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RESUMO

O consumo de acuUcares refinados aumentou exponencialmente no ultimo século.
Com isso, estudos epidemioldgicos tém demonstrado associacao positiva entre o alto
consumo de carboidratos refinados e 0 aumento de fatores de risco e mortalidade por
doencas cardiovasculares. Entretanto, os efeitos de dietas ricas em carboidratos
refinados sobre pardmetros morfofuncionais e sobre o estado inflamatério cardiaco
ainda é pouco conhecido. Portanto, de acordo com protocolo aprovado pela CEUA
(193/2015), objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes tempos de consumo de dieta
HC sobre o coracdo de um modelo experimental. Para isso, camundongos da
linhagem Balb/c foram alimentados com dieta padrdao ou HC por 2 (2HC), 4 (4HC) ou
8 (BHC) semanas e eutanasiados com 14 semanas de vida. A dieta HC foi composta
por 45% de dieta padrdo, 45% de leite condensado e 10% de acucar refinado.
Caracteristicas biométricas, metabdlicas, hemodinamicas, histolégicas, funcionais e
moleculares foram analisados. Observou-se um aumento do peso cardiaco em todos
0s grupos com a dieta HC, acompanhado por aumento da espessura relativa da
parede ventricular esquerda nos grupos 4HC e 8HC. No teste in vivo de funcao
cardiaca, todos o0s grupos que consumiram a dieta HC apresentaram disfuncao
sistélica e o grupo 8HC apresentou reducdo da funcdo diastolica, avaliadas pelas
dP/dT maxima e minima, respectivamente. Resultado similar foi observado no teste
ex vivo, onde observou-se uma reducao do efeito maximo (Emax) da isoprenalina sobre
a dP/dT maxima e minima de todos 0s grupos que consumiram a dieta HC. Tais
achado foram independentes de alteracdo na pressao arterial. Além disso, foram
encontrados niveis cardiacos diminuidos de IL-10 em todos os grupos com dieta HC,
elevacdo da peroxidagdo lipidica até 4 semanas de dieta, aumento de
metaloproteinase de matriz do tipo 2 (MMP-2) no grupo 4HC e aumento da
concentracdo cardiaca de TNF-a no grupo 8HC. Portanto, a dieta HC gera
remodelamento ventricular hipertréfico concéntrico e déficit da fungdo contratil. A
reducdo dos niveis de IL-10 acompanha estes achados desde a 22 semana de dieta,
sugerindo seu envolvimento nas altera¢fes cardiacas precoces. Enquanto que, mais
tardiamente, a maior producédo de espécies reativas de oxigénio (22 e 42 semana),
MMP-2 (42 semana) e de TNF-a (8% semana) contribuiram para a manutencao do

remodelamento e da disfuncao cardiaca.

Palavras-chave: Dieta HC, remodelamento cardiaco, disfuncéo cardiaca, inflamacéo.



ABSTRACT

Carbohydrate intake has increased across the last century and has become a major
public health threat. In addition, epidemiological studies demonstrate clear and positive
correlation between high carbohydrate (HC) intake and cardiovascular risk factors and
mortality. However, there is a lack of knowledge regarding the relationship between
high carbohydrate consumption, inflammation, cardiac morphology, and function. For
this reason, according to the approval CEUA protocol sheet (193/2015), it is aimed to
assess the effects from a HC diet on mouse hearts through different intake times. Then,
Balb/c mice were fed with chow or HC diet during 2 (2HC), 4 (4HC), or 8 (8HC) weeks
and euthanized at the same age (14 weeks old). The HC diet was comprised of 45%
chow diet, 45% condensed milk and 10% refined sugar. Metabolic, hemodynamic,
histological, functional, and molecular characteristics were analysed. It was observed
an increase of the cardiac weight in all groups exposed to the HC diet, which resulted
in enhanced relative wall thickness on four and eight weeks of HC diet consumption.
In vivo cardiac function assessment demonstrated systolic dysfunction in all HC groups
and diastolic dysfunction among animals with 8 weeks of HC diet consumption.
Systolic and diastolic function were assessed through maximum and minimum dP/dT,
respectively. Similarly, ex vivo analysis showed reduced maximum effect (Emax) from
isoprenaline over maximum and minimum dP/dT in all HC groups. These findings were
blood pressure independent. Furthermore, it was observed reduced IL-10 cardiac
levels in all times of HC diet consumption, enhanced lipid peroxidation on the 2HC and
4HC groups, elevated matrix metalloproteinase type 2 (MMP-2) levels on the 4HC
group, and increased cardiac TNF-a concentration on the 8HC group. Therefore, HC
diet led to left ventricular concentric remodeling and reduced contractility function.
Diminished IL-10 cardiac levels were observed in parallel to morphofunctional
modification from two weeks of HC diet intake. Meanwhile, high reactive oxygen
species (2" and 4" week), MMP-2 (4" week) and TNF-a (8" week) production

contributed to cardiac remodeling and dysfunction sustenance.

Keywords: HC diet, cardiac remodeling, cardiac dysfunction, inflammation.



11

1.2

1.3

1.4

15

1.6

3.1

3.2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

45.1

SUMARIO

REVISAO BIBLIOGRAFICA
O consumo de carboidratos aumentou no mundo e, com este, o

risco e a morte por doencas cardiovasculares

Doencas cardiovasculares desencadeadas pelo excesso de
consumo de carboidratos refinados

Dieta HC, sistema cardiovascular e inflamacao

Perspectivas de associacdes entre carboidratos, inflamacdo e

doencas cardiovasculares

Dualidade IL-10 e TNF-a

STAT3: O ponto-chave da comunicacao inflamatoria intracelular

cardiaca
JUSTIFICATIVA
OBJETIVOS

Objetivo geral

Objetivos especificos
MATERIAL E METODOS
Animais e dieta

Teste de resisténcia a insulina (TRI) tolerancia oral a glicose

(TTOG) e glicemia de jejum
Hematocrito

Medida de pressao arterial
Coleta de tecidos e 6rgaos

indice de adiposidade

17

25

27

28

32

33

33

33

34

34

36

36

37

37



4.5.2

4.6

4.6.1

4.6.2

4.6.3

4.7

4.7.1

4.7.2

4.8

4.9

4.10

411

4.12

4.13

5.1

5.2

Preparo do coracao

Anélise histopatolégica

Confeccdo de laminas histoldégicas

Anélise morfométrica cardiaca

Analise morfométrica de cardiomiocitos

Avaliacdo da funcao cardiaca

Funcdo cardiaca in vivo

Funcdo cardiaca ex vivo

Andlise da peroxidacéo lipidica pela técnica de TBARS
Quantificacdo de quimiocinas e citocinas

Avaliacdo de infiltrado de macré6fagos no tecido pelo método de
atividade da NAG

Western Blotting

Avaliacdo qualitativa de metaloproteinases da matriz por

zimografia em gel

Anélise estatistica
RESULTADOS

Animais alimentados com dieta HC ndo possuem diferenca de

peso ao longo do tratamento dietético

A dieta rica em carboidratos refinados tornou os animais obesos
e alterou caracteristicas metabdlicas em todos os tempos de

consumo

38

39

39

40

42

42

42

43

45

45

46

46

48

48

50

50

50



5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

5.12

A dieta HC né&o alterou a porcentagem do hematdcrito, tampouco

a presséo arterial em nenhum tempo de consumo

A dieta HC causou hipotrofia pancreatica a partir de 4 semanas de

tratamento dietético, sem alterar o peso de outros 6rgaos

A dieta HC causou hipertrofia cardiaca em todos os tempos de
consumo, com aumento da espessura relativa da parede
ventricular esquerda a partir da quarta semana, caracterizando

remodelamento hipertréfico concéntrico

O consumo excessivo de carboidratos refinados nao alterou o

didmetro dos cardiomioécitos

A dieta HC causou disfuncao cardiaca in vivo e ex vivo em todos

os tempos de consumo

A dieta HC nao alterou as concentracdes miocéardicas de SERCA2

A dieta HC aumentou a peroxidacdo lipidica com até quatro

semana de consumo

A dieta HC nao alterou os niveis cardiacos de CCL2, CCL3, NAG e
pré-IL-18 em nenhum tempo de consumo, mas causou
desequilibrio miocardico da citocina anti-inflamatéria IL-10 e da

citocina pro-inflamatéria TNF-a com oito semanas de consumo

A concentracdo miocardica de IL-10 possui correlacdo positiva

com a funcéao sistdlica in vivo

A dieta HC diminuiu a ativacdo de STAT3 cardiaca com até quatro

semanas de consumo

52

54

56

60

61

66

66

67

68

69



5.13 O consumo de carboidratos refinados aumentou a concentragéo
miocéardica da metaloproteinase da matriz extracelular do tipo 2

com quatro semanas de consumo

6 DISCUSSAO

7 CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXO 1 - CERTIFICADO PROTOCOLO 193/2015 - CEUA

ANEXO 2 - CERTIFICADO DE RELEVANCIA ACADEMICA - SEMANA DO
CONHECIMENTO UFMG - 2016

ANEXO 3 - CERTIFICADO DE MENCAO HONROSA — ENCONTRO POS-
GRADUACAO FIS/FAR - 2016

ANEXO 4 - CERTIFICADO DE APRESENTACAO ORAL — XXII SIMPOSIO
BRASILEIRO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR - 2018

ANEXO 5 - CERTIFICADO DE APRESENTACAO ORAL — ENCONTRO
POS-GRADUACAO FIS/FAR - 2018

ANEXO 6 - CERTIFICADO DE MENCAO HONROSA - XXIII SIMPOSIO
BRASILEIRO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR - 2019

72

82

83

95

96

97

98

99

100



17

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 O consumo de carboidratos aumentou no mundo e, com este, 0 risco e a

morte por doencas cardiovasculares

O consumo de carboidratos refinados aumentou substancialmente no altimo
século e, com isso, houve também o aumento de doencas crbnicas nao-infecciosas
(Figura 1) (Johnson et al., 2007). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
e 0 Ministério da Saude brasileiro, é recomendavel que o consumo diario de
carboidratos refinados nao ultrapasse 10% das calorias totais ingeridas (Nishida et al.,
2004). Entretanto, cerca de 85,7% da populacdo brasileira utiliza, diariamente,
acucares refinados para adocar comidas e bebidas (Silva Monteiro et al., 2018) e, por
isso, 36,7% ultrapassa a ingestdo diaria de, no maximo, 10% de carboidratos

refinados em calorias (Bueno et al., 2012).
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Figura 1: Consumo de agUcar refinado e prevaléncia de obesidade ao longo dos anos entre

populagéo caucasiana. Dados sao representados por média; Adaptado de Johnson et al. (2007).

Devido a este aumento do consumo, novos estudos surgem anualmente a fim
de se estudar o impacto deste consumo sobre a saude humana. Recentemente, um
estudo prospectivo com 15.428 adultos e meta-analitico com mais 432.179
participantes demonstrou que o consumo excessivo de carboidratos (>70% da energia
total diaria consumida) esta conectado a indices aumentados de mortalidade,
independente da causa, sendo a faixa de 50 a 55%, a faixa com menor indice de morte

entre os participantes (Seidelmann et al.,, 2018). Mais especificamente, o0s
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carboidratos refinados foram apontados como o0s principais vildes do consumo
excessivo de carboidratos. Outro estudo prospectivo, mas agora com 31.147
participantes, por exemplo, comprovou que ha uma relacdo consumo-dependente
(Figura 2) entre o consumo de carboidratos refinados e o risco relativo de doenca

cardiovascular (Yang et al., 2014).

Risco relativo de doenca cardiovascular
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0 T T T
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Porcentagem de calorias provenientes de aglUcares de adigédo

Figura 2: Relagdo consumo-dependente entre o consumo de aglUcares de adicdo e 0 risco
relativo de doenca cardiovascular. Dados séo representados por média + d.p.; Adaptado de Yang et
al. (2014).

Assim, o consumo de carboidratos refinados tem ganhado a atencdo de
pesquisadores. Comparagbes entre o0 consumo excessivo de diferentes
macronutrientes demonstrou maior associacdo entre 0 consumo exacerbado de
carboidratos e mortalidade, em comparacdo ao consumo isocalérico de outros
macronutrientes (Dehghan et al., 2017). Estudos prospectivos apontam que a causa
para este acontecimento € a maior associacado entre o risco relativo de doencgas
cardiometabdlicas e o consumo excessivo de carboidratos em relagcdo a outros
macronutrientes, como: carboidratos integrais, acidos graxos monoinsaturados,
poliinsaturados e acidos graxos saturados (Li et al., 2015). Isto €, mais do que outros
macronutrientes, o consumo de carboidratos refinados esta intimamente associado a

doencas cardiometabdlicas (Johnson et al., 2007). Uma vez que doencas
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cardiovasculares ainda séo a principal causa de morte no mundo entre adultos (WHO,
2018), sendo, por exemplo, a doenca arterial coronariana (DAC) a principal causa de
morte no mundo em 2016 (Figura 3), torna-se evidente a necessidade de estudos
mais detalhados, que foquem na relacdo causa-consequéncia entre o consumo de

carboidratos refinados e doencas cardiovasculares.

Top 10 principais causas globais de morte, 2016

Mortes (milhoes)

Doenga arterial coronariana —
Acidente vascular encefalico _
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.|

Cancer de traqueia e pulmao |G

- Doencas infecciosas, nutricionais,

Diabetes Mellitus [ N ;
gestacionais ou neonatais
Acidentes em estradas [N - Doengas cronicas ndo-infecciosas
Diarreia [N Acidentes

4
Tuberculose |GG

Figura 3: Principais causas de morte no mundo em 2016. Adaptado de WHO (2018).

1.2 Doengas cardiovasculares desencadeadas pelo excesso de consumo de

carboidratos refinados

Como ja descrito, hd uma relacdo consumo-dependente entre carboidratos
refinados e o risco relativo de doenca cardiovascular (Yang et al., 2014). Dentro das
doencas cardiovasculares, destacam-se a DAC e a insuficiéncia cardiaca (IC)

associada ou ndo ao remodelamento cardiaco patoldgico.

Durante muitos anos, acreditou-se que 0 consumo excessivo de acidos graxos
era o principal indutor de morte por DAC, entretanto, os carboidratos refinados séo,
hoje, apontados como tdo importantes desencadeadores da doenca como os acidos

graxos (Temple, 2018). Na década de 1960, o estudo de Framingham classificou
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como principais fatores de risco para a DAC a existéncia de niveis elevados de
colesterol total e triglicérides sérico (Kahn e Dawber, 1966). Além disso, estudos
envolvendo 25 anos de observacdo, em sete paises diferentes, sugeriram forte
associacdo entre o consumo de acidos graxos e morte por DAC (Kromhout et al.,
1995). Criou-se o paradigma de que o principal fator de risco para a DAC seria o
consumo excessivo de acidos graxos. Entretanto, estudos mais recentes apontam 0s
niveis de triglicérides (Cullen, 2000), mas néo a ingestao de acidos graxos, como fator
de risco independente para a incidéncia de DAC (Virtanen et al., 2014). Ademais,
acidos graxos e carboidratos jA demonstraram ter capacidades similares de alterar a
concentracdo seérica de triglicérides (Mensink et al., 2003), sendo o consumo de
carboidratos também intimamente relacionado com agravamento do perfil lipidico (Ma
et al., 2006). Assim, quando o consumo de carboidratos desencadeia, em paralelo, o
aumento de triglicérides sérico e do perfil lipidico, aumenta-se em seis vezes 0 risco
de desenvolvimento de DAC (Assmann et al., 1996). Portanto, apesar da duvida em
relacdo ao consumo excessivo de &cidos graxos, 0 consumo exacerbado de
carboidratos refinados apresenta-se como um dos principais envolvidos na
fisiopatologia da DAC, a doenca que mais leva pessoas a Obito ao redor do
mundo (WHO, 2018).

O quadro de IC também pode estar associado a ingestdo de carboidratos
refinados. Segundo a American Heart Association, a IC caracteriza-se pela inabilidade
cardiaca de prover correto débito cardiaco ao corpo, em descanso ou sob estresse
(Yancy et al., 2013). O débito cardiaco compreende o volume de sangue ejetado pelo
coragao em um minuto (Vincent, 2008). Um estudo, com mais de 5.000 participantes,
mostrou que a IC possui rapido desenvolvimento, evoluindo para morte em cerca de
16,5% dos casos em menos de um ano apos o seu diagndstico (Dokainish et al.,
2017). Tal evolucdo deve-se, justamente, a caracteristica da IC de tornar seus
portadores incapazes do correto preenchimento das cadmaras ventriculares (disfuncao
diastolica) e/ou de uma acurada perfuséo sistémica (disfuncéo sistolica) (Figura 4)
(Borlaug e Redfield, 2011). Faz-se de extrema importancia, portanto, a realizacédo de
exames periédicos de rotina, para que, o correto tratamento clinico seja iniciado, o

mais rapido possivel.
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Figura 4: Classificac&o ventriculo-independente dos tipos de insuficiéncia cardiaca de acordo

com o tipo de disfuncdo e o momento do ciclo cardiaco. Adaptado de (Borlaug e Redfield, 2011).

Um dos parametros que se correlaciona ao prejuido da contratilidade
miocardica é a medida da derivada da pressao pela derivada do tempo (dP/dt). A IC
sistélica do ventriculo esquerdo, por exemplo, pode ser caracterizada e prevista pela
dP/dt méxima (dP/dtmax) do ventriculo esquerdo, enquanto a IC diastolica do ventriculo
esquerdo pode ser identificada de forma confidvel através da dP/dt minima (dP/dtmin)
do mesmo (Kolias et al., 2000). Isto deve-se ao fato de que a dP/dt leva em
consideracdao as variaveis “pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo” e o “tempo
gasto pelo mesmo para desenvolver tal pressao”, permitindo, assim, a inferéncia sobre
a capacidade de ejetar e de se distender do musculo cardiaco ao longo do tempo.
Deste modo, constatou-se em modelos geneticamente modificados, como o ob/ob e
o db/db, que a hiperfagia, incluindo de carboidratos, é capaz de induzir reducao da
dP/dtmax € dP/dtmin in vivo e, por consequéncia, induzir IC (Buchanan et al., 2005).
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Assim como também j& foi demonstrado que o consumo de uma dieta rica em lipideos
e carboidratos refinados é capaz de reduzir a dP/dtmax € dP/dtmin in vivo em ratos (Deng
et al., 2007).

Sabe-se que o consumo de carboidratos refinados em excesso virou um habito
alimentar e que tal habito tem impactado diretamente na incidéncia de doencas
cronicas ndo infecciosas, como obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares
(Ludwig et al., 2018). Em pacientes diabéticos, ndo-hipertensos e sem historico de
DAC, por exemplo, € comum o surgimento de IC diastélica (Loncarevic et al., 2016).
E proposto, portanto, que o consumo excessivo de carboidratos refinados leve ao
aumento do risco relativo de doencas cardiovasculares, como a baixa da
concentracdo sanguinea de lipoproteina de alta densidade ou ao aumento de
triglicérides e, por consequéncia, ao aumento da probabilidade de IC (Benjamin et al.,
2017).

Em comparacdo a outros macronutrientes, os carboidratos parecem ser 0s
mais conectados a IC. Por exemplo, a ingestao de carboidratos refinados, mais do
que a ingestdo de carboidratos complexos ou &cidos graxos saturados, aumentou a
hipertrofia cardiaca e o indice de morte por IC em ratos Dahl sal-sensiveis (Sharma et
al., 2007). Além disso, em uma populacdo com sindrome metabdlica, a estratégia de
se retirar o carboidrato, mas néo os acidos graxos saturados, foi capaz de restaurar a
funcao diastolica do ventriculo esquerdo de pacientes com IC (Von Bibra et al., 2017).
Estes achados sugerem que, mais do que outros macronutrientes, os carboidratos
estdo envolvidos no desenvolvimento e na manutencdo da IC. Existem vérias
hipoteses para tal ligagéo entre o consumo de carboidratos e IC, entretanto, ainda ha
uma deficiéncia de conhecimento sobre este assunto. Uma possibilidade envolve a
ligacdo entre o consumo excessivo de carboidratos refinados e doengas vasculares
(Naderali et al., 2001), o que levaria a medidas adaptativas cardiacas, de forma

indireta.

Outra teoria bem aceita envolve agOes diretas dos carboidratos sobre o
metabolismo cardiaco, como alteragbes da captacdo de nutrientes e, por
consequéncia, alteracdes morfofuncionais miocardicas diretamente provenientes de
modificagbes da captacdo cardiaca (Porto et al., 2011). Diferentemente de outros

orgéaos, que utilizam quase exclusivamente a glicose como fonte de energia, o coracdo
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saudavel tende a utilizar majoritariamente os acidos graxos para gerar acao, utilizando
minoritariamente a glicose, lactato, corpos cetbnicos e aminoécidos apenas em
condigbes substancialmente adversas (Yu et al., 2006). Porto et al. (2011)
demonstraram que o coracdo de animais que consumiram uma dieta rica em
carboidrato complexo (amido) reduziu a utilizacdo de ambos (4cidos graxos e glicose),
reduzindo consideravelmente o catabolismo de ATP. Entretanto, tais acdes diretas e
indiretas de dietas ricas em carboidratos sobre o coracdo ainda ndo sao
completamente exploradas. Por exemplo, existe uma intima ligacdo entre IC e
remodelamento hipertrofico ventricular esquerdo (RHVE) (Yancy et al.,, 2013).
Entretanto, ndo € conhecida a ligacdo entre o consumo de carboidratos refinados, IC

e a ativacdo de mediadores pré-inflamatérios ou pro-fibroticos no coracéo.

Dentro dos tipos de remodelamento cardiaco, dois tipos de RHVE patolédgico
se destacam: o RHVE excéntrico e o concéntrico (Seferovic e Paulus, 2015), como
descrito na figura 5. O RHVE excéntrico caracteriza-se pelo aumento do indice de
massa ventricular esquerda, acompanhada por diminuicdo da espessura média
relativa da parede ventricular esquerda (Ganau et al., 1992). Por outro lado, o RHVE
concéntrico caracteriza-se pelo aumento do indice de massa ventricular esquerda,
acompanhada por aumento da espessura média relativa da parede ventricular
esquerda (Ganau et al., 1992). Em termos microscépicos, os fenotipos concéntrico e
excéntrico se diferenciam quanto ao tipo de hipertrofia de cardiomiocitos. Enquanto a
hipertrofia concéntrica é tipicamente caracterizada pelo aumento do didmetro dos
cardiomiécitos, com adicdo sobreposta de sarcomeros, a hipertrofia excéntrica
caracteriza-se pelo alongamento celular, com a adi¢cdo de sarcémeros em série (Kehat
e Molkentin, 2010; Kehat et al., 2011).
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Figura 5: Tipos de remodelamento cardiaco de acordo com a espessura relativa da parede

ventricular esquerda e o indice de massa ventricular esquerda.

Um estudo com americanos demonstrou clara relagdo entre RHVE excéntrico
com disfungéo sistdlica, enquanto o RHVE concéntrico estava fortemente conectado
a disfuncéo diastolica (Fox et al., 2007). Além disso, o estudo de Framingham apontou
gue a hipertrofia ventricular esquerda, per si, € um importante preditor de IC (Kannel
et al., 1987). E reforgada, portanto, a conexdo entre morfologia e funcdo cardiaca,
realcando a importancia do entendimento dos efeitos de um padréo alimentar rico em
carboidratos refinados (dieta HC) sobre a morfologia do coracdo de modelos
experimentais e clinicos. Contudo, ndo ha na literatura a relacdo entre carboidratos
refinados e potenciais modificagdes morfofuncionais desencadeadas pelo consumo

excessivo deste.
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1.3 Dieta HC, sistema cardiovascular e inflamacéao

Nas décadas de 1980 e 1990, dietas ricas em carboidratos refinados foram
extensamente utilizadas no estudo da elevacdo da presséo arterial (PA) em animais
espontaneamente hipertensos e seus respectivos controles normotensos (Preuss e
Preuss, 1980; Young e Landsberg, 1981; Fournier et al., 1986; Preuss et al., 1986; El
Zein, Areas, Knapka, et al., 1990; El Zein, Areas e Preuss, 1990). Entende-se dieta
rica em carboidratos como o padrao alimentar constituido de pelo menos 70% de suas
calorias diarias provenientes de carboidratos (Seidelmann et al., 2018) e, caso 30%
desta seja proveniente de acUcares simples e ultraprocessados, a mesma é entendida
como dieta HC. Interessantemente, dietas ricas em sacarose eram capazes de elevar
ainda mais a pressdo de animais ja hipertensos (Preuss e Preuss, 1980).
Contrariamente de seus respectivos controles normotensos, animais
espontaneamente hipertensos tinham sua PA elevada rapidamente (7 dias) (Young e
Landsberg, 1981). Curtos periodos de consumo de dieta HC elevavam drasticamente
a PA de animais espontaneamente hipertensos (30 mmHg em 3 meses), enquanto
animais normotensos s6 possuiam leves aumentos de PA em consumos cronicos de
dieta HC (10 mmHg em 12 meses) (El Zein, Areas e Preuss, 1990). Sugere-se,
portanto, que dietas do tipo ricas em carboidratos refinados sdo capazes de alterar a
PA, mas elas alteram mais drasticamente, como um potencializador, quando ja ha um

quadro de alteracao vascular envolvido.

Em termos de fungé&o vascular, registros com dieta HC mostram clara redugao
da resposta de relaxamento de artérias mesentéricas expostas a concentracoes
crescentes de acetilcolina, insulina ou nitroprussiato de sodio em animais que
consumiram a dieta por 12 semanas (Naderali et al., 2001). Entretanto, ja foi
demonstrada uma associacdo independente de alteragbes metabdlicas entre o alto
consumo de carboidratos e disfuncdo vascular. Isto €, foi demonstrado que com
apenas dois dias de consumo, antes mesmo de alteracbes no peso corporal, indice
de adiposidade ou indice de massa muscular, a dieta HC desencadeou uma resposta
prejudicada de relaxamento vascular, sendo dependente ou independente de
endotélio (Naderali e Williams, 2001). Isto traz a tona a relevancia de estudos que
visem elucidar o papel e o impacto dos carboidratos refinados sobre a funcéo

cardiovascular, independente de outros fatores. Por fim, um trabalho desenvolvido na
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Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) mostrou que esta disfuncdo vascular
desencadeada pelo consumo excessivo de carboidratos refinados esta associada ao
aumento da producéao de oxido nitrico (NO) induzida (iNOS) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (Silva et al., 2016).

Em termos de funcado cardiaca, quando o coracgdo foi isolado e submetido a
técnica de Langendorff (Langendorff e Nawroeki, 1897), para analise de sua
contratilidade, foi demonstrado que a dieta HC ndo desencadeia alteracao na presséo
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) ou na dP/dt de coracdes isolados em
estado basal de camundongos que consumiram a dieta HC (Aasum et al., 2008).
Entretanto, ao utilizar um transdutor de tensao, foi observada uma reducao da tenséo
sistélica, bem como da derivada da tensao pela derivada do tempo (dT/dt) maxima e
minima em ratos (Porto et al., 2011), indicando que o consumo de carboidratos é

capaz de reduzir a contratilidade cardiaca.

A razéo para tais disfunc¢des cardiovasculares apds consumo de dieta HC ainda
parece nao estar completamente elucidada. Apesar de Porto et al. (2011) ter
demonstrado que a reducdo da funcdo cardiaca, em animais que consumiram a dieta
HC, estava associada a reducéo da captacao de glicose e 4cidos graxos pelo coracéo,
disfuncbes cardiovasculares ja4 foram demonstradas independentemente de
alteracdes metabdlicas (Naderali e Williams, 2001). Portanto, abre-se um leque de
possibilidades, onde outras alteracbes desencadeadas pelo consumo excessivo de
carboidratos podem também estar envolvidas em tais disfun¢des cardiovasculares.
Sabe-se, como descrito por Oliveira et al. (2013), que a dieta HC possui alto poder
inflamatorio. Além disso, diferente de dietas ricas em lipideos, é conhecida a
capacidade da dieta HC em induzir, seletivamente, a producdo de TNF-a no figado de
camundongos (Ferreira et al., 2011). Ademais, em aortas, 0 excesso de acgucar ja
mostrou ser capaz de aumentar a producéo de iINOS e TNF- a e, por isso, diminuir a
funcdo vascular (Silva et al., 2016). Entretanto, ndo hé registro na literatura do estado
inflamatorio de coracdes de animais que consumiram a dieta HC e novas associacfes
e correlagbes entre mudancgas morfofuncionais e o consumo de carboidratos podem

surgir de estudos que foquem neste assunto.
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1.4 Perspectivas de associagdes entre carboidratos, inflamacao e doencas

cardiovasculares

Como ja demonstrado por Oliveira et al. (2013), a dieta HC tem alto poder de
desencadear inflamacdo, com a producdo desequilibrada de citocinas pr6 e anti-
inflamatoérias. A razdo para este possivel desequilibrio de citocinas anti e pro-
inflamatorias durante a dieta HC e em algumas patologias cardiacas ainda nao é
completamente elucidada. Entretanto, € sugerido que monossacarideos como a
glicose tem alto poder glicotoxico (Kawahito et al., 2009), podendo levar, por exemplo,
a lesdo endotelial (Funk et al., 2012), ativacédo de receptores do tipo Toll (Rajamani e
Jialal, 2014; Pahwa e Jialal, 2016) e aumento da atividade do fator nuclear kappa B
(NF-kB) (Hamuro et al., 2002). Tal ativacdo de NF-kB é capaz de desencadear a
transcricdo de citocinas pro-inflamatérias, como interleucina-1-beta (IL-1B),
interleucina-18 (IL-18) (Haneklaus e O'neill, 2015) e enzimas, como a iNOS durante
quadros hiperglicémicos (Stockklauser-Farber et al., 2000). Além disso, a
hiperglicemia é capaz de desencadear dano mitocondrial (Kowluru e Abbas, 2003;
Vanhorebeek et al., 2009) e aumentar a concentracado intracelular de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Wolff et al., 1991; Cai et al., 2005; Araki e Nishikawa, 2010;
Giacco e Brownlee, 2010), o que levaria a um quadro elevado de producdo de

citocinas pro-inflamatorias e, como medida adaptativa, anti-inflamatorias também.

Assim, um fenbmeno comumente associado ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, especialmente em quadros patologicos hiperglicémicos, é a
producdo exacerbada de EROs (Liu et al., 2014; Kayama et al., 2015; Wilson et al.,
2017). E possivel de se observar, por exemplo, o aumento de EROs em modelo
experimental de cardiomiopatia diabética por meio da deteccdo de peroxidacéo
lipidica de cardiomidcitos (Aksakal et al., 2011). Por sua vez, EROs tém demonstrado
claro efeito prejudicial ao coracdo. EROs em excesso podem levar a fibrose cardiaca
atraves do fator de transformacéo do crescimento beta-1 (TGF-B1) (Zhao et al., 2008),
potencializacdo de hipertrofia, apoptose e remodelamento de cardiomiécitos por
ativacdo de metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) (Kameda et al., 2003).
Além disso, o0 excesso de EROs ja foi apontado como um mediador do dano
mitocondrial (Suematsu et al., 2003), ocasionando um ciclo de feed back positivo,

onde EROs levam a producao de mais estresse oxidativo e suas consequéncias.
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1.5 Dualidade IL-10 e TNF-a

Interleucina-10 (IL-10) e TNF-a promovem efeitos antagbnicos ao coracéo,
sendo TNF-a uma citocina danosa e IL-10 uma citocina cardioprotetora (Kaur, Sharma
e Singal, 2006). Por exemplo, TNF-a pode induzir o aumento de estresse oxidativo
(Kaur, Sharma, Dhingra, et al., 2006) e apoptose no coracao (Dhingra et al., 2009),
sendo IL-10 uma redutora destes fenébmenos (Dhingra et al., 2011). Além disso, a
expressao constitutiva local de TNF-a cardiaca € capaz de desencadear intensa
apoptose, que resulta em remodelamento ventricular concéntrico (Engel et al., 2004).
Concordantemente, demonstra-se que a inflamacao, fibrose e disfuncédo cardiaca
puderam ser amenizadas por meio do antagonismo farmacolégico (anti-TNF-a) em
animais normotensos com glicemia alta (Westermann et al., 2007). Em trabalho mais
recente, foi observado um efeito inotrépico negativo em coracgdes perfundidos com
uma solugdo contendo TNF-a e este foi apontado como capaz de induzir rapida

disfuncéo cardiaca (Jude et al., 2017).

Por outro lado, a IL-10 normalmente desempenha papel protetor para o
coracao. Na isquemia/reperfusao, por exemplo, o tratamento com IL-10 demonstrou
reverter a disfuncao cardiaca pos-reperfusdo (Manukyan et al., 2011). Similarmente,
o aumento de IL-10 é apontado como ponto chave da melhora da funcéo cardiaca em
determinados casos. Por exemplo, em camundongos que consumiram a dieta rica em
acidos graxos saturados e submetidos a exercicio fisico, 0 aumento da expresséo de
IL-10, desencadeado pelo exercicio fisico, foi capaz de reduzir a fibrose e,
consequentemente, melhorar a fragédo de ejecdo (Kesherwani et al., 2015). Entretanto,
nao ha registro na literatura sobre o efeito de dietas ricas em carboidratos refinados
sobre o equilibrio da expresséao e atividade de IL-10 e TNF-a no coragao e, portanto,

novos estudos mostram-se necessarios.
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1.6 STAT3: O ponto-chave da comunicacgéo inflamatoria intracelular cardiaca

O transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3) desempenha
importante papel na comunicagdo intracelular cardiaca. No coracdo, STAT3 esta
presente em células progenitoras cardiacas, células endoteliais, macrofagos
residentes, fibroblastos e cardiomiocitos (Haghikia et al., 2014). Assim como esta
presente em diversas células no coracéo, suas funcdes também sdo mdltiplas. No
coracdo, STAT3 é, principalmente, ativado pela fosforilacdo de dois dominios, o
dominio Ser727 ou Tir705 (Li, J. et al., 2016). No caso da ativacdo via fosforilacao de
Ser727, ha a translocacdo de p-STAT3 (Ser727) para a mitocondria, onde este &
capaz de estabilizar a cadeia transportadora de elétrons (Wegrzyn et al., 2009) e inibir
a abertura de poros de permeabilidade transitéria (Boengler et al., 2010). Por outro
lado, a fosforilacdo de Tir705 leva a heterodimerizagéo e translocacao para o nucleo
celular (Haghikia et al., 2011). Neste caso, uma série de genes sao ativados e

proteinas séo, portanto, codificadas para o controle da homeostasia celular.

No caso da ativacdo de STAT3 via citocina anti-inflamatérias, como via IL-
10/JAK1, a fosforilagdo se da no dominio Tir705, desencadeando uma prolongada via
anti-inflamatéria (Figura 6) e cardioprotetora (Hutchins et al., 2013). Nesta via, as
principais consequéncias sdo: producdo de Bcl-xL, inibicdo de NF-kB e seus,
subsequentes, efeitos pro-inflamatorios (Kuwata et al., 2003) e aumento de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase dependente de manganés (MnSOD)
(Negoro et al., 2001). Por exemplo, Dhingra et al. (2011) provaram que o tratamento
com IL-10 foi capaz de inibir apoptose mediada por TNF-a via fosforilagédo de JAK1 e
STAT3. Além disso, animais geneticamente deficientes de STAT3, estritamente no
coracao, demonstraram claro aumento de fibrose e disfun¢éo cardiaca, com aumento
dos genes para colageno do tipo 1a e para o inibidor do ativador de plasminogénio-1
(PAI-1) (Hilfiker-Kleiner et al., 2004). Isto demonstra a evidente importancia da

ativacdo desta via para a saude miocardica.
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Figura 6: STAT3 e suas funcdes de acordo com o desencadeador de sua ativagdo. Adaptado de
(Wang et al., 2011)

Por outro lado, uma vez que estimulos anti-inflamatoérios sao reduzidos, a
ativacdo de STAT3, via estimulos proé-inflamatérios como via interleucina-6 (IL-6) ou
TNF-a, pode levar a danos ao coracdo (Figura 6). A sinalizacdo por citocinas pro-
inflamatorias também causa fosforilacdo do sitio Tir705 de STAT3, entretanto, com
maior intensidade e de forma transitéria (White e Nicola, 2013), o que leva a
transcricdo de proteinas que sado diferentes daquelas encontradas na ativacdo
prolongada pela IL-10 (Braun et al., 2013). Esta ativacdo transitoria, diferente da
ativacdo prolongada, est4d associada ao aumento da inflamagdo, do estresse
oxidativo, de remodelamento cardiaco e de diminuigéo da funcdo cardiaca (Haghikia
etal., 2011).

Portanto o efeito pré ou anti-inflamatério de STAT3 dependente da citocina que
desencadeia sua ativacdo (Wang et al., 2011) e do tempo (transitério ou prolongado)
de ativacdo de STAT3 (Braun et al., 2013). Uma vez que 0 excesso de acgucar ja
demonstrou ser capaz de, em cultura celular, diminuir drasticamente a capacidade da
IL-10 de desencadear a fosforilacdo do dominio Tir705 do STAT3 (Barry et al., 2016),

tornam-se relevantes os estudos que visem elucidar esta comunicacdo entre o
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consumo de carboidratos refinados, IL-10, STAT3 e alteragbes morfofuncionais

cardiacas.

Devido a correlacao entre consumo de carboidratos refinados e a incidéncia de
fatores de risco e mortalidade por doencas cardiovasculares (Yang et al., 2014) fazem-
se necessérios estudos que visem elucidar os efeitos de tal consumo sobre a
morfologia, funcdo e estado inflamatério do coracdo. Este trabalho surge com a
hipétese, portanto, de que o consumo exacerbado de carboidratos refinados
desencadeia mudancas morfologicas, funcionais e inflamatérias no coracao,

buscando, assim, esclarecer se tais processos estao associados.
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JUSTIFICATIVA

O consumo de acucares refinados aumentou exponencialmente no ultimo
século (Johnson et al., 2007). Com isso, estudos epidemiolégicos tém demonstrado
associacao positiva entre o alto consumo de carboidratos refinados e o aumento de
fatores de risco e mortalidade por doencas cardiovasculares (Yang et al., 2014).
Recentemente, o consumo exacerbado de carboidrato refinado foi, até mesmo,
caracterizado com maior grau de correlacdo com o aumento do risco relativo para
doencas cardiovasculares (Li et al., 2015) e mortalidade (Dehghan et al., 2017) em
relacdo ao consumo isocalérico de acidos graxos saturados. Evidéncias na literatura
apontam um alto poder pré-inflamatério de dietas ricas em carboidratos (Oliveira et
al., 2013) em modelo murino, entretanto, ha poucos estudos experimentais que
conectem este consumo exacerbado, doengas cardiovasculares e seus mecanismos
fisiopatologicos. Portanto, estudos que visem elucidar os mecanismos envolvidos na
fisiopatologia das doencas cardiovasculares desencadeadas pelo consumo excessivo
de carboidratos refinados mostram-se extremamente relevantes e necessarios. Este
trabalho traz, pela primeira vez na literatura, uma conexao entre 0 CONSUMO eXcessivo
de carboidratos refinados, alteracdes morfofuncionais cardiacas e mediadores

inflamatdérios envolvidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos de diferentes tempos de consumo de dieta rica em
carboidratos refinados sobre o coracdo de camundongos da linhagem Balb/c.

2.2 Objetivos especificos

Verificar se ha alteracdo morfolégica no coracdo de camundongos que
consumiram a dieta HC e, caso haja, definir o tempo necessario para que a alteracéo

se instaure;

Verificar se ha alteracdo funcional no coracdo de camundongos que
consumiram a dieta HC e, caso haja, definir o tempo necessario para que a alteracao

se instaure;

Estabelecer se ha alteracdes de pressao arterial nos animais que consumiram

dieta HC por duas, quatro ou oito semanas;

Investigar se h4 alteracBes de mediadores de estresse oxidativo e inflamatorios

concomitantes a estes processos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais, CEUA, por meio do protocolo 193/2015. Afim de se avaliar o efeito
da dieta HC em diferentes tempos de consumo, camundongos Balb/c machos com
idade entre seis e sete semanas de vida foram aleatoriamente divididos em quatro
grupos (C, 2HC, 4HC, 8HC) e alimentados com acesso livre a dieta padréo (C) ou HC
por duas (2HC), quatro (4HC) ou oito (8HC) semanas (Figura 7). Os animais foram
obtidos no Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG. A dieta HC, assim como descrito
por Oliveira et al. (2013), foi composta por 45% de dieta padréo, 45% de leite
condensado e 10% de acucar refinado. Em termos de macronutrientes, a dieta padrao
(4,0 kcal/lg) é composta por 65,8% de carboidratos, 3,2% de gorduras e 31% de
proteinas; enquanto a dieta HC (4,4 kcal/g) é composta por 74,2% de carboidratos,
5,8% de gorduras e 20% de proteinas (Tabela 1). Pelo menos 30% da dieta HC era
composta por carboidratos refinados, principalmente sacarose.

(e}

Animais obtidos
no CEBIO 4HC

| | |
Tempo de vida do animal 0o 1 2 9 10 11 12 13 14
(semanas) Eutanasia
T rrr
1

1
23 4 5 6 7 8

Tempo de estudo 0
(semanas) ‘ ‘ ‘
Inicio Inicio Inicio
Dieta 8HC Dieta 4HC Dieta 2HC

Grupo C - 8 semanas de Dieta Padrdo + 0 semanas de Dieta HC
Grupo 2HC - 6 semanas de Dieta Padrao + 2 semanas de Dieta HC
Grupo 4HC - 4 semanas de Dieta Padrao + 4 semanas de Dieta HC
Grupo 8HC - 0 semanas de Dieta Padrdo + 8 semanas de Dieta HC

Figura 7: Delineamento experimental de animais e tempo de dieta. CEBIO, Centro de Bioterismo;

HC, high carbohydrate (rica em carboidrato).

Os animais foram pesados uma vez por semana e tiveram o consumo de dieta

medido uma vez por dia. Ao atingir 14 semanas de vida, os animais foram
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eutanasiados, por decapitacao, ou utilizados para teste de funcéo cardiaca in vivo sob
anestesia e, em seguida, eutanasiados por sobredose de anestésico, assim como

descrito no item 4.7.1.

Tabela 1. Composicao nutricional das dietas utilizadas em termos de

macronutrientes

Montante (%)

Macronutriente Dieta Padrdo Dieta HC

Carboidratos 65,8 74,2
Lipideos 3,2 58
Proteinas 31 20
TOTAL 100 100
Calorias (kcal/g) 4,0 4,4

HC, high carbohydrate (rica em carboidrato reinado).

3.2 Teste de resisténcia a insulina (TRI) tolerancia oral a glicose (TTOG) e

glicemia de jejum

Para o teste de resisténcia a insulina (TRI), camundongos alimentados
receberam, pela manh&, uma injecao intraperitoneal (i.p.) de insulina (0,75 Ul/kg; Novo
Nordisk, Kalundborg, DK). Ap6s a administracdo de insulina, foram coletadas
amostras de sangue da cauda e a glicemia aferida em glicosimetro Accu-Check
(Roche Diagnostics, Mannheim, BW, DE) nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos. O
teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) foi realizado 48h apoés realizagdo do TRI para
gue um teste ndo interferisse no outro. Para o TTOG, camundongos em jejum de 8
horas receberam através de gavagem D-glicose (2 mg/g). Niveis de glicose foram
medidos em gotas de sangue caudal nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 ap6s a
administracdo da D-glicose. Apos estes experimentos, curvas “glicemia x tempo”

foram geradas e a area sob a curva (ASC), em unidades arbitrarias (u.a.), foi
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analisada. Além disso, a glicemia de jejum dos animais foi analisada a partir do tempo
zero do TTOG. Todos os testes foram realizados na oitava semana de experimento.

3.3 Hematocrito

A fim de se avaliar potenciais mudangas bruscas de osmolaridade ou de
volemia, ap0s decapitacdo, o sangue total foi coletado em tubo heparinizado e o
hematacrito foi avaliado. O sangue foi rapidamente transferido para um tubo capilar
de vidro, sendo este, preenchido até 75% do volume total do tubo. Em seguida, o tubo
foi tampado com massa de modelar e colocado em microcentrifuga. Este tubo foi,
portanto, centrifugado a 10.000 rota¢gdes por minuto (RPM) por cinco minutos. Por fim,
a porcentagem de elementos figurados do sangue foi verificada por meio da proporcéo

de células vermelhas em relacdo ao todo.

3.4 Medida de presséo arterial

A medida de pressao arterial (PA) sistdlica (PAS) ndo-invasiva foi realizada por
método de pletismografia de cauda com sistema CODA, “Software” versao 4.1. O
sistema CODA afere a presséo arterial através da variacdo de volume da calda do
animal, reduzindo artefatos provenientes de pigmentacdo e movimentacao por parte
do animal. As medidas foram realizadas na 52 (antes do experimento) e 142 (depois
do tratamento com a dieta) semanas de vida dos animais. No minimo trés medidas
foram feitas para cada animal por secdo e os resultados registrados resultaram de

uma média aritmética destas trés medidas.

Além disso, também foram aferidas a PAS, a PA diastodlica (PAD) e a PA média
(PAM) de forma invasiva por cateterismo da artéria carotida direita com camundongos
anestesiados com cetamina (60mg/kg, i.p.) (Kawahara et al., 2005) e uretana (0,7g/kg,
I.p.) (Maggi e Meli, 1986). Inicialmente, apenas uretana (1,0g/kg, i.p.) seria utilizada,
como descrito por (Yu et al.,, 2006) em camundongos C57/BLACK. Entretanto, ao
observar algumas mortes de animais, chegou-se a concluséao de que o Balb/c € mais
susceptivel a uretana que outros modelos descritos na literatura. Assim, evitando os

impactos negativos da xilasina sobre o controle da funcéo cardiovascular (Winslow et
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al., 2016), fez-se a escolha de cetamina (60mg/kg, i.p.), como indutor da anestesia, e
uretana (0,7g/kg, i.p.) para manutencdo da mesma. Sinais de nocicepcédo foram
monitorados para garantir que o grau de anestesia fosse mantido durante todo o

procedimento.

Para este procedimento, os animais tiveram suas carotidas direitas expostas,
isoladas e canuladas com uma canula de polietiieno 10 (PE10) acoplada a um
transdutor de pressdo. Todas as medidas necessarias foram tomadas para néo
danificar o nervo Vago. ApGs a canulacdo, dez minutos de estabilizacdo foram
realizados e, entédo, os valores foram registrados. Os registros foram realizados em
unidade MP100 da marca BIOPAC® Systems, Inc. O software AcqKknowledge versao

3.8.4 foi utilizado como interface digital e para analisar os dados.

3.5 Coletade tecidos e 6rgaos

Com excec¢do do protocolo em que se analisou a fungdo cardiaca in vivo,
tecidos adiposos epididimal, retroperitonial e mesentérico foram coletados para
medida de adiposidade corporal em todos as repeticbes. Além disso, érgdos como
coracdo, pulmdo, figado, rim direito, rim esquerdo e pancreas também foram
coletados. Com excec¢ao do coracao, todos os 6rgaos e tecidos foram apenas pesados
e descartados. O coracdo de cada animal, por outro lado, foi retirado, pesado e
preparado de acordo com a finalidade devida, como descrito no tépico 4.5.2. A tibia
de cada animal também foi retirada, limpa e medida 24h apds a eutanasia. Este 0sso

longo foi utilizado como normalizador do peso dos 6rgaos.

3.5.1 Indice de adiposidade

s

O indice de adiposidade € calculado pelo somatério do peso de tecidos
adiposos (Pta) epididimal, retroperitonial e mesentérica, multiplicado por 100 e dividido
pelo peso corporal (Pc) (Oliveira et al., 2013). Assim, temos:

indice de Adiposidade (%) = Pta x 100/ Pc
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3.5.2 Preparo do coracao

Apés a eutanasia por decapitacdo, uma toractomia foi realizada em cada
camundongo e o0 coracao retirado imediatamente antes que o mesmo parasse de

bater.

Para os testes histoldgicos, bioquimicos e moleculares, o coracdo de cada
animal, ao ser retirado, foi rapidamente colocado em uma solugéo hipercalémica
(KCI,150 mM) para que o mesmo parasse em diastole. Apés esta etapa, uma imagem
fotogréfica utilizando uma camara fotografica digital, com 16 megapixels, foi tirada em
papel milimetrado. O coracéo de cada camundongo foi pesado e um corte transversal
foi feito, separando o coracdo em duas partes: base e apice (Figura 8). O apice do
ventriculo direito foi descartado. O apice do ventriculo esquerdo foi pesado e guardado
em freezer (-70°C) até o processamento devido, tendo sido destinado a ensaio de
imunoabsorbancia [enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)], ensaio de
deteccdo de n-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), ensaio de deteccdo de espécies
reativas do &cido tiobarbitarico [thiobarbituric acid reactive substances assay
(TBARS)] ou zimografia. Para o Western Blotting, o apice do ventriculo esquerdo do
coracdo de cada animal foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido, guardado
em freezer (-70°C) por 24 horas e homogeneizado de acordo como descrito em 4.11.
Por fim, a base dos coracbes foi submersa em paraformoldeido [4% em tamp&o
fosfato-salina (PBS)] por 24h em temperatura ambiente e, entdo, transferidos para
etanol (70%) por mais 24h, até que a mesma fosse processada para subsequente

producéo de laminas histolégicas assim como descrito em 4.6.1.
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Figura 8: Representagdo esquematica do corte feito no coragdo e testes realizados. ELISA,
enzyme-linked immunosorbent assay (ensaio de imunoabsorbancia); NAG, n-acetil-B-D-
glicosaminidase; OCT, optimal cutting temperature compound; TBARS, thiobarbituric acid reactive

substances assay (ensaio de deteccao de espécies reativas do &cido tiobarbitudrico).

Além do peso total do coracgdo, os ventriculos direito e esquerdo também foram
pesados separadamente. Para este teste, os coracdes também foram rapidamente
retirados apos toractomia. Neste caso, os coracfes foram limpos, sendo o timo, a
artéria aorta e tecidos adiposos adjacentes retirados. Os atrios direito e esquerdos
também foram separados e descartados. Logo em seguida, as paredes ventriculares
foram identificadas, separadas e pesadas. O apice do ventriculo esquerdo foi pesado

e guardado em freezer (-70°C) até o processamento.

Para o teste de funcdo cardiaca ex vivo, o coragdo também foi retirado

rapidamente, porém foi tratado assim como descrito em 4.7.2.

3.6 Andlise histopatoldgica

3.6.1 Confeccdo de laminas histoldgicas

Para a confeccdo das laminas, as bases dos cora¢des que estavam em alcool

(70%) passaram por desidratacdo, realizada através de passagens subsequentes em
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diferentes concentracoes de etanol (80%, 90%, absoluto 1, 2 e 3 — 30 minutos cada);
diafanizacao com xilol (1, 2 e 3 — 20 minutos cada) e embebidos em parafina liquida
(Paraplast Sigma) 1, 2 e 3 — 20 minutos cada. Os coracdes foram entéo incluidos em
formas contendo parafina liquida, onde permaneceram por 3 horas a temperatura
ambiente. Para a analise histologica, cortes dos tecidos emblocados (espessura de
5 pm) foram feitos em micrétomo. Por fim, as laminas foram desparafinizadas (xilol 1,
2 e 3 — 20 minutos e alcool absoluto 1, 2 e 3, 90%, 80% e 70% - 2 minutos cada) e
coradas com hematoxilina de Harris (40 segundos) e eosina (1 minuto) (HE). Apds as
laminas estarem coradas, a analise morfométrica de cardiomiécitos e cardiaca foi

realizada.

3.6.2 Anédlise morfométrica cardiaca

A partir da analise do comprimento interno (Ci), comprimento externo (Ce) e
area total da estrutura (At), a espessura média da parede septal (EPS), ventricular
esquerda (EPVe) e direita (EPVd) pbde ser calculada utilizando-se as férmulas (Cau
et al., 2015), demonstradas na figura 9. Além disso, a area interna das camaras
ventriculares esquerda (Aive) e direita (Aivd) também foi analisada ao utilizar o
programa de imagens ImageJ (NIH — National Institute of Health). Todas as medidas

foram retiradas de cortes da por¢cdo média do coracao.
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Figura 9: Representagcdo esquemética e calculo morfometria cardiaca. Representagéo
esguematica da base do coragao, visto em um corte transversal, emblocado em parafina e férmulas de
medidas morfométrica utilizadas. Aive = area interna da camara ventricular esquerda; Aivd = &rea
interna da camara ventricular direita. Cive = comprimento interno do ventriculo esquerdo; Civa =
comprimento interno do ventriculo direito; Cisve = comprimento interno septo-ventricular esquerdo;
Cisva = comprimento interno septo-ventricular direito; Ceve = comprimento externo do ventriculo
esquerdo; Cew = comprimento externo do ventriculo direito; Atve = Area total do ventriculo esquerdo;
Atva = Area total do ventriculo direito; Ats = Area total do septo; EPS = espessura média da parede
septal; EPVe = espessura média da parede ventricular esquerda; EPVd = espessura média da parede

ventricular direita Adaptado de Cau et al. (2015).

Apos a realizagdo da medida da EPVe e da Aive, o calculo da espessura
relativa da parede ventricular esquerda (ERPVe) foi realizado de acordo com a formula
descrita a seguir e, a partir deste, o tipo de remodelamento foi determinado conforme

os critérios de Ganau et al. (1992):

EPVe x T

ERPVe =
VAive

Assim, o aumento da EPVe caracteriza remodelamento hipertrofico. Uma vez
observado aumento da ERPVe, somado a reducao ou ndo da Aive, classifica-se como
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remodelamento ventricular hipertrofico concéntrico. Ja o aumento do peso ventricular
esquerdo, somado a reducdo da ERPVe e aumento da &rea da camara, caracteriza

remodelamento hipertréfico excéntrico.

3.6.3 Anédlise morfométrica de cardiomiécitos

Para a analise morfométrica de cardiomiocitos, todas as laminas foram
digitalizadas usando uma microcamera (Q-Color5, Olympus) acoplada ao microscépio
BX53 (Olympus) com auxilio do softwer Q-Capture Pro 7.0. O mesmo foi utilizado para
a medicao do diametro de 100 diferentes cardiomiécitos dispostos longitudinalmente
com nucleo evidente. Apos a medicdo, uma média aritmética simples foi realizada e o

valor do didametro de cardiomidcitos de um animal foi encontrado.

3.7 Avaliacdo da funcéo cardiaca

A fim de avaliar se as alteracdes causadas pela dieta afetaram a funcao
cardiaca dos animais expostos a dieta HC, foram realizadas avaliacdes da funcao

cardiaca in vivo sob anestesia, e ex vivo, através da técnica de Langendorff.

3.7.1 Funcéao cardiaca in vivo

No teste in vivo, os animais foram mantidos a uma temperatura proxima de
37°C e anestesiados com cetamina (60 mg/kg; i.p.) (Kawahara et al., 2005) e uretana
(0,7 g/kg; i.p.) (Maggi e Meli, 1986). ApGs exposicao cirurgica da artéria carétida
direita, um catéter de polietileno foi inserido, por meio da artéria carotida direita, na
camara ventricular esquerda, assim como demonstrado na figura 10 e descrito por
Calligaris et al. (2013). Os catéteres foram ligados a transdutores de pressao
acoplados a um amplificador apropriado. A pressao ventricular esquerda foi, entao,
registrada continuamente em unidade MP100 da marca BIOPAC® Systems, Inc. O
software AcqgKnowledge versao 3.8.4 foi utilizado como interface digital e para analisar
os dados. Assim, foram registradas e analisadas a frequéncia cardiaca (FC), a
pressao ventricular esquerda (PVE), a derivada da pressao pela derivada do tempo

maxima (dP/dtmax) € a derivada da pressao pela derivada do tempo minima (dP/dtmin).
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Estas duas ultimas foram, portanto, utilizadas como indices de funcao cardiaca da
fase sistdlica e diastdlica, respectivamente. Por fim, os animais foram eutanasiados

por sobredose de anestesia (cetamina 180 mg/kg, i.p.; uretana 2,1 g/kg, i.p.).

~37°C

Figura 10: Representagdo esqueméatica da canulagdo da cardtida direita com subsequente

insercdo de cateter na cAmara ventricular esquerda.

3.7.2 Funcéo cardiaca ex vivo

Para avaliar a funcdo cardiaca ex vivo, foi utilizada a técnica de Langendorff
(Langendorff e Nawroeki, 1897) com fluxo constante. O coracdo foi retirado do
organismo e conectado a um sistema de perfusdo (Figura 11) com uma solucéo
nutridora (NaCl 113,00mM, KCI 4,70mM, KH2PO4 1,10mM, MgCl2.6H20 1,10mM,
NaHCO3 22,00mM, C6H1206 11,00mM, CaCl2 1,35 mM). Para isso os animais foram
eutanasiados por decapitagdo 10 minutos apds aplicacdo de heparina (1000 Ul/kg;
i.p.) (Herr et al., 2015). Ap6s a abertura da cavidade toracica, os coracdes foram
retirados e colocados em uma placa de Petri contendo solugcdo nutridora em
temperatura de aproximadamente 4°C. Os outros tecidos que acompanhavam o
coragao durante a remocao, como tecido pulmonar e vascular, tragueia e timo foram
removidos e, posteriormente, descartados. Em seguida a aorta ascendente foi
seccionada na altura de sua primeira ramificacdo e fixada a uma agulha de aco

inoxidavel conectada ao sistema de perfusdo que leva a solucdo nutridora as artérias
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coronarianas. O tempo dessa preparacédo foi cerca de 5 minutos. Os coracdes que
excederam esse tempo na preparagdo foram descartados. Os coragdes foram
perfundidos com solucao nutridora, contendo carbogénio (95% O2 e 5% CO2), com
fluxo constante de 3 mL/min, presséo de perfusdo entre 60 e 80mmHg e temperatura
de 36,5°C.

Entrada 02/CO2

Bomba de Presséo de perfusdo coronariana
perfusido

oo}
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Transdutor
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Figura 11: Representacdo esquematica do sistema de perfuséo e pardmetros analisados durante
a técnica de verificacdo da funcéo cardiaca ex vivo. dP/dtmax, derivada da pressdo méaxima pela
derivada do tempo; dP/dtmin, derivada da pressdo minima pela derivada do tempo; PDVE, pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo; VE, ventriculo esquerdo. Imagem adaptada de Skrzypiec-
Spring et al. (2007).

Para analisar os parametros de contratilidade, o atrio esquerdo foi retirado e
um balédo de latex conectado a um transdutor de pressao foi introduzido até a camara
do ventriculo esquerdo. Apds introduzido, o balédo foi inflado até atingir uma pressao
de 100mmHg para captar a contratilidade do miocéardio. Cerca de 30 minutos de
estabilizacdo foram esperados e, entéo, os valores basais de pressdo desenvolvida
pelo ventriculo esquerdo (PDVE), a FC e as dP/dt maxima e minima foram registrados
pelo transdutor de pressdo acoplado ao baldo inserido na camara ventricular
esquerda. Em seguida, uma curva dose-resposta de isoprenalina nas concentragdes
de 1013a 3x10-° M foi realizada e os valores registrados. Os registros foram realizados

atraves do software AQCAD 2.2.4 e interpretados atraves do software ANCAD.
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3.8 Anélise da peroxidacéo lipidica pela técnica de TBARS

Para a quantificacdo da peroxidacdo lipidica, os é&pices dos ventriculos
esquerdos foram homogeneizados com PBS (pH 6,5) em uma proporcédo de 1mg de
tecido para cada 50uL de PBS. Logo em seguida, 100 pL deste homogenato foi
misturado a 50 pL de &cido fosforico (7%) e 100 pL de uma solucdo de &cido
tiobarbittrico (TBA)/butil hidroxitolueno (BHT) (TBA 1%, NAOH 50mM, BHT 0,1mM).
As amostras, entdo, foram colocadas em banho seco a 100°C por 15 minutos e
misturada a 750 pL de butanol. Apés centrifugacdo a 2000 RPM por cinco minutos,
250 pL do sobrenadante das amostras foram transferidos para uma placa de 96 pocos
e, esta, foi lida em espectrofotometro (Emax, Molecular Devices) a 532 e 600nm. O
valor final, assim como demonstrado por Hermes-Lima et al. (1995), foi obtido em

nmol/g de tecido molhado por meio da formula:
TBARS (nmol * mL™1) =

{[Absorbancia da amostra (A532 — A600) - Absorbancia do branco (A532 — A600)] x 103}
156

3.9 Quantificacdo de quimiocinas e citocinas

Os niveis de citocinas e quimiocinas foram medidos em homogenatos do apice
cardiaco por ELISA. As citocinas IL-10, TNF-a e IL1-B total e as quimiocinas (CC —
motif) ligante 2 (CCL2) e (CC — motif) ligante 3 (CCL3) foram analisadas. Para isso,
os apices foram homogeneizados com PBS (pH 7,4) contendo inibidores de proteases
(0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 nM benzetonio cloridrico, 10 mM EDTA e 20
Kl aprotinina A) e 0,05% de Tween20. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos, a 10.000 RPM e a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio de ELISA
com diluicdo de 1:4. O ensaio ELISA foi realizado mediante instru¢cdo do fabricante
(R&D System) e lido em espectrofotbmetro (Emax, Molecular Devices), em um

comprimento de onda de 492nm.
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3.10 Avaliacéo de infiltrado de macrofagos no tecido pelo método de atividade
da NAG

O apice do ventriculo esquerdo foi colocado em solucédo salina 0,9% (4° C)
contendo 0,15 v/v de Triton X-100. Logo em seguida, foi homogeneizado em vortex e
centrifugado a 4°C por dez minutos a 1.500 RPM. Os sobrenadantes foram
imediatamente recolhidos e utilizados para o ensaio de NAG com diluicdo de 1:10.

A reacdo foi iniciada apos a adi¢do de 100 pL do sobrenadante recolhido apos
centrifugacéo e pela adicdo de 100 uL de p-nitrofenil-N-acetil-D-glicosaminidina,
diluido em tampéo citrato/fosfato (acido citrico 0,1M; Na2HPO4 0,1 M; pH 4,5) na
concentracéo final de 2,24mM. A reacao se processou a 37°C por dez minutos, em
placas de 96 pocos. O término da reacédo foi dado pela adicdo de 100 pL de tampéao
glicina 0,2M (pH 10,6). As placas de 96 pocos foram lidas em espectrofotdmetro
(Emax, Molecular Devices) a 405 nm. O numero de macréfagos foi calculado a partir
de uma curva padrédo da atividade de NAG expressa em aumento de absorbéancia a
partir de macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos estimulados
com tioglicolato 3% (dados ndo mostrados). Os resultados foram expressos em
namero relativo de macréfagos por 100 miligramas de tecido tmido.

3.11 Western Blotting

A quantificacdo cardiaca da ATPase transportadora de célcio do reticulo
sarcoplasmatico 2 (SERCA2), STAT3, phopho-STAT3 e GAPDH foi realizada em
homogenatos de ventriculos esquerdos pela da técnica de Western Blotting. Para isso,
as amostras de tecido cardiaca previamente congeladas foram homogeneizadas com
tampéao RIPA gelado [Tris HCI (pH 8.0) 50 mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM, SDS 0,1%,
Deoxicolato 1%, Triton-X-100 1%, cocktail de inibidores de protease industrializado
(Sigma), inibidores de protease separados (PMSF 200 mM; benzamidina 15,7 mg/mL;
pepstatina 10 mM) e inibidor de fosfatase (NasVO4 1 mM)] para extragao de proteinas
totais. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 RPM e a 4°C. Apds
a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e o conteado proteico total foi
quantificado assim como descrito por Bradford (1976), utilizando solucdo reagente da

Bio-Rad Laboratories, Inc.
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Apés a quantificacdo de proteinas totais, as proteinas (30 ug) foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (sodiumdodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis — SDS-PAGE) e transferidas para membranas de
nitrocelulose por métodos semi-seco por meio de aparelho da Bio-Rad, por 27
minutos, a 400mA fixos. Em seguida, jA com as proteinas transferidas para a
membrana de nitrocelulose, os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a
membrana foram bloqueados com TBS-T (Tris 0,02M, NaCl 0,16M, Tween 0,1%) +
5% de albumina de soro bovino. As membranas foram incubadas com os anticorpos

primarios descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blotting

Alvo Diluigcao Marca
SERCA2 (F-1) 1:1000 Santa Cruz (sc-376235)
Stat3 (124H6) Mouse mAb 1:1000 Cell Signaling (#9139)
Phospho-Stat3 (Tyr705) 1:1000 Cell Signaling (#9131)
GAPDH (6C5) 1:3000 Santa Cruz (sc-32233)
Anti-mouse IgG (Fc specific)-Peroxidase  1:15000 Sigma (A2554)

A incubacgédo do anticorpo primario foi realizada em solucdo de TBS-T + 1% de
BSA durante 18h horas (4°C). Logo depois, as membranas foram lavadas durante 30
minutos com TBS-T e, portanto, incubadas por 1 hora, a temperatura ambiente, com
anticorpo segundario anti-mouse conjugado com peroxidase, como descrito também
na Tabela 2. As bandas foram, entdo, detectadas através de fotodocumentador
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Piscata Way, NJ, EUA). A intensidades das
bandas foi quantificada através do programa ImageJ (NIH — National Institute of
Health), por densitometria Optica.
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3.12 Avaliagao qualitativa de metaloproteinases da matriz por zimografia em
gel

Para deteccdo de metaloproteinases da matriz extracelular do tipo 2 (MMP-2)
e tipo 9 (MMP-9) foi utilizada a técnica de zimografia em gel (Hu e Beeton, 2010). Para
isso, amostras de apice do ventriculo esquerdo congeladas em freezer (-70°C) foram
homogeneizadas em tamp&o Tris a 50mM com CaClz a 10mM e cocktail de inibidores
de protease (Sigma). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a
10.000 RPM e a 4°C. Apos a centrifugacao, o sobrenadante foi coletado e o contetdo
proteico total foi quantificado assim como descrito por Bradford (1976).

ApoOs a quantificacdo de proteinas totais, as proteinas (40 ug) foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (sodiumdodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis — SDS-PAGE), impregnado com 0,5 mg/mL de
gelatina (Sigma-Aldrich). Um controle positivo (C+), composto por soro fetal bovino,
foi utilizado como método comprobatorio da eficacia do método. Apos a separacéo
por peso molecular, o gel foi colocado em solugcao renaturante de Triton X-100 a 2%
e, em seguida, solucao de Tris a 50mM com CaCl2 a 10mM overnight a 37°C para que
a acao gelatinolitica das enzimas MMP-2 e MMP-9 fosse ativada. O gel foi, entao,
corado por trés horas com Comassie Blue G-250 e colocado por uma hora em solucao
descorante (etanol 25%, acido acético 7%) a fim de criar contraste. Os géis foram
digitalizados utilizando fotodocumentador (HP Psc 1310 series; formato tiff.; 600 dpi).
A intensidades das bandas foi quantificada, portanto, pelo programa ImageJ (NIH —

National Institute of Health), por densitometria 6ptica.

3.13 Anadlise estatistica

Toda a analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa de criagcéo de
graficos estatisticos GraphPad Prism 6.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA).
Primeiramente, todos os resultados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) para analise de normalidade de distribuicdo dos dados. Os resultados
foram expressos como média seguida de erro padrdo da média (média + e.p.m.).
Naqueles casos onde havia apenas uma variavel, o teste paramétrico “Oneway

ANOVA” foi utilizado para analise de variancia, seguido de pos-teste de mdltiplas
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comparagdes de Dunnett. Para aqueles casos onde haviam duas ou mais variaveis, o
teste paramétrico “Twoway ANOVA” foi utilizado para analise de variancia, seguido de
pos-teste de multiplas comparacdes de Dunnett. Uma analise de correlacdo pelo
coeficiente de Pearson foi utilizada para se determinar a correlacdo entre a
concentracdo de IL-10 cardiaca e as dP/dt maxima e minima durante o cateterismo
do ventriculo esquerdo. Resultados onde P<0,05 foram considerados estatisticamente

diferentes.
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4 RESULTADOS

4.1 Animais alimentados com dieta HC nédo possuem diferenca de peso ao

longo do tratamento dietético

A fim de se avaliar o consumo de racdo ao longo das oito semanas de
experimento e o impacto do mesmo no peso corporal, a ingestdo cumulativa de racéo
foi medida e, semanalmente, o peso corporal (Figura 12) foi registrado. Foi observado
que, aparentemente, os animais dos grupos HC consumiram quantidades similares
ou levemente maiores que o grupo controle (dado apenas qualitativo). Entretanto, o
peso corporal dos animais ndo variou ao longo das semanas em relacdo ao grupo
controle (P>0,05).

407

Controle

Peso corporal (g)

15 T T 1
Tempo (semanas)

Figura 12: Avaliac&o do peso corporal ao longo do experimento. Peso corporal semanal (A). Dados

sédo representados por média + e.p.m; N = 7-8 animais por grupo.

4.2 A dietaricaem carboidratos refinados tornou 0s animais obesos e alterou

caracteristicas metabdlicas em todos os tempos de consumo

Apesar de nao alterar o peso final (Figura 13A) dos animais (P>0,05), a dieta
HC aumentou substancialmente a adiposidade visceral dos grupos HC (em %: C=1,1
+0,1 x2HC =2,3 +0,1** x 4HC= 2,1 £ 0,2** x 8HC= 2,7 + 0,3***; **P<0,01 x controle;
***P<0,001 x controle), representada pelo indice de adiposidade (Figura 13B). Esta
diferenca de adiposidade indica que os animais tratados com a dieta HC se tornaram

obesos em termos de gordura visceral.
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Figura 13: Avaliacdo do perfil de obesidade. Peso corporal final (A), indice de adiposidade (B).

Dados séo representados por média + e.p.m; **P<0,01 x controle; ***P<0,001 x controle.

Dentro dos parametros metabdlicos avaliados, foram observadas diferencas
significativas, em relacédo ao controle, no TRI, no TTOG e na glicemia de jejum. No
TRI (Figura 14A), ap0s a administracdo de insulina, foi observado que todos os
grupos HC apresentaram respostas com comportamento diferente do controle. Apesar
da glicemia ter diminuido em todos os grupos, os grupos HC tiveram os valores de
glicemia de volta ao estado basal até 120 minutos depois da administracao de insulina,
enquanto o grupo controle permaneceu com glicemia préxima de 60 mg/dL até o fim
do experimento. Caracteriza-se, portanto, que todos os grupos HC estavam
resistentes a insulina. Isto foi confirmado pela ASC (em u.a.: C =7.872 + 385 x 2HC=
11.148 + 458*** x 4HC= 12.234 = 212** x 8HC= 13.410 £ 417*%*; ***P<0,001 x
controle). No TTOG (Figura 14B), ap0s a administracdo oral de glicose, todos os
grupos tiveram suas glicemias aumentadas, porém os grupos HC apresentaram
glicemias significativamente elevadas até 30 minutos ap0s a administracao de glicose.
Além disso, os grupos 4HC e 8HC mantiveram glicemia significativamente diferentes
do controle até 60 minutos ap0s a administracao oral de glicose. Assim, pode-se
concluir que todos os grupos HC possuiram diferentes perfis de resposta a
administracao oral de glicose em relagéo ao controle e que, como confirmado pela
ASC (emu.a.: C=15.145+ 288 x 2HC=17.667 + 466 x 4HC=18.783 £ 1.378* x 8HC=
18.845 + 735*; *P<0,05 x controle), os grupos 4HC e 8HC estavam intolerantes a
glicose. Por fim, a glicemia de jejum foi analisada pelo tempo zero do TTOG. Néao
foram encontradas diferencas entre os animais que consumiam a dieta HC e o grupo
controle (P>0,05) (Figura 14B).
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Figura 14: Avaliagdo de pardmetros metabdlicos. Teste de resisténcia a insulina (A), teste de
tolerancia oral a glicose (B). Dados sao representados por média + e.p.m; *P<0,05 x controle; **P<0,01
X controle; ***P<0,001 x controle.

4.3 A dieta HC nédo alterou a porcentagem do hematodcrito, tampouco a
presséo arterial em nenhum tempo de consumo

A fim de se inferir possiveis influéncias de pré e pos-carga sobre o coragéo, o
hematocrito (Figura 15) foi realizado e a PA foi avaliada de forma nao-invasiva
(Figura 16) e invasiva com anestesia (Tabela 3).

O alto teor glicidico da dieta poderia causar um estado de hiperosmolaridade
plasmatica. Esta alteracdo poderia impactar no enchimento ventricular. Uma vez que
o hematdcrito avalia a porcentagem volumétrica de elementos figurados no sangue
total, mudancas na quantidade e composi¢ao do plasma potencialmente alterariam o

valor deste teste. Entretanto, ndo foi observada alteragdo no hematdcrito dos animais
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gue consumiram a dieta HC (P>0,05), constatando que ndo houve mudanca da

proporgéo volumétrica entre plasma e elementos figurados do sangue.
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Figura 15: Avaliacdo da proporg¢ao volumétrica de elementos figurados por hematdcrito. Dados
séo representados por média * e.p.m.

Na medida ndo-invasiva da PA, ndo foram observadas alteracdes de PAS entre
grupos na semana zero do protocolo (P>0,05), antes de comecar o estudo
experimental, tampouco na semana oito (P> 0,05), ao final do protocolo experimental
(Figura 16). Similarmente, ndo foram observadas diferengas nos valores de PAS,
PAD e PAM, guando analisadas sob anestesia via cateterismo da artéria carétida

direita (P>0,05) na oitava semana de tratamento dietético (Tabela 4).
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Figura 16: Avaliacdo da pressdo arterial por pletismografia de cauda. Pressdo arterial

sistdlica (PAS). Dados sédo representados por média + e.p.m; N= 8 animais por grupo.
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Tabela 3: Pressao arterial de camundongos anestesiados submetidos ao
cateterismo de carétida.

Parametros C 2HC 4HC 8HC

Pressao arterial sistolica 106 £ 3 107 £3 103 +1 107 £ 2

Presséo arterial diastélica 67 +3 74 + 3 71+4 75+ 4

Pressao arterial média 80+3 85+3 81+3 86 +2

Dados séao representados por média + e.p.m. N = 6-8 animais por grupo.

4.4 A dieta HC causou hipotrofia pancreatica a partir de 4 semanas de
tratamento dietético, sem alterar o peso de outros 6rgaos

Para avaliacdo do impacto sistémico da ingestdo excessiva de carboidratos
refinados, 6rgdos foram retirados e pesados. Para isso, todos 0os 6rgdos dos animais
foram normalizados pelo comprimento da tibia, com excecao dos pulmdes, que foram
normalizados por seu peso seco. Nao foram encontradas mudancas significativas no
peso do figado (Figura 17A), rins direito (Figura 17B) e esquerdo (Figura 17C),
baco (Figura 17D) e pulméo (Figura 17F) (P>0,05). Entretanto, foi observado que
houve reducéo do peso do pancreas (Figura 17E) a partir de quatro semanas de dieta
HC (em mg/mm: C = 14,8 £ 0,3 x 2HC= 13,3 + 0,05 x 4HC= 11,8 £ 0,7* x 8HC= 11,3
+ 0,7**; *P<0,05 x controle; **P<0,01 x controle), caracterizando a existéncia de uma

hipotrofia pancreatica.
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Figura 17: Avaliacdo do peso de 6rgdos. Peso do figado (A), rim direito (B), rim esquerdo (C), baco

(D), pancreas (E), pulméo (F). Dados sao representados por média = e.p.m; *P<0,05 x controle;

**P<0,01 x controle.
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4.5 A dieta HC causou hipertrofia cardiaca em todos os tempos de consumo,
com aumento da espessura relativa da parede ventricular esquerda a partir da

guarta semana, caracterizando remodelamento hipertrofico concéntrico

Foi observado que os coragcbes dos grupos HC também se encontravam
diferentes em relacdo ao grupo controle. Visualmente, como observado na figura 18,
os coracOes de todos os grupos HC apresentavam-se mais arredondados, com seus
apices com aspecto de “cheios”, enquanto os coracdes controle apresentavam-se
majoritariamente com aspecto mais afinado na regido do &pice. Além disso, 0s
coragdes dos grupos 4HC e 8HC também aparentavam estar maiores em termos de

comprimento, largura e volume.

Controle 2 HC 4 HC 8 HC

2mm

Figura 18: Imagens fotograficas representativas de cora¢cfes de acordo com o grupo.

Apbs a analise qualitativa dos coragdes, o peso total do coracdo (Figura 19A)
e 0 peso do ventriculo esquerdo (Figura 19B) confirmaram que os coragfes de
animais que consumiram a dieta HC estavam diferentes dos corac¢des controle. Assim,
foi observado que todos os grupos HC estavam com o peso do coracdo aumentado
(em mg/mm: C = 7,60 + 0,09 x 2HC = 8,48 + 0,09*** x 4HC = 9,24 + 0,09*** x 8HC =
9,64 + 0,14**; ***pP<(0,001 x controle), caracterizando uma hipertrofia cardiaca em
todos os tempos de consumo de dieta HC. Além disso, apesar de ndo observada
diferenca de peso no ventriculo direito (Figura 19C) (P>0,05), constatou-se que houve
aumento do peso do ventriculo esquerdo (em mg/mm: C = 5,42 + 0,13 x 2HC = 5,83
+ 0,07* x 4HC = 5,83 + 0,09* x 8HC = 5,94 + 0,11**; *P<0,05 x controle; *P<0,01 x

controle) e, portanto, hipertrofia do ventriculo esquerdo em todos os grupos HC.
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Figura 19: Avaliacdo de hipertrofia cardiaca e ventricular. Peso cardiaco total (A), peso do
ventriculo esquerdo (B) e peso do ventriculo direito (C). Dados séo representados por média + e.p.m;
*P<0,05 x controle; **P<0,01 x controle; ***P<0,001 x controle.

Uma vez que a hipertrofia ventricular esquerda foi constatada nos animais HC,
a morfometria de cortes transversais das porcdes medias de coracfes corados em
Hematoxilina/Eosina (HE) (Figura 20) foi realizada. O intuito dessa avaliacdo era
verificar a existéncia, ou ndo, de remodelamento cardiaco nos animais tratados com
dieta HC. Apesar da inexisténcia de diferenca na espessura média da parede do
ventriculo direito (Figura 21A) (P>0,05), foi observado um aumento da espessura
meédia da parede do ventriculo esquerdo (Figura 21B) em todos os grupos HC (em
mm: C = 1,04 + 0,04 x 2HC = 1,20 + 0,04* x 4HC = 1,27 + 0,05** x 8HC = 1,31 +
0,04***; *P<0,05 x controle; **P<0,01 x controle; ***P<0,001 x controle), bem como da
espessura média da parede do septo (Figura 21C) nos grupos 4HC e 8HC (em mm:
C =0,87 £ 0,04 x 2HC = 0,99 + 0,05 x 4HC = 1,14 + 0,07* x 8HC = 1,10 = 0,07%,

*P<0,05 x controle). Além disso, foi observado que ndo houve diferenca na area da
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camara ventricular direita (Figura 21D) (P>0,05) e que a area da camara ventricular
esquerda (Figura 21E), do grupo que consumiu oito semanas de dieta HC, diminuiu
(em mm? C=1,77 £ 0,22 x 2HC = 1,24 + 0,10 x 4HC = 1,32 + 0,24 x 8HC = 1,08 +
0,04*; *P<0,05 x controle). Por fim, ap0s constatar que houve aumento da espessura
relativa da parede ventricular esquerda (Figura 21F) nos grupos 4HC e 8HC (C = 1,27
+ 0,12 x 2HC = 1,79 £ 0,15 x 4HC = 1,99 + 0,29* x 8HC = 2,14 + 0,07**; *P<0,05 x
controle; **P<0,01 x controle), pode-se concluir que houve remodelamento ventricular
hipertréfico concéntrico a partir de quatro semanas de dieta HC e este se manteve até

a oitava semana de dieta.

Controle 2HC 4HC 8HC

2mm 2mm 2mm 2mm

Figura 20: Imagens representativas de cortes transversais de coracdes corados em HE.
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Figura 21: Avaliagcdo da morfometria cardiaca. Andlise realizada através de laminas de coracdes

cortados transversalmente e corados em HE. Espessura média ventricular direita (A), esquerda (B),

septal (C), area da camara ventricular direita (D), esquerda (E) e espessura relativa da parede

ventricular esquerda (F). Dados séo representados por média + e.p.m; *P<0,05 x controle; **P<0,01 x

controle; ***P<0,001 x controle.
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46 O consumo excessivo de carboidratos refinados nao alterou o diametro
dos cardiomiocitos

Apesar do remodelamento cardiaco constatado, apds analise microscopica de
cortes transversais corados em HE (Figura 22), ndo foram observadas alteracdes
significativas no didmetro dos cardiomidcitos (Figura 23) (P>0,05).
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Figura 22: Imagens representativas de cardiomidcitos provenientes de cortes transversais de

coracdes corados em HE.
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Figura 23: Avaliacdo do diametro de cardiomiécitos. Analise realizada através de cortes
transversais de coragfes corados em HE com subsequente medida do diametro de cardiomiécitos

dispostos longitudinalmente. Dados sé&o representados por média + e.p.m.
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4.7 A dieta HC causou disfuncdo cardiaca in vivo e ex vivo em todos os

tempos de consumo

Uma vez que foram observadas mudancas morfologicas, a funcéo cardiaca foi
avaliada com o objetivo de se averiguar a capacidade da dieta HC de desencadear
alteracdes funcionais. Para isso, foram realizados testes in vivo, por cateterismo do

ventriculo esquerdo, e ex vivo, pela técnica de Langendorff.

Foi observado que ndo houve diferenca de FC (Figura 24A) em nenhum tempo
de dieta HC (P>0,05) e que 0 grupo que consumiu quatro semanas de dieta HC
apresentou menor PVE (Figura 24B) em relacdo ao grupo controle (em mmHg: C =
111 +3x2HC =102 + 4 x 4HC =98 + 2 x 8HC = 108 + 4*; *P<0,05 x controle). Além
disso, observou-se que todos 0s grupos obtiveram menores valores de dP/dtmax
(Figura 24C) (em % do controle: C=100 £ 4 x 2HC =82 + 3** x 4HC =82 £ 2** x 8HC
=81 + 3**; **P<0,01 x controle) e que o grupo 8HC estava com a dP/dtmin (Figura 24D)
reduzida em relacao ao controle (em % do controle: C =100+ 3x 2HC =89 + 5 x 4HC
=92 + 2 x 8HC = 84 + 4*; *P<0,05 x controle). Estes resultados indicam que a dieta
HC, reduziu a funcdo cardiaca sistdlica de todos os grupos HC e que a funcédo
diastolica dos animais com dieta rica em carboidratos por oito semanas também se

encontrava reduzida.
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Figura 24: Avaliacao da funcdo cardiaca in vivo. Frequéncia cardiaca (FC) (A), presséo ventricular

esquerda (PVE) (B), razdo entre a derivada da presséo pela derivada do tempo méaxima (dP/dtmax) (C),

e minima (dP/dtmin) (D). Dados séo representados por média + e.p.m; *P<0,05 x controle; **P<0,01 x

controle.

Assim, objetivando trazer o estudo de um modelo mais complexo para um

sistema com menos variaveis, os cora¢cfes foram isolados em aparato de perfuséo

para avaliagao da contratilidade ventricular esquerda no estado basal e sob estresse

farmacoldgico com isoprenalina. No estado basal, ndo foram encontradas diferencas

entre os grupos HC e controle em nenhum parametro analisado (P>0,05) (Figura 25).
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Figura 25: Avaliacdo da funcéo cardiaca ex vivo no estado basal. Frequéncia cardiaca (FC) (A),
pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) (B), razdo entre a derivada da presséo pela

derivada do tempo méaxima (dP/dtmax) (C), € minima (dP/dtmin) (D). Dados sdo representados por

média + e.p.m.

Entretanto, ao ser realizado o estimulo farmacolégico com concentracdes
crescentes de isoprenalina (10 M até 3x10 10° M), observou-se uma diferenca
substancial da resposta inotropica e lusitropica desencadeada pela isoprenalina nos
coragOes dos grupos HC em relagdo ao grupo que consumiu dieta padrdo. Foi
observado, por exemplo, que a isoprenalina desencadeou menor aumento da PDVE
(Figura 26A) a partir da concentragédo de 10" M em todos os grupos HC, em relacédo
ao grupo controle, e se manteve até 0 Emax (em % de mudanca: C = 267 + 47 x 2HC
=92 £ 21** x 4HC = 143 + 23* x 8HC = 133 * 36*; *P<0,05 x controle; **P<0,01 x
controle). Descoberta similar foi constatada quando a dP/dtmax (Figura 26B) foi
analisada e observou-se reducao do efeito da isoprenalina sobre o aumento dP/dtmax.
Este evento foi comprovado pela redu¢do do Emax da dP/dtmax em todos os grupos HC
(em % de mudanca: C = 350 £ 41 x 2HC = 178 £ 52* x 4HC = 195 + 26* x 8HC = 153
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*+ 31**; *P<0,05 x controle; *P<0,01 x controle). Assim, infere-se que a isoprenalina
desencadeou menor efeito inotropico positivo sobre os grupos HC em relacdo ao
grupo controle. Por fim, também foi verificado uma reducéo do Emax da isoprenalina
sobre a dP/dtmin (Figura 26C) de todos os grupos HC (em % de mudanca: C = 350
41 x 2HC = 178 £ 52* x 4HC = 195 + 26* x 8HC = 153 + 31**; *P<0,05 x controle;
**P<0,01 x controle). Assim a isoprenalina também possuiu menor efeito lusitrépico

positivo nos grupos HC.
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Figura 26: Avaliacdo da funcéo cardiaca ex vivo sob estresse farmacoldgico por isoprenalina
em diferentes concentracfes. Pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) (A), razdo
entre a derivada da pressao pela derivada do tempo maxima (dP/dtmax) (B), € minima (dP/dtmin) (C).

Dados séo representados por média + e.p.m; *P<0,05 x controle; **P<0,01 x controle.
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4.8 A dieta HC néo alterou as concentra¢cdes miocardicas de SERCA2

Uma vez confirmada alteracdo na velocidade de contracdo cardiaca, foi
levantada a hip6tese de que a enzima SERCAZ2, responsavel pelo retorno do Ca?*
citoplasmatico para o reticulo sarcoplasmatico, estaria alterada. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas de expressdo miocardica de SERCA2 (Figura 27) entre o

grupo controle e os grupos dieta HC (P>0,05).
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Figura 27: Avaliacdo da concentracdo miocardica de SERCA2. Dados sao representados por média

+ e.p.m.

4.9 A dieta HC aumentou a peroxidacao lipidica com até quatro semana de

consumo

Foi observado que os animais que consumiram a dieta HC por até quatro
semanas apresentaram aumento significativo da peroxidagéo lipidica (em nmol/mL: C
=3,9+0,2x2HC=5,4+0,5*x4HC =6,1 £ 0,4** x 8HC = 3,2 + 0,3; *P<0,05 x controle;
**P<0,01 x controle) (Figura 28). Indiretamente, é possivel inferir que até quatro
semanas de consumo de dieta desencadeia um aumento de espécies reativas de
oxigénio, que por sua vez, interagem com a membrana plasmética de células e

organelas, aumentando a peroxidacgao lipidica.
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Figura 28: Avaliacdo da peroxidacao lipidica pela técnica de TBARS. Dados s&o representados

por média + e.p.m; *P<0,05 x controle; **P<0,01 x controle.

4.10 A dieta HC néo alterou os niveis cardiacos de CCL2, CCL3, NAG e pro-IL-
18 em nenhum tempo de consumo, mas causou desequilibrio miocéardico da
citocina anti-inflamatéria IL-10 e da citocina pré-inflamatéria TNF-a com oito

semanas de consumo

Constatada alteracdo morfofuncional e pré-oxidativa, testou-se a hip6tese de
que a concentracdo local de mediadores pré e anti-inflamatérios cardiacos estaria
modificada. Assim, foi observado que ndo houve alteracdo da concentracdo local
cardiaca dos mediadores proé-inflamatérios: IL1-B (Figura 29A), CCL2 (Figura 29B),
CCL3 (Figura 29C) e NAG (Figura 29D) (P>0,05). Entretanto, foi descoberto que
houve reducéo da concentracao de IL-10 (Figura 29E) cardiaca em todos os tempos
de consumo (em pg/mL: C =214 + 33 x 2HC = 126 + 17* x 4HC = 135 + 16* x 8HC =
130 £ 13*; *P<0,05 x controle). Além disso, foi verificado um aumento da citocina pré-
inflamatoéria TNF-a (Figura 29F) com oito semanas de dieta (em pg/mL: C = 68 + 4 x
2HC =74+ 6 x 4HC =93 £ 7 x 8HC = 115 + 15**; **P<0,01 x controle).
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Figura 29: Avaliacdo da concentragao cardiaca de marcadores inflamatdrios e anti-inflamatorio.

Dados séao representados por média + e.p.m; *P<0,05 x controle; **P<0,01 x controle.

4.11 A concentracdo miocardica de IL-10 possui correlagdo positiva com a

funcdo sistolicain vivo

Uma vez que a importancia da citocina IL-10 para a funcdo cardiaca ja é

amplamente conhecida (Sikka et al., 2013) e que foi observada alta semelhanca entre

os graficos da concentracao cardiaca de IL-10 e dos testes de funcéo cardiaca por
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cateterismo do ventriculo esquerdo, procurou-se melhor compreender o
comportamento de uma variavel em relagcdo a outra neste modelo. Tais variaveis
foram, portanto, submetidos ao teste de correlacdo de Pearson. Apesar de nédo
observada correlacdo entre a concentracdo de IL-10 no miocardio e a dP/dtmin
(Figura 30A) (R?= 0,22; P=0,09), foi constatada uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de IL-10 no miocéardio e a dP/dtmax (Figura 30B) (R?= 0,34; P*=0,03).
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Figura 30: Avaliacdo da correlagdo de Pearson entre a concentragdo miocéardica de IL-10 e a

funcédo cardiacain vivo.

by

4.12 A dieta HC diminuiu a ativacdo de STAT3 cardiaca com até quatro

semanas de consumo

Dada a ja demonstrada reducéo de IL-10 e de funcao cardiaca, a concentracéo
cardiaca de STAT3, uma molécula sinalizadora a jusante a interagédo da IL-10 ao seu
receptor, foi analisada. Nao foram observadas diferencas nas concentracfes de
STAT3 total (Figura 31A) (P>0,05), entretanto, foi verificado uma reducdo da
fosforilagdo da STAT3 no dominio Tir705 nos grupos que consumiram a dieta por até
4 semanas de consumo (Figura 31B) (emu.a.: C=1,00 £ 0,07 x 2HC = 0,60 £ 0,04***
X 4HC =0,72 £ 0,04* x 8HC = 1,01 = 0,10; *P<0,05 x controle; ***P<0,001 x controle).
Este achado sugere que a reducdo da concentragdo miocardica de IL-10
desencadeou uma redugdo na ativacdo do mediador anti-inflamatorio STAT3 em

periodos curtos de dieta.
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Figura 31: Avaliacdo da ativacdo de STAT3 cardiaca através da fosforilagdo de Tir705. STAT3
total (A) e STAT3 ativada através da fosforilacdo de Tir705 (B). Dados séo representados por média +

e.p.m; *P<0,05 x controle; ***P<0,001 x controle.

413 O consumo de carboidratos refinados aumentou a concentracao
miocardica da metaloproteinase da matriz extracelular do tipo 2 com quatro

semanas de consumo

Niveis relativos de MMP-2 e MMP-9, enzimas importantes para o
remodelamento cardiaco e reguladas pela fosforilagdo de STAT3, também foram
analisados. N&o foi observado o aparecimento de bandas na altura de 92 kDa, o que
indica que as concentracfes de MMP-9 existentes nos lisados de ventriculo esquerdo
foram indetectaveis, tanto no grupo controle, quanto nos grupos que consumiram a
dieta HC. Por outro lado, foi observado o aparecimento de bandas na altura de 72 kDa,
0 que indica que houve concentracdes detectaveis de MMP-2 nos géis analisados
(Figura 32).

Apés a analise, foi constatado que houve aumento significativa da

concentracao relativa de MMP-2 nos animais que consumiram a dieta HC por quatro
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semanas em relacdo ao grupo controle (em u.a.: C = 100 £ 6 x 2HC = 122 + 20 X
4HC =189 + 37* x 8HC = 149 * 10; *P<0,05 x controle).

72 kDa MMP-2
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Figura 32: Avaliacdo da atividade da metaloproteinase de matriz do tipo 2 (MMP-2). Dados séo
representados por média + e.p.m; *P<0,05 x controle.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho mostra pela primeira vez, em nosso conhecimento, o efeito de
diferentes tempos de consumo de uma dieta HC, rica em sacarose (30%), sobre o
coracao de camundongos Balb/c. Mais especificamente, este trabalho demonstra a
relacdo entre o consumo exacerbado de carboidratos refinados, alteragdes
morfofuncionais cardiacas e mediadores inflamatorios, sugerindo o envolvimento

destes mediadores nas alteracGes encontradas.

Ao final de todo o procedimento, foi observado que os animais obtiveram
valores proximos de ingestdo cumulativa de racdo e que, ao longo e ao término do
experimento, estavam com o peso corporal médio estatisticamente igual. Visto que as
dietas comparadas sao isocaldricas (Oliveira et al., 2013), podemos entender que 0s
resultados sobre os parametros cardiacos devem-se a composicdo da dieta HC, mas
nao ao consumo calérico. Como ja demonstrado pela literatura, dietas ricas em graos
e acUcares refinados estdo intimamente ligadas ao aumento de fatores de risco para
doencas cardiovasculares, como o aumento de adiposidade visceral, aumento dos
niveis plasmaticos de TG e LDL, e diminuicdo de HDL (Feng et al., 2015). Além disso,
0 consumo excessivo de carboidratos leva a quadros de inflamacéo cronica,
representados pelo aumento de proteina C reativa, aumentando ainda mais a ameaca
ao sistema cardiovascular (Alves et al., 2016). Desta forma, o excesso de carboidratos
fez-se determinante para as alteracdes cardiacas e inflamatérias observadas. Este
padrdo alimentar € observado em paises como Brasil, EUA, Suécia e Canada
(Moubarac et al., 2014; Juul e Hemmingsson, 2015; Louzada et al., 2015; Martinez
Steele et al., 2016) e influencia negativamente a saude cardiovascular de seus
cidadaos (Li et al., 2015).

O consumo de produtos processados, como 0s acucares refinados, afeta
diretamente o perfil lipidico de quem os consomem (Rauber et al., 2015), tendo como
uma de suas principais propriedades o carater obesogénico (Simon et al., 2014). Ao
mostrar associagao significativa entre o consumo de acgucares refinados e aumento
do indice de adiposidade sem afetar o peso corporal, este estudo corrobora com a
ideia de que dietas ricas em carboidratos refinados levam a rapida proliferacdo de
tecido adiposo (Oliveira et al., 2013). Além disso, traz a tona a relevancia clinica da

associacdo entre habitos alimentares, obesidade com peso normal (aumento do
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percentual lipidico sem alteracdo do peso corporal) e o aparecimento de doencas
cardiometabolicas (Romero-Corral et al., 2010). Um estudo longitudinal, por exemplo,
acompanhou meninas desde a pré-adolescéncia até o inicio da fase adulta e
demonstrou que, mesmo com pesos indistinguiveis, as pacientes que possuiam
elevada porcentagem de adiposidade na pré-adolescéncia obtiveram maior risco para
doencas cardiometabdlicas ao final dos sete anos de acompanhamento (Wiklund et
al., 2017). Isto significa que o aumento do indice de adiposidade observado neste
experimento predispbe o0s animais a doencas cardiometabdlicas e,

consequentemente, piora da funcao cardiaca.

Em relacdo a caracterizacdo metabdlica, observa-se que em todos os tempos
testados de dieta HC havia resisténcia a insulina, que os animais se tornaram
intolerantes a glicose a partir de quatro semanas de dieta HC e que nenhum grupo
apresentou glicemia de jejum alterada (Figura 14). Em concordancia com a glicemia
de jejum, o hematdcrito indicou que néo houve alteracdo de osmolaridade no plasma,
fato classicamente associado a mudancas metabdlicas semelhantes ao diabetes
(Singer et al., 1962). Ademais, cronologicamente, a resisténcia a insulina precedeu a
intolerédncia a glicose desencadeada pelo consumo excessivo de carboidratos
refinados. Assim, este trabalho confirma a intima relacdo entre o consumo de
carboidratos refinados e resisténcia a insulina (Barazzoni et al., 2017). Além disso, ao
demonstrar reducéo da funcéo cardiaca em todos os tempos de consumo de dieta HC
e em paralelo a resisténcia a insulina, corrobora-se com a ideia de uma associagéo
entre resisténcia a insulina e disfuncdo cardiovascular, independente de alteracdo na

glicemia de jejum (Aroor et al., 2012; Reaven, 2012).

Ja foi demonstrado que a resisténcia a insulina e intolerancia a glicose induzida
por dieta HC se manifestam no coragao pela diminuigdo do transportador de glicose
cardiaco, GLUT4, comprometendo a forca de contracéo cardiaca (Porto et al., 2011).
Entretanto, pouco ainda é conhecido sobre os mecanismos envolvidos nestes
processos. E possivel que a reducdo da funcédo cardiaca observada neste trabalho
ndo seja consequéncia Unica da menor utilizacdo de glicose e que outros fatores,
como processos inflamatorios, estejam envolvidos. A reducdo do peso do pancreas
encontrada, por exemplo, sugere que houve lesdo pancreatica, sendo este um

indicativo de ativagdo de inflamassoma durante a resisténcia a insulina (Zhou et al.,
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2010) e obesidade (Finucane et al., 2015). Isto indica que o excesso de carboidratos

refinados levou a mudancgas inflamatoérias em 6rgéo-alvo.

Neste estudo, cora¢des de animais que consumiram a dieta HC apresentavam-
se maiores e mais pesados, indicando hipertrofia do érgdo. Mais especificamente, foi
observada uma hipertrofia ventricular esquerda. Estes achados, surpreendentemente,
foram exclusivos para o coracao e tecido adiposo, ndo sendo observado 0 mesmo em
outros 6rgdos analisados. Isto indica que a dieta afeta o coracédo de forma seletiva e
localizada. Vale ressaltar que o estudo de Framingham, em 1987, apontou que a
hipertrofia ventricular esquerda € um preditor independente de IC (Kannel et al., 1987).
Posteriormente, mostrou-se que a hipertrofia ventricular esquerda € intimamente
conectada a disfuncdo cardiaca devido a modificacbes pro-inflamatorias
intracelulares, que conduzem o tecido cardiaco a necrose e fibrose (Carreno et al.,
2006). Sugere-se, deste modo, que a hipertrofia ventricular esquerda dos coracdes de
animais que consumiram a dieta HC seja fruto de altera¢cBes intracelulares com
desequilibrio inflamatério local. Além disso, Oliveira et al. (2013) mostraram que a
dieta HC tem alto poder de desencadear resposta inflamatéria em tecido adiposo. Este
fato corrobora ainda mais com a ideia de que a fun¢éo cardiaca € agravada devido a

uma inflamacéao local desencadeada pela dieta HC.

Um fator fortemente associado a mudangcas metabdlicas e a hipertrofia
ventricular esquerda é a hipertenséo arterial (Nadruz, 2015). Sabe-se que o aumento
de pds-carga é um fator de risco para o remodelamento cardiaco e para a perda de
funcao diastdlica (Li, T. et al., 2016). Este estudo demonstrou que ndo houve mudanca
significativa da pressao arterial dos grupos com dieta HC em relagcdo ao grupo
controle. Logo, a hipertrofia ventricular esquerda e demais consequéncias cardiacas
observadas neste trabalho, ao contrario de alguns trabalhos com a dieta HF (Schuler
et al., 2017), ndo foram fruto de elevacdo da pressao arterial, mas sim de fatores

associados ao consumo excessivo de carboidratos refinados.

O remodelamento ventricular hipertréfico concéntrico, a partir de quatro
semanas de dieta HC e independente de alteragdo na presséao arterial, evidencia os
efeitos negativos do excesso de carboidratos refinados sobre o coracdo. O aumento
da espessura relativa da parede ventricular esquerda esta intimamente conectado

com IC diastélica (Fox et al., 2007). A medida que a parede ventricular cresce, sem
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ser acompanhada pela area da camara ventricular, hA menos espaco para que o
ventriculo se preencha corretamente e, consequentemente, ejete a quantidade
necessaria de fluido em um intervalo de tempo. Em concordancia com as alteracées
morfolégicas, a menor dP/dtmin N0 grupo que consumiu a dieta rica em carboidratos
refinados por oito semanas indica reducéo da funcao diastolica. Além disso, em casos
de remodelamento concéntrico, € possivel que pacientes também apresentem funcao
sistdlica reduzida (Rosen et al., 2005). Neste trabalho, a reducdo da dP/dtmax in vivo
indica que a dieta HC leva a um prejuizo na intensidade de forca sobre area que o
musculo cardiaco consegue realizar em um intervalo de tempo. Esta alteracdo pode
comprometer a perfusdo do organismo e, consequentemente, a distribuicdo de

nutrientes sistemicamente.

No teste de funcdo cardiaca ex vivo, por utilizar uma técnica de perfuséo
retrograda e com deteccdo da pressdao ventricular de forma isovolumétrica
(Langendorff e Nawroeki, 1897), infere-se a capacidade intrinseca do coracédo de
contrair, com menores influéncias do preenchimento da camara. Em concordéancia
com Aasum et al. (2008) e diferentemente do observado no teste de funcao cardiaca
in vivo, ndo foram encontradas diferencas entre os grupos HC e o controle no estado
basal. Conclui-se que, em estado basal, os coracdes de camundongos que
consumiram a dieta HC ndo possuem déficit de contratilidade. Isto pode indicar que,
in vivo, as alteracdes funcionais se correlacionam mais com a geometria do ventriculo

do que com a capacidade contratil do miocardio.

Entretanto, mais do que um componente pode estar envolvido na diminui¢ao
da funcdo sistolica e diastolica no estado basal in vivo. A principal diferenca entre a
analise do coragdo in vivo para analise do 6rgéo isolado é a retirada do controle
autonémico, da resisténcia vascular periférica, do retorno venoso (pré-carga) e do
preenchimento da camara (comprometido pelo remodelamento observado). Um ou
mais destes fatores podem ter contribuido para a diferenca observada entre os dois
modelos no estado basal. Ja foi demonstrado por Kaufman et al. (1991) que o
consumo exacerbado de aglUcares aumenta a atividade simpatica de ratos. Neste
caso, seria esperado que a FC no teste in vivo estivesse aumentada, o que nao foi
observado. Entretanto, uma limitacdo deste trabalho foi a avaliacgdo da FC sob

anestesia, 0 que pode ter mascarado a atividade autonémica simpatica.
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Como o conceito de IC também envolve a capacidade de manter o débito
cardiaco sob estresse (Yancy et al.,, 2013), os coracfes foram estimulados com
isoprenalina. Observou-se que todos os tempos de consumo de dieta HC levam a um
comprometimento da resposta ao estresse, o que € evidenciado pelo menor
crescimento de PDVE, dP/dtmax e dP/dtmin a0 longo das doses crescentes. Os
mecanismos da menor contratilidade a isoprenalina s&o multiplos. Por exemplo, como
a isoprenalina € um agonista  nao-seletivo, pode haver um prejuizo da ativacéo de
receptores B1, B2 e B3 e/ou de sua via intracelular. E possivel, por exemplo, que a
densidade de receptores 3 esteja diminuida, como ja foi demonstrado para sepse (Dal-
Secco et al., 2017), que a maquinaria de recrutamento e liberacdo de célcio esteja
comprometida (Winslow et al., 2016), ou, simplesmente, que as fibras contrateis

estejam danificadas (Biesiadecki, 2016).

Neste trabalho, foi mostrado que a expressdo de SERCA2, uma importante
proteina para o armazenamento de calcio no reticulo sarcoplasmatico de
cardiomiécitos (Lipskaia et al., 2010), nao foi alterada. A SERCA2, sua proteina
inibitéria, o fosfolambano, e o trocador de Na*/Ca?* sdo as principais proteinas
relacionadas ao relaxamento cardiaco (Kranias e Hajjar, 2012). Sugere-se, portanto,
gue novos estudos tentem identificar se proteinas evolvidas na contracdo cardiaca
estdo alteradas. Entre elas, proteinas que compdem os miofilamentos, como actina,
miosina, troponinas, ou reguladoras das oscilaces intracelulares de célcio, como
receptor de rianodina e canal para célcio do tipo L, constituem alvos de estudos
futuros. Vale ressaltar que este é o primeiro trabalho a demonstrar que uma dieta rica

em carboidratos refinados € capaz de diminuir a funcdo cardiaca sob estresse

farmacolodgico.

Este trabalho traz indicios de que as alteracdes cardiacas induzidas pelo
consumo de acucar envolvem um desequilibrio inflamatorio local. Foi mostrado, por
exemplo, que h& reducédo na funcao sistélica in vivo em todos os tempos avaliados de
consumo de dieta HC e que a medida que a concentracéo cardiaca de IL-10 diminuia,
a funcao sistélica diminuia proporcionalmente. A IL-10 é uma citocina que possuli
propriedades anti-aterogénicas e anti-inflamatorias, sendo, assim, cardioprotetora
(Han e Boisvert, 2015). Existem diversos trabalhos na literatura mostrando a

importancia da IL-10 para a homeostase cardiaca (Dhingra et al., 2011; Yilmaz et al.,
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2014; Samanta e Dawn, 2016). Burchfield et al. (2008) mostraram, por exemplo, que
0 aumento da concentracdo plasmatica de IL-10, por meio de transplante de células
produtoras de IL-10, diminui o remodelamento cardiaco e aumenta a dP/dtmax de
animais que passaram por cirurgia de infarto agudo do miocardio (Burchfield et al.,
2008). Ademais, o tratamento direto com IL-10 atenuou a hipertrofia cardiaca,
aumentou a fracdo de encurtamento e a fracdo de ejecao de animais com constricao
da aorta, sendo estes fenbmenos dependentes da ativacdo da sinalizacdo IL-
10/STAT3 (Verma et al., 2012). Este trabalho demonstra, em concordancia com a
literatura, que a IL-10 é essencial para o correto funcionamento cardiaco e, além disso,
corrobora com aideia de que esta funcdo é mediada por STAT3, ao demonstrar menor

ativacao desta proteina em periodos curtos de consumo de dieta HC.

A ativacdo do receptor de IL-10 por esta citocina leva a ativagdo da via
JAK1/STAT3, culminando na fosforilacdo do sitio Tir705 de STAT3 (Niemand et al.,
2003). A ativacdo de STAT3, per si, estimula a funcédo cardiaca, por interagir com
diversos mediadores intracelulares. Zhang et al. (2016) demonstram que animais
knockouts para STAT3 séo deficientes de receptores [, receptor de rianodina,
fosfolambano e canais de calcio do tipo L (Zhang et al., 2016). Considerando que
houve reducdo de IL-10 em todos os periodos analisados e menor fosforilacdo de
STAT3 nos periodos curtos de consumo de dieta, entende-se que a menor sinalizacéo
por STAT3, assim como demostrado por Zhang, explica, em parte, a disfuncao
cardiaca observada neste trabalho. Uma vez que ha reducdo da sinalizacdo IL-
10/STAT3 com o consumo de dieta HC, é provavel que as proteinas citadas por Zhang
et al. (2016) estejam reduzidas também, porém mais experimentos sdo necessarios

para se testar essa hipotese.

Além disso, STAT3 ativada também interage com diversos outros mediadores
intracelulares que podem afetar a funcdo cardiaca de forma indireta. Ja foi
demonstrado, por exemplo, que a auséncia local de STAT3 cardiaca desencadeia
intensa fibrose, apoptose e, consequentemente reducao da funcao cardiaca (Hilfiker-
Kleiner et al., 2004). Por ser um alvo direto da ativacdo de STAT3 (Xie et al., 2004),
era esperado que os niveis de MMP-2 estivessem alterados. Observou-se aumento
de MMP-2 com quatro semanas de dieta, periodo em que ha reducédo dos niveis de

fosforilacdo de STAT3. A MMP-2 é uma enzima que tem como funcéo classica a
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degradacdo de proteinas da matriz extracelular para manutencdo da homeostase
cardiaca. Entretanto, em condi¢Bes patoldgicas, a producdo aumentada de MMP-2
esta associada a fibrose, remodelamento cardiaco e perda de funcdo do 6rgao (Berk
et al., 2007). Nestes casos, tanto a eliminacdo genética (Matsusaka et al., 2006),
guanto a inibicdo farmacologica da producdo da mesma (Cau et al., 2015) mostraram-
se eficientes na presenca de danos cardiacos associados ao aumento de MMP-2.
Além disso, o aumento de MMP-2 esta associado a diminuicdo da funcao contratil
cardiaca pela degradacao direta de proteinas de sarcomeros, como a troponina |
(Wang et al., 2002), a cadeia leve de miosina (Sawicki et al., 2005) e a titina (Ali et al.,
2010).

Esta potencial degradacdo de proteinas de sarcomeros poderia, em parte,
explicar a razéo pela qual ndo foram observadas diferencgas significativas do diametro
do cardiomiécito nos grupos HC que consumiram a dieta por pelo menos quatro
semanas de dieta. O aumento de MMP-2 pode ter danificado os sarcomeros de tal
forma que estimulos hipertréficos ndo foram suficientes para se sobreporem ao dano,
inclinando ainda mais o cardiomidcito a disfuncéo celular. Assim, a reducéo da funcéo
cardiaca pode ser consequéncia do aumento de MMP-2 e suas acdes. E possivel que
0s animais com duas e quatro semanas de consumo da dieta HC apresentem necrose
e fibrose, o que reconhecemos ser algo importante de se analisar neste estudo,

embora ainda nao realizado.

Em termos de balanco oxidativo, observa-se que hd aumento de peroxidacao
lipidica em coracdes de animais que consumiram a dieta HC por até quatro semanas.
A peroxidacéo lipidica € o processo pelo qual os lipideos, como 0s que constituem a
membranca celular, sdo oxidados em uma reacdo em cadeia. Esta intimamente
relacionada ao aumento de espécies reativas de oxigénio, como o anion superoxido,
ou de nitrogénio, como o peroxinitrito (Radi, 2018). Além disso, esta diretamente
associada a morte celular (Gaschler e Stockwell, 2017), sendo, neste trabalho, um
indicativo de dano celular por aumento de estresse oxidativo. Tais eventos ja
demonstraram, impactar negativamente o sistema cardiovascular (Zhang et al., 2014),
desencadeando remodelamento (Duarte et al.,, 2009; Rababa'h et al., 2018) e
reduzindo a funcao cardiaca (Folden et al., 2003; Nichols et al., 2018). Além disso, ja

foi observado que a delecdo de STATS3 sensibiliza células ao estresse oxidativo,
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deixando-as mais susceptiveis a morte celular (Barry et al., 2009). Sendo assim, &
muito provavel que os cardiomidcitos dos animais que consumiram a dieta HC por até
guatro semanas estavam mais susceptiveis ao dano oxidativo e a perda de funcéo.
Sugere-se, portanto, que o aumento de peroxidacao lipidica e, por consequéncia, de
estresse oxidativo, tenham contribuido para o desencadeamento e para manutengéo
das alteracdes morfofuncionais cardiacas observadas. Como a fosforilagdo de STAT3
volta a parametros normais com oito semanas de ingestédo, € possivel que os niveis
de antioxidantes tenham voltado também. Isso ocorre pois, a medida que a ativagcao
de STAT3 aumenta, ha também o aumento da producdo de MnSOD (Negoro et al.,
2001). Assim, explica-se, por exemplo, a razdo pela qual os niveis de peroxidagao

lipidica voltaram para proximos do controle.

Indica-se, portanto, que o principal evento ocorrido em periodos curtos de dieta
HC é a diminuicdo da protecdo cardiaca por parte da IL-10 e sua sinalizacéo via
STAT3. E possivel que todos os animais que consumiram a dieta HC tenham tido sua
funcdo cardiaca prejudicada pelas acbGes diretas e indiretas da diminuicdo da
sinalizagdo IL-10/STAT3 em periodos curtos de consumo. Além disso, também é
provavel que os animais com oito semanas de dieta passaram por tais processo e,

por isso, ainda possuem consequéncias dos mesmos.

Uma caracteristica da ativacdo de STAT3 pela IL-10 é a inibicdo de vias pro-
inflamatorias (Dhingra et al., 2009). Sugere-se, assim, que a reducdo da via IL-
10/STAT3 nos periodos curtos de consumo de dieta HC aumentou a probabilidade de
vias pro-inflamatorias serem ativadas, como observado pelos niveis de TNF-a
elevados com oito semanas de dieta. Embora a sinalizacdo via STAT3 tenha efeitos
protetores ao coragao a longo prazo, a fosforilacéo do sitio Tir705 de STAT3 também
pode acontecer a jusante a ativacao do receptor de TNF-a (Miscia et al., 2002). Esta
ativacdo pode ter acontecido neste trabalho, ja que o aumento da fosforilacdo de
STAT3 e de TNF-a coincidem na oitava semana de dieta HC. Ha explicacbes para
este efeito paradoxal da STAT3, sendo uma delas a possibilidade de uma sinalizacao
pro-inflamatéria e danosa ao coragdo dependente do tempo induzida por TNF-a
(Wang et al., 2011). Dentre estes efeitos danosos estdo: aumento de iINOS, aumento
de vias pro-hipertroficas e pro-fibroticas (Miscia et al., 2002). Este estudo demonstra

hipertrofia e disfungcdo cardiaca concomitante ao aumento dos efeitos pro-
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inflamatorios, corroborando com a ideia de que, mais do que altera¢cdes metabdlicas,

0 coracao possui alteracdes inflamatdrias locais, que causaram danos ao 6rgéo.

Apesar de ndo observada alteracao na IL-1p total, é possivel que a IL-13 ativa
(17 kDa) esteja mais elevada em tempos maiores de consumo. O fato da concentracao
total da citocina estar similar ao observado no grupo controle ndo significa que a
proteina ndo esteja mais ativa. Com o aumento do quadro pro-inflamatério, € comum
gue inflamassomas (complexos proteicos responsaveis pela clivagem e ativacdo de
citocinas pro-inflamatorias) sejam ativados e, portanto, a clivagem e ativacao de IL-1(3
também (Mangan et al., 2018). Em um trabalho ainda néo publicado do nosso grupo,
demonstrou-se que a dieta rica em carboidratos refinados aumenta a ativacdo de
inflamassoma no coracdo, a concentracdo miocardica de IL-1B ativa e o dano
cardiaco. A IL-18 desempenha importante papel no desenvolvimento de IC,
desencadeando aumento da resposta pro-inflamatoria intracelular cardiaca (Weber et
al., 2010), diminuicao da sensibilidade de canais de calcio do tipo L (Liu et al., 1999),
e menor expressao de SERCA2 e fosfolambano (Combes et al., 2002). Assim, a
concentracdo de IL-1B ativa pode ter tido influéncia sobre a redugdo da fungao

cardiaca observada neste trabalho.

Hé indicios de que o aumento do efeito pré-inflamatorio e de estresse oxidativo
observado ndo é proveniente de infiltrado de macrofagos. Neste trabalho, foram
analisadas as quimiocinas: CCL2, importante quimioatraente de macrofagos em
doencas cardiovasculares (Dewald et al., 2005); e CCL3, uma quimiocina secretada
por macréfagos e um biomarcador do mesmo (De Jager et al., 2008). Além disso, a
NAG, uma enzima contida em macréfagos e utilizada na pesquisa para quantificacao
de macrofagos (Coelho et al., 2014), também foi analisada. Em todos os casos, nao
foram observadas diferengas entre grupos HC e grupo controle. Portanto, nem a
elevacéo de estresse oxidativo nos curtos tempos de dieta, tampouco a producgéo da
citocina proé-inflamatoria, TNF-a, foram fruto de infiltrado de macréfagos. Sugere-se,
assim, gue tais produtos foram provenientes de células presentes no coragdo, como

fibroblastos ou cardiomidcitos.

Assim, a alta ingestdo de carboidratos refinados, especialmente sacarose,
resulta na diminuicdo da concentracdo cardiaca de IL-10, que por sua vez, esta

associado a prejuizos morfofuncionais cardiacos (Figura 33). O mecanismo sugerido
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€ a menor ativacdo da via IL-10/STAT3, evidenciada pela reducéo da fosforilacdo de
STAT3 no sitio Tir705. Esta reducdo, por sua vez, estaria desencadeando uma
reducdo da resposta anti-inflamatoria pela STAT3 nos menores tempos de consumo
de dieta HC (duas ou quatro semanas), 0 que propiciaria 0 aumento de estresse
oxidativo (duas e quatro semanas de dieta HC), metaloproteinases de matriz (quatro
semanas de dieta HC) e da citocina pro-inflamatoria TNF-a em periodos mais
prolongados de dieta HC (oito semanas). O conjunto dos fatos desencadearia,

portanto, o remodelamento cardiaco observado e a reducao da resposta contratil.

Carboidrato refinado

Sacarose

L0
|

dL Tir705p-STAT3

R

1} MMP-2 {} EROs 9} TNF-a
i

Remodelamento e disfuncao cardiaca

Figura 33: Proposta de via de sinalizacdo responséavel pelos danos morfofuncionais cardiacos

induzidos por dieta rica em sacarose.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho mostra, portanto, que a alta ingestdo de carboidratos refinados,
especialmente sacarose, resulta em prejuizos morfofuncionais cardiacos, com
remodelamento ventricular concéntrico a partir de quatro semanas de consumo e
disfuncéo cardiaca em todos os tempos testados. Além disso, este trabalho também
mostra que ha um desequilibrio inflamatério local, que se agrava de acordo com o
aumento do tempo de consumo de dieta HC. Este desequilibrio é constituido pela
diminuicdo dos efeitos anti-inflamatoérios e aumento dos efeitos pro-inflamatérios no
coracdo, sendo os efeitos pré-inflamatérios mais pronunciados a partir de quatro
semanas de ingestdo. O conjunto dos fatos, assim, desencadeia as alteracdes

morfofuncionais observadas.
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} ~ CEUA
COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UFMG

CERTIFICADO

Certificames qgue o Protocolo n® 193 / 2015, relative ao projete intitulado "Avaliagdo das alteragdes
cardiacas induzida por dieta rica em carboidratos: participagdo do estresse cxidative e fatores inflamatérios”,
que tem coma responsavel Stefany Bruno de Assis Cau, est3 de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacio Animal, adotados pela Comissdc de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 18/08/2015. Este certificado espira-se em 18/08/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocel n® 193 / 2015, related to the Project entilted “Evaluation of cardiac
changes induced by high-carbohydrate diet: invalvement of cxidative stress and inflammatory factors®,
under the supervision of Stefany Bruno de Assis Cau, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was
approved in 18/08/2015, This certificates expires in 18/08/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 18/08/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFRMG
httpsy/ fwww.ufmyg.br/bicetica/cetealceua/
Universidade Federal de Minaz Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa |l - 2% Andar, 5ala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3499-4592
wwiw.ufmao.br/bioetica/cetea - ceteal@prog.ufma.br




ANEXO 2 - CERTIFICADO DE RELEVANCIA ACADEMICA - SEMANA DO
CONHECIMENTO UFMG - 2016

' &

—~

‘,J Semana
UFMG

A Conhecimento 216

2 Icledade
' CERTIFICADO

CERTIFICAMOS QUE O TRABALHO INTITULADO "DIETA RICA EM CARBOIDRATOS REFINADOS LEVA AQ
REMODELAMENTO CARDIACO EM CAMUNDONGOS DA LINHAGEM BALB/C", FOI APRESENTADO NA XXV
SEMANA DE INICIACAO CIENTIFICA , PROMOVIDA PELA PRO-REITORIA DE PESQUISA, NO PERIODO DE
17-10-2016 A 21-10-2016, TENDO SIDO SELECIONADO COMO RELEVANCIA ACADEMICA

AUTOR(A): ALEXANDRE SANTOS BRUNO

ORIENTADOR(A): STEFANY BRUNO DE ASSIS CAU DO(A) INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS.
CO-AUTORES: DANIELA ESTEVES FERREIRA DOS REIS COSTA, GRAZIELLE CORDEIRO AGUIAR,
DANIELLA BONAVENTURA, ANDERSON JOSE FERREIRA

Cultivar Vidas: Ciencia e 5

9 [L?_l’a_\w

; |y $C0
MONICA MARIA DINIZ LEAQ
PRO-REITORA ADJUNTA DE PESQUISA

O LIl z UFmMG
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ANEXO 3 - CERTIFICADO DE MENGCAO HONROSA — ENCONTRO POS-
GRADUAGCAO FIS/FAR - 2016

XXIV Encontro de Pesquisa

. CERTIFICADO

I Encontro de Inovacgio Tecnologica

Certificamos que Alexandre Santos Bruno recebeu Mencao Honrosa pela apresentacao do
trabalho “DIETA RICA EM CARBOIDRATOS REFINADOS INDUZ HIPERTROFIA
CARDIACA EM CAMUNDONGOS”, no XXIV Encontro de Pesquisa & I Encontro de
Inovacdo Tecnolégica em Fisiologia e Farmacologia, promovido pelo Programa de Pos
Graduagao em Ciéncias Biologicas: Fisiologia e Farmacologia, ICB, UFMG — realizado nos dias

10 e 11 de novembro de 2016, no Hotel Gran Minas, Vespasiano, MG.

|
|

Hlsyps /%/uo Kndowarie 2

Profa. Dra. Miriam Teresa Paz Lopes Prof. Dr. Christopher Kushmerick
Coordenadora do Programa de Pés Graduagdo em Vice-Coordenador do Programa de P6s Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia e Farmacologia Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia e Farmacologia
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ANEXO 4 - CERTIFICADO DE APRESENTACAO ORAL — XXII SIMPOSIO
BRASILEIRO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR - 2018
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QO XXII SIMPOSIO BRASILEIRO
FMRP
‘ DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR

05anos USP

Certificamos que o trabalho de Bruno AS, Costa DEFR, Castor RGM, Lopes PD, Aguiar GC,
Romero MGMC, Bonaventura D, Ferreira AJ, Cau SBA, intitulado: DIETA RICA EM
CARBOIDRATOS REFINADOS DESENCADEIA REMODELAMENTO CARDIACO ASSOCIADO AO
AUMENTO DE PEROXIDAGAO LIPIDICA E TNF-a foi apresentado, sob a forma de apresentacio
oral, no XXIl Simpdsio Brasileiro de Fisiologia Cardiovascular, realizado na Faculdade de
Medicina de Ribeirio Preto da Universidade de S3o Paulo, de 21 a 23 de Fevereiro de 2018.

Rubuy Fazom. :!; : .-"Q. Og.“ Ji /ﬁ gj/&

Prof. Dr. Rubens Fazan Janior

Departamento de Fisiologia
FMRP-USP

Profa. Dra. Rita de Cassia Tostes

Departamento de Farmacologia
FMRP-USP
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GRADUACAO FIS/FAR - 2018

99

XAV ENCONTRO DE PESQUISA EM
Fisiologia
& Farmacologia

CERTIFICADO DE APRESENTACAO ORAL

Certificamos que Alexandre Santos Bruno apresentou o trabalho DISFUNCAO
CARDIACA DESENCADEADA POR DIETA RICA EM CARBOIDRATOS REFINADOS ESTA
ASSOCIADA AO DESEQUILIBRIO DE AGENTES PRO E ANTIINFLAMATORIOS, na
categoria COMUNICAGCAO ORAL, durante o XXVI Encontro de Pesquisa em
Fisiologia e Farmacologia, promovido pelo Programa de Pos Graduagdo em Ciéncias
Biolégicas: Fisiologia e Farmacologia, ICB, UFMG, realizado nos dias 6 e 7 de
dezembro de 2018, na Univers/idade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG.
27 )

e S~ Jvl': e Qe mis M
Prof. Dr. Marcio Flavio Dutra Moraes Profa. Dra. Silvia Guatimosim
“Coordenador do Programa de Pos Graduacio em Sub-Coordenadora do Programa de Pés Graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia & Farmacologia Ciéncias Bioldgicas: Fisiclogia e Farmacologia

(MALESCO  Bioclin  &Borither>




ANEXO 6 - CERTIFICADO DE MENCAO HONROSA - XXIIl SIMPOSIO
BRASILEIRO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR - 2019
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6@ XXIII SIMPOSIO BRASILEIRO DE Ao
4 FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR o8,

MENCAO HONROSA

A comissao cientifica do XXIII Simpdsio Brasileiro de Fisiologia Cardiovascular confere ao Alexandre Santos Bruno
esta distingdo em reconhecimento pela qualidade do trabalho apresentado no simpdsio que ocorreu entre os
dias 24 e 27 de Fevereiro de 2019, cuja participacao contribuiu para o brilhantismo do evento.

A
Prof/Dr. Edugrdo Colombari

Presidente da Comissd@o Organizadora
XXIlI SBFCV




