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RESUMO

MENEZES, Luciana Lopes de. Andlise das células-tronco cardiacas residentes em modelo
experimental de obesidade. 2015. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

O processo de transicdo nutricional tem contribuido para o aumento dos indices de
obesidade. Complicacdes cardiacas constituem a principal causa de mortalidade em pacientes
obesos ou com diabetes tipo 2, nos quais um fornecimento aumentado de acidos graxos esta
correlacionado com o aumento da adiposidade no coracdo e disfuncdo deste 6rgdo. Ela
promove hipertrofia, disfuncéo do ventriculo esquerdo (VE) e fibrose do miocéardio, além de
danos ultraestruturais. O coracdo sempre foi concebido como um oOrgdo pds-mitético, no
entanto, recentemente foi descoberta uma populacdo de células-tronco cardiacas residentes
(CTC) distribuidas pelo miocéardio, sugerindo um possivel mecanismo de regeneracao
cardiaca. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da obesidade, induzida por dieta
Ocidental desde o inicio da vida, sobre as CTCs. Para tanto, Camundongos Swiss machos de
21 dias foram divididos em: grupo controle (GC, N=8), alimentado com ragdo padrdo
AIN93G e grupo obeso (GO, N=8), alimentado com dieta ocidental, rica em carboidratos
simples e gordura saturada. Os grupos receberam as dietas por 12 semanas, ad libitum. Para
analise do desenvolvimento da obesidade foram aferidos: o peso corporal, 0s comprimentos
naso-anal e da tibia (CT), a glicemia, o peso da gordura epididimal, retroperitoneal e do
coracdo. ApOs eutandsia, os coracdes foram coletados e processados para as técnicas:
microscopia confocal, western blotting, citometria de fluxo, respirometria de alta-resolucéo e
imunohistoquimica. A hipertrofia cardiaca foi estimada pela razdo do peso do VE (PVE) e o
CT. O GO apresentou um progressivo ganho de peso corporal em relagdo ao GC (P<0,05) e
intolerancia a glicose (P<0,05). A razdo PVE/CT indicou hipertrofia cardiaca (131,82%, GO).
A respirometria de alta resolucéo revelou disfungdo mitocondrial, com reducéo da capacidade
de oxidacdo de carboidratos e de acidos graxos e aumento do desacoplamento mitocondrial
(P<0,001). A anélise da deposicdo de colageno demonstrou um maior percentual de area
corada por Picro-Sirius no GO (P<0,0001) e maior contetdo de colageno | (P< 0,01),
colageno Il (P< 0,05) e MMP-9 (P<0,02), além de apresentar menor contetdo de MMP-13
(P<0,01), indicando fibrose. Além disso, o0 GO apresentou reducdo no conteudo de CD133
(P<0,037), c-Kit (P<0,006) e conexina 43 (P< 0,02), quando comparado ao GC. Ademais, 0
GO apresentou aumento das proteinas pré-apoptoticas, demonstrando uma razdo BAX/Bcl-2
maior que o GC (P< 0,0075). A partir destes resultados, podemos concluir que a obesidade
acarreta em alteragOes estruturais no coragdo, com o remodelamento adverso da matriz
extracelular, menor acoplamento ionico entre os cardiomiocitos, disfungdo do metabolismo
energetico e aumento da apoptose. Essas alteracfes estdo associadas a um comprometimento e
reducdo das CTC (c-Kit") e Células progenitoras endoteliais (CD133"), o que sugere uma
reducdo da capacidade regenerativa do 6rgédo frente as injdrias.

Palavras chaves: Obesidade. Dieta ocidental. Células-tronco cardiacas residentes. Terapia

celular.



ABSTRACT

MENEZES, Luciana Lopes de. Analysis of resident cardiac stem cells in an experimental
model of obesity. 2015. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2015.

The nutritional transition process has contributed to growing obesity rates. Cardiac
complications constitute the main mortality cause in obese or type 2 diabetic patients, in
which an increased fatty acid offer is related to the increased heart adiposity and dysfunction.
Obesity promotes cardiac hypertrophy, left ventricle (LV) dysfunction, cardiac fibrosis and
ultrastructural damage. For a long time, the heart has been known as a post-mitotic organ;
however, it was recently discovery a resident cardiac stem cells (CSC) population distributed
throughout the myocardium, suggesting a possible mechanism of cardiac regeneration. The
aim of this work was to evaluate the effects of western diet induced obesity over CSC. For
this purpose, 21d old - male Swiss mice were divided into control group (CG, N = 8), fed
standard chow AIN93G and obese group (OG, N = 8), fed Western diet rich in simple
carbohydrates and saturated fat. All groups were followed up for 12 weeks, with food and
water ad libitum. To verify if western diet was able to induce obese mice, it was measured:
body weight, naso-anal length, tibia length, fasting glucose, epididymal and retroperitoneal fat
weight, and heart weight. After euthanasia, the hearts were collected and processed for the
following techniques: confocal microscopy, western blotting, flow cytometry, high-resolution
respirometry and immunohistochemistry. Cardiac hypertrophy was analyzed by left ventricle
weight/tibia length ratio. OG presented a progressive weight gain (P<0.05) and glucose
intolerance (P<0.05) compared to CG. Left ventricle weight/tibia length ratio indicated
cardiac hypertrophy (131.82%, OG). High-resolution respirometry revealed mitochondrial
dysfunction, with a significant reduction in carbohydrate and fatty acid oxidation capacity and
increased mitochondrial uncoupling (P<0.001). The analysis of collagen deposition showed a
higher percentage of area stained by Sirius red in GO (P<0.0001), and also increased contents
of collagen | (P< 0.01), collagen Ill (P< 0.05), MMP-9 (P<0.02) and MMP-13 (P<0.01),
indicating fibrosis. In addition, OG presented decreased contents of CD133 (P<0.037), c-Kit
(P<0.006) and conexin 43 (P< 0.02), compared to CG. Moreover, OG demonstrated increased
proapoptotic proteins, with a higher BAX/Bcl-2 ratio than CG (P< 0.0075). Taking all these
results, we can conclude that obesity leads to structural heart modifications, with extracellular
matrix adverse remodeling, decreased cardiomyocytes ionic coupling, energetic metabolism
dysfunction and increased apoptosis. These changes are related to an impairment and
reduction of CSC (c-Kit") and endothelial progenitor cells (CD133"), suggesting a reduced
regenerative capacity of the heart against injuries.

Keywords: Obesity. Western diet. Resident cardiac stem cells. Cellular therapy.
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INTRODUCAO

O comportamento alimentar € um reflexo da interacdo de fatores fisiologicos, genéticos,
psicoldgicos e das condi¢cGes ambientais e sociais as quais os individuos estdo expostos desde
o0 utero (XU J & SINCLAIR KD, 2015). Ha, em condic¢des normais, um equilibrio fisiologico
no consumo e no gasto de energia, no qual o sistema nervoso central € responsavel pela
regulacdo do balango energético, por meio de ajustes na ingestdo alimentar, gasto e estoque de
energia (GALE et al., 2004; RUI L., 2013). Em alguns casos, no entanto, esse equilibrio é
alterado, sem prejuizos, tal como acontece no desenvolvimento da crianca até a idade adulta e,
também, na gravidez e no envelhecimento. As alteracbes que, por ventura, ocorram no
sistema de controle do apetite em condicdes patoldgicas estdo associadas, em grande medida,
as mudancas no comportamento alimentar, as quais, por sua vez, resultam em distarbios
alimentares e desenvolvimento de obesidade (KENNEDY et al. 2001; LOH K et al., 2015).

S&o intrinsecas ao controle do comportamento alimentar, além do ambito fisioldgico,
outras varidveis, tais como: 0 meio ambiente, as condi¢fes socioeconémicas, e 0 contexto
psicolégico. No que se refere ao contexto socioecondémico destaca-se, sobretudo, a mudanga
na producdo de alimentos observada nas Ultimas décadas. Esta transicdo tecnologica levou as
mudancas no perfil alimentar e nutricional da populacgéo, definida por POPKIN (2011) como
“transi¢do nutricional ”’, a qual se atribui uma das principais causas da obesidade.

A obesidade estd associada, entre outras doencas cronicas, com aumento de
morbimortalidade, doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e desordens musculares
(ZALESIN et al., 2011). Neste contexto, as complicacdes cardiacas constituem a principal
causa de mortalidade em pacientes obesos ou com diabetes tipo 2. Nesses casos, 0
fornecimento aumentado de &cidos graxos esta correlacionado com o aumento da adiposidade
no coracgdo e disfungédo cardiaca (GUZZARDI & 10ZZ0, 2011). Além disso, a obesidade
promove hipertrofia, disfuncdo do ventriculo esquerdo e fibrose do miocérdio. Podendo,
também, ocorrer danos ultraestruturais aos cardiomidcitos (desorganizacdo dos
miofilamentos, aumento da deposicao lipidica e alteracdes mitocondriais). Por consequéncia,
0 conjunto desses eventos leva ao comprometimento da funcdo cardiaca e do metabolismo
energético do coracdo (PARENTE et al., 2008; LEOPOLDO et al., 2010; VENTURA-
CLAPIER et al., 2011; LACERDA-MIRANDA et al., 2012; COSTA et al. 2012; WONG &
TAN, 2014; NEVES, CORTEZ et al., 2014).
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A hipertrofia patoldgica ou fisioldgica, fibrose apds morte celular e baixa incidéncia de
tumores, fundamentaram a hip6tese que assegura que o0 coracdo é um 6rgdo pos-mitotico. Isso
implica em dizer que se trata de um o6rgdo terminalmente diferenciado e incapaz de originar
novos cardiomiocitos apos uma lesdo (FERNANDES & PERIN, 2007). Pesquisas recentes,
porém, demonstraram que, mesmo em pequena proporcao, o coragdo adulto apresenta uma
capacidade de renovagédo dos cardiomiocitos (BERGMAN, 2009). Outros pesquisadores, tais
como WOO et al (2001), BELTRAMI et al (2003), ELLISON et al (2011; 2012), CHEN et al
(2012), HONG et al (2014) e HAYASHI et al (2015) demonstraram a presenca de uma
populacdo de células primitivas distribuidas pelo miocérdio, capazes de proliferarem quando
expostas aos estimulos especificos. Essas descobertas possibilitaram inferir, por hipétese, a
existéncia de um possivel mecanismo de regeneracdo miocardica. Tais células foram
identificadas pela presenca de marcadores de superficie (células c-kit", Sca-1" e Lin’) e sdo
células auto-renovaveis, clonogénicas e multipotentes. Desta forma, sdo capazes de dar
origem a cardiomidcitos, células musculares lisas e células endoteliais, in vitro e in vivo,
contribuindo para o remodelamento cardiaco (BELTRAMI et al., 2003).

Estima-se que a causa morte em seres humanos por doencas cardiovasculares crescera de
16,7 milhGes em 2002 para 23,3 milhdes em 2030 (OMS, 2011). Em contrapartida, as terapias
médicas disponiveis até o momento podem melhorar os efeitos da insuficiéncia cardiaca,
porém, ndo sdo capazes de reverter a perda de miocardio funcional. O tratamento atualmente
disponivel para reverter a insuficiéncia cardiaca avancada € o transplante cardiaco, o qual ndo
se apresenta como uma estratégia abrangente para toda a populacdo cardiopata, pois €
limitado pela pequena oferta de doadores. A concep¢do de uma estratégia terapéutica
regenerativa eficaz tem se tornado, portanto, primordial na ciéncia cardiovascular moderna.
Neste sentido, recentes avancos dos estudos da biologia das células-tronco oferecem grandes

perspectivas na terapia cardiaca (PTASZEK et al., 2012).
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1 TRANSICAO NUTRICIONAL

O mundo tem experimentado, nas Ultimas décadas, uma profunda transicdo tecnologica na
producdo de alimentos. Estas mudancas correspondem ao aumento do processamento, além da
alteracdo da composicéo de produtos alimentares (POPKIN, 2001). Como descrito acima, as
mudancas no perfil alimentar e da nutricdo da populacdo Ocidental foram definidas por
POPKIN em 2011 como “transicdo nutricional”. A obesidade, apesar de ter um carater
multifatorial, estd profundamente relacionada a estas mudangas, nas quais os individuos
passam a consumir alimentos extremamente caléricos, ricos em gordura saturada, sal e agUcar.
Esse novo status nutricional foi denominado como “Dieta Ocidental” ou, em inglés, “Western
Diet” (SICHIERI, 1998; OMS, 1998; ABESO, 2001; ASTRUP, 2001; KAC &
VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003; MENDONGCA & ANJOS, 2004; OMS, 2005; BRASIL,
2006; POPKIN, 2011; TEERDS et al., 2011). Aliada a uma diminuicdo de atividades fisicas,
a transicdo nutricional leva, por conseguinte, ao aumento excessivo de gordura corporal, o
qual esta, por sua vez, correlacionado aos efeitos negativos a saude (MONDA KL, et al.,
2007; Ng SW et al, 2006, POPKIN et al. 2011). Assim, a dieta ocidental é considerada um
fator determinante para o desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT).
Neste caso, tém-se como exemplos mais expressivos as doencgas cardiovasculares e a
Sindrome Metabdlica (MENDONCA & ANJOS, 2004; ZAMBON et al., 2009).
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2 OBESIDADE

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a obesidade é definida como o
acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal que pode atingir graus capazes de afetar a
salde. Pode estar associada a um desequilibrio nutricional e a distarbios genéticos e/ou
endocrinometabdlicos (FISBERG M, 1995). Em geral, 0 excesso de ganho de peso ocorre
devido ao desequilibrio energético, que conta com uma excessiva ingestdo de energia,
particularmente, de alimentos com alto teor energético, e um estilo de vida sedentaria
(POPKIN, 2011; KANTER et al., 2015). Segundo estudos da OMS, a prevaléncia da
obesidade tem aumentado expressivamente no mundo, particularmente nos paises em
desenvolvimento, onde a trajetdria de vida é mais acentuada que nos paises desenvolvidos
(Figura 1).

Com relacdo a populacdo mundial, o Ultimo relatério da OMS apontou a presenca de 1,3
bilhdo de individuos com sobrepeso (indice de massa corporea [IMC] >25) e mais de 300
milhdes com obesidade ([IMC] >30). A OMS estima que, mundialmente, 23% dos adultos
com mais de 20 anos tem sobrepeso. Nos Estados Unidos, a percentagem de individuos com

sobrepeso e obesidade ja chega a 68% da populacdo adulta.

Figura 1 - Mapa da Obesidade Mundial. Percentual de adultos com obesidade
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Fonte: Disponivel em: http://www.worldobesity.org/aboutobesity/world-map-obesity/. Acesso em 18 jan 2015.
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Enquanto no Brasil, de acordo com os ultimos dados do IBGE, entre a populacédo adulta,
49% apresenta excesso de peso e 14,8% obesidade. O resultado da Pesquisa de Orcamentos
Familiares (POF), do IBGE em parceria com o Ministério da Saude, mostrou que 0s
brasileiros nédo estdo se alimentando adequadamente. Segundo a pesquisa, 38,8 milhdes de
pessoas com 20 anos ou mais de idade estdo acima do peso, 0 que representa 40,6% da
populacéo total do pais. E, dentro deste grupo, 10,5 milhdes sdo obesos. O excesso de peso
em homens adultos saltou de 18,5% para 50,1% e ultrapassou, em 2008-09, o das mulheres,
que foi de 28,7% para 48% (Gréfico 1). No entanto, os dados revelam que ndo apenas 0s
brasileiros acima dos 20 anos tém apresentado aumento de peso, ha um aumento do sobrepeso
e da obesidade infantil. Em 2009, uma em cada trés criancas de 5 a 9 anos estavam acima do
peso recomendado pela (OMS). A parcela dos meninos e rapazes de 10 a 19 anos de idade
com excesso de peso passou de 3,7% (1974-75) para 21,7% (2008-09), ja entre as meninas e
mocas o crescimento do excesso de peso foi de 7,6% para 19,4% (Gréafico 2). A POF também

observou que o aumento continuo de excesso de peso ocorreu em todas as regides brasileiras.

Gréfico 1 — Evolucdo de indicadores na populacdo de 20+ anos de idade, por sexo — Brasil
— periodos 1974-75, 1989, 2002-2003 e 2008-2009
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Gréfico 2 — Evolucdo de indicadores antropométricos na populacdo de 10 a 19 anos de
idade, por sexo — Brasil — periodos 1974-75, 1989 e 2008-2009
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Fonte: IBGE, comunicagéo social Agosto de 2010.

Neste cenario, a epidemia mundial de obesidade é um fenémeno importante para a saude
publica com graves impactos econémicos (LAWLOR & CHATURVEDI, 2006; SICHIERI et
al., 2012). Ela estd associada ao surgimento de doencas crénicas e ao aumento da
morbimortalidade e incapacidade dos pacientes e, por conseguinte, responsavel por onerar 0s
servicos de saude, além de comprometer a qualidade de vida e a produtividade.

A fim de melhor compreender as varidveis relacionadas ao fenémeno da obesidade, diversos
esforcos estdo sendo realizados no campo da pesquisa em modelos experimentais e clinicos,
assim como, campanhas publicitarias de cunho educativo. Estas iniciativas tém como objetivo
a elaboracdo de estratégias de politicas publicas para reverter ou mitigar esta epidemia. As
pesquisas tém apontado que, embora a obesidade tenha um carater multifatorial, os principais
fatores geradores do rapido crescimento dos indices de obesidade estdo relacionados aos
aspectos culturais e socioecondmicos, isto &, nas escolhas dos alimentos, predominantemente,
fast food — ricos em gordura saturada, sal e acucar (SICHIERI, 1998; OMS, 1998; ABESO,
2001; ASTRUP, 2001; KAC & VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003; MENDONCA &
ANJOS, 2004; OMS, 2005; BRASIL, 2006; POPKIN, 2011; TEERDS et al., 2011), no estilo
de vida sedentario, e por fim, o desenvolvimento econémico, que estad correlacionado ao

aumento da renda familiar, que possibilita a inser¢do de novas classes sociais no padrdo de
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consumo Norte Americano, que passam rapidamente de um status nutricional de desnutricdo
para a obesidade (POPKIN 2011).

2.1 Obesidade: processos inflamatérios

A obesidade é, portanto, um problema de saide publica que tem alcancado propor¢oes
epidémicas, com um aumento da prevaléncia em todo o mundo (RODRIGUEZ-
HERNANDEZ et al, 2013). O advento global da obesidade aumenta o risco de
desenvolvimento de doencas metabdlicas cronicas (MENDONCA & ANJOS, 2004,
ZAMBON et al., 2009). Estas doencas estdo associadas com uma condi¢do de inflamacao
sistémica permanente (TALL AR et al, 2015). Semelhante status é influenciado pela ativacao
do sistema imune por intermédio do tecido adiposo, que promove um aumento na producdo e
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al, 2013; GRANT RW et al, 2015). A vista disso, tal
condigdo é caracteristica de véarias doengas cronicas, como: sindrome metabdlica, diabetes,
hipertensdo, esteatose hepatica ndo alcodlica, alguns tipos de céancer e doencas
cardiovasculares (ZALESIN et al, 2011; ZANG et al, 2011; JUNG & CHOI, 2014). Logo,
estas evidéncias demonstram o notavel papel desempenhado pelo tecido adiposo na resposta
inflamatdria no contexto da obesidade e patogénese das doencas correlacionadas. Dentre as
complicacgdes citadas, as doencas cardiacas constituem a principal causa de mortalidade em
pacientes obesos ou com diabetes tipo 2, nos quais um fornecimento aumentado de acidos
graxos esta correlacionado com o aumento da adiposidade no coracdo e disfuncdo cardiaca
(GUZZARDI E 10ZZ0, 2011).

A obesidade também é definida como o acimulo anormal ou excessivo de gordura
corporal, ou em outras palavras, aumento do tecido adiposo (OMS). Este tecido contém varios
tipos celulares, incluindo principalmente: adipdcitos, pré-adipdcitos, células endoteliais e
células do sistema imunolégico (MARSEGLIA et al, 2015). O tecido adiposo € responsavel
pela reserva energética, mobilizando acidos graxos para a producdo de energia (AIRES et al,
2012). Esta reserva € de vital importancia como mecanismo adaptativo, uma vez que garante a
sobrevivéncia em situacbes de escassez de recursos. Além disso, ZHANG et al (1994)
demonstraram que este tecido também possui fungdes enddcrinas, sendo ele identificado

como a fonte do horménio leptina. Tal observagcdo motivou novos esforgcos investigativos
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acerca dos fatores expressos no tecido adiposo. Hoje se sabe que os adipdcitos sintetizam e
liberam uma variedade de fatores, além da sua capacidade de depositar e mobilizar
triglicerideos, retindides e colesterol (WAJCHENBERG, 2000; KERSHAW et al, 2004;
JUNG & CHOI, 2014). Dentre os fatores expressos e secretados pelo tecido adiposo
destacam-se as proteinas que estdo envolvidas na ativacdo dos processos inflamatérios
(Tabela 1). Estas se distinguem, pois, a obesidade estd associada com inflamacéo sistémica
(GUZZARDI & 10ZZ0, 2011; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al, 2013; JUNG & CHOI,
2014; GRANT RW et al, 2015).

Tabela 1 - Tecido Adiposo — proteinas relacionadas com a inflamacao

Fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
Interleucina-6 (I1L-6)
Interleucina-1p (IL-1p)

Leptina

Adiponectina

Resistina

Proteina estimuladora de acilagdo
SSA3

Fator de inibicdo de macréfago
al Glicoproteina Acida
Pentraxina 3 (PTX3)

IL-1 receptor agonista

Fonte: Brent E. WISSE J Am Soc Nephrol 15: 2792-2800, 2004

Para melhor compreender a ponte entre a obesidade e o sistema imunolégico, faz-se
necessario, em primeiro lugar, esclarecer os mecanismos nos quais o tecido adiposo esta
envolvido na resposta imune. O tecido adiposo é um 6rgdo enddcrino e sua principal funcéo €
detectar e gerenciar o status energético global do organismo (KERSHAW et al, 2004). Para
tanto, ele estd envolvido em diversas vias metabolicas, dentre elas, a liberacdo de hormonios e
adipocitocinas envolvidas na modulagdo da resposta imunologica, como por exemplo:
Leptina, IL-1 B, IL-6 e TNF-o (Figura 2) (MIN DING et al, 2012; JUNG & CHOIN, 2014).
Outro evento observado no aumento deste tecido é o recrutamento de macrdfagos, que no
processo inflamatorio tem um papel de destaque na producao de citocinas pré-inflamatorias e
EROs (CRUVINEL et al, 2010; MARQUES & LANGOUCHE, 2013; JUNG &CHOI, 2014).
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Figura 2 — Secrecéo de adipocitocinas inflamatorias na obesidade
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Fonte: Adaptado de Jung & Choi (2014).

O aumento excessivo deste tecido na obesidade induz a perda da sua funcdo
(VAZQUEZ-VELA, 2008). Posto que, a hipertrