueio, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios
especificos e posteriormente com anticorpo secundario conjugado com horseradish
peroxidase (HRP). A revelacado foi realizada apds incubacdo das membranas com
reagente amplificador de quimioluminescéncia e expostas ao filme fotografico na
camara escura. A analise das bandas (densitometria) foi realizada no programa
ImageJ versdo 1.46m. As concentracbes de proteinas no sobrenadante de

homogenato de coracdo foram determinadas de acordo com Lowry et al. (1951).

4 .4- Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como Médias + Desvio padrao. Para a analise
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estatistica dos resultados entre os grupos controle e licopeno foi empregado o teste

“t” student (ndo pareado) e o nivel de significancia utilizado foi de 5%
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, é sabido que o licopeno exerce um importante papel na
manutencdo da homeostase cardiaca e seu papel cardioprotetor esté relacionado com
a melhora do perfil lipidico, da presséo arterial e da funcdo endotelial (CHENG et al.,
2017). O presente trabalho mostra o papel do licopeno na regulacdo da expresséo da

proteina mitofagica PINK 1 em coracao de ratos normais.
5.1- Efeito da suplementacédo com licopeno sobre a ingestao diaria alimentar (g)
por 30 dias

Na figura 5 estdo apresentadas as médias dos valores referentes a ingestao

total alimentar dos doisgrupos experimentais.

Figura 5- Efeito da suplementac&o com licopeno sobre a ingestéo total

alimentar (g) por 30 dias
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Fonte: Elaboracgéo propria (2022)

Ingestao total alimentar (gramas). Os dados estéo apresentados como média + desvio padrdo. O
efeito do tratamento com licopeno por 30 dias foi analisado pelo teste t Student ndo pareado (n=7
animais/grupo).

O tratamento com licopeno néo alterou a ingestado alimentar total dos animais
dos dois grupos experimentais. Figueredo et al.(2020) e Assis et al. (2017) também

observaram que o licopeno nao altera a ingestao alimentar diaria no modelo
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experimental de diabetes induzido por estreptozotocina.

5.2- Efeito da suplementacédo com licopeno sobre a massa corporal (g) por 30
dias

Na figura 6 estdo apresentadas as médias dos valores referentes a massa

corporal dos grupos experimentais.

Figura 6- Efeito da suplementac&o com licopeno sobre a massa corporal (g)
por 30 dias
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Fonte: Elaboragé&o propria (2020)

Massa corporal (gramas). Os dados estdo apresentados como média + desvio padréo. O efeito do
tratamento com licopeno por 30 dias foi analisado pelo teste t-Student ndo pareado. *p< 0,05 (n=7
animais/grupo).

Foi observado que a suplementacdo com licopeno por 30 dias promoveu
aumento de 10% na massa corporal em comparagao ao grupo controle. Com base em
nossos dados sugerimos que esse aumento de peso seja devido ao efeito do licopeno
no metabolismo da musculatura esquelética, uma vez que ndo ocorreu aumento da
ingestdo diaria alimentar (FIGURA 1) e o licopeno reduziu a massa adiposo
retroperitoneal (TABELA 1). Corroborando nossa hipbotese, Wen et al. (2021)
observaram que o licopeno promoveu a conversdo do tipo de fibra muscular de
contracdo rapida para contragdo lenta em camundongos C57bl6 e em miotubos
C2C12. Adicionalmente, Liu et al. (2020) relataram que a suplementacao de licopeno

aumentou a expressao proteica de fibra de contracao lenta e atividades das enzimas
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succinato desidrogenase e enzima malica desidrogenase, demonstrando que o
licopeno tem um papel importante na manutengéo da homeostase da musculatura

esquelética.

5.3- Efeito da suplementacédo com licopeno sobre a glicemia (mg/dl) por 30 dias

Na figura 7 estdo apresentadas as médias dos valores referentes a glicemia

dos grupos controle e licopeno.

Figura 7- Efeito da suplementacdo com licopeno sobre a glicemia (mg/dl) por 30

dias
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Fonte: Elaboragéo propria (2022)

Glicemia (mg/dl). Os dados estdo apresentados como média + desvio padréo. O efeito do tratamento
com licopeno por 30 dias foi analisado pelo teste t Student ndo pareado (=7 animais/grupo).

Apés 30 dias de tratamento, o licopeno ndo promoveu alteragcdo na
concentracao plasmatica de glicose em comparacao ao grupo controle. Apesar de que
0 nosso resultado ndo demonstrou efeito do licopeno sobre a glicemia, ha estudos que
relatam que o licopeno € capaz de produzir efeitos benéficos no metabolismo da
glicose. Zhu et al. (2020) demonstraram que a suplementacéo durante 8 semanas de
licopeno foi capaz de reduzir os parametros glicémicos em ratos alimentados com uma
dieta hiperlipidica em comparacdo ao grupo controle. Além disso, outro estudo

demonstrou que a suplementacdo comlicopeno inibiu a elevacao nos niveis de insulina
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de ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica e, também, levou a atenuacédo dos
niveis glicémicos em jejum. Dessa forma, demonstrando que o licopeno foi capaz
melhorar a sensibilidade a insulina (ZENG et al., 2017). Estes trabalhos ajudam a
corroborar a hipétese que mesmo em modelos experimentais onde ndo ha um
estabelecimento de um quadro de diabetes ou resisténcia a insulina o licopeno é
capaz de regular o metabolismo glicidico em ratos normais, favorecendo um quadro

de normoglicemia.

5.4- Efeito da suplementacédo com licopeno sobre a massa relativa do coragéo
(mg) por 30 dias

Na figura 8 estéo apresentadas as médias dos valores referentes a massa do

coracao apos o tratamento com licopeno nos ratos dos grupos experimentais.

Figura 8- Efeito do tratamento com licopeno sobre a massa relativa do coracao

(mg) por 30 dias
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Fonte: Elaboragéo propria (2022)

Massa do coracdo (mg). Os dados estdo apresentados como média + desvio padréo. O efeito do
tratamento com licopeno por 30 dias foi analisado pelo teste t Student ndo pareado (n=7 animais/grupo).
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O tratamento com licopeno por 30 dias ndo alterou a massa cardiaca emrelacéo
ao grupo controle. Entretanto, trabalhos na literatura tém demonstrado que o licopeno
tem um papel importante na homeostase cardiaca. Zeng et al. (2019) demonstraram
que o licopeno bloqueou a hipertrofia cardiaca pela reducédo da producao de espécies
reativas em modelos in vivo de isquemia e reperfusdo. Portanto, como observado na
concentracdo plasmatica de glicose, o efeito cardioprotetor do licopeno é
potencializado em modelos animais com alteracBes cardiovasculares pré-

estabelecidas.

5.5- Efeito da suplementacdo com licopeno sobre os tecidos do figado,
epididimal e retroperitoneal por 30 dias

Na tabela 1, estédo apresentadas as médias dos valores referente as massas
do figado e tecidos adiposos brancos epididimal e retroperitoneal apds o tratamento

com licopeno por 30 dias.

Tabela 1: Efeito da suplementacdo com licopeno sobre os tecidos do figado,

epididimal e retroperitoneal por 30 dias

Tecido (mg/100g Controle Licopeno
de rato)
Figado 4,3+0,14 3,9+0,16
Epididimal 0,78 +0,02 0,74 +
0,12
Retroperitoneal 1,04 £ 0,03 0,90 +
0,04

Fonte: Elaboracgéo propria (2022)

Massas do figado e tecidos adiposos brancos (epididimal e retroperitoneal). Os dados estédo
apresentados como média + desvio padrdo. O efeito do tratamento com licopeno por 30 dias foi
analisado pelo teste t-Student ndo pareado. *p< 0,05 (n=7 animais/grupo)

A administracdo diaria de licopeno néo alterou a massa do figado e do tecido
adiposo epididimal. Entretanto, promoveu uma reducao de 14% na massa do tecido

adiposo retroperitoneal em relagéo ao grupo controle. Trabalhos na literatura tém
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demonstrado que o licopeno exerce efeitos positivos atenuando o aumento da
adiposidade. Wang et al. (2019) demonstraram que a suplementac¢ao de licopeno
suprimiu um aumento da adiposidade por reduzir a expressao de genes envolvidos na
lipogénese, ao mesmo tempo que aumentou a expressdo de genes relacionados a

lipdlise, genes funcionais termogénicos e mitocondrial em ratos obesos.

5.6- Efeito do tratamento com licopeno sobre a expressao proteica de PINK1 em
coragéo

Na figura 9 estdo apresentadas as médias dos valores referente ao contetdo
proteico da proteina mitofagica PINK1 dos grupos experimentais controle e licopeno.

Figura 9- Efeito do tratamento com licopeno sobre a expressao proteica de
PINK1 em coracgéo
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Fonte: Elaboracéo prépria (2022)
Conteudo proteico de PINK1. Os dados estdo apresentados como média + desvio padréo. O efeito do

tratamento com licopeno por 30 dias foi analisado pelo teste t Student ndo pareado (n=7 animais/grupo).
A expresséo da proteina GAPDH foi utilizada para normalizar os resultados

O grupo tratado com licopeno por 30 dias apresentou uma reducéo de 31% na

expressao da proteina PINK-1 quando comparado ao grupo controle. Zhao et al.
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(2022) observaram que o licopeno foi capaz prevenir o distirbio de controle de
qualidade mitocondrial hepéatico induzido por DEHP (Di 2-etilhexil ftalato) através da
regulacdo do eixo SIRT1/PINK1/mitofagia. Dai et al. (2021) observaram umaredugéo
na expressao génica e proteica de PINK1 em camundongos tratados com licopeno
apos a exposicao ao DEHP. Estes dados corroboram nossa hip6tese que o licopeno
€ capaz de controlar o processo mitofagico e a dindmica mitocondrial na musculatura

cardiaca.
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6- CONSIDERACOES FINAIS

Baseado no conjunto de dados apresentados neste trabalho, podemos inferir
gue o licopeno desempenha um importante papel na manutencédo do metabolismo
celular. Além disso, demonstramos que o licopeno reduz a expressao da proteina
mitofagica PINK1, sugerindo um controle do processo mitofagico e manutencao da

homeostase mitocondrial em coracdo de ratos normais.
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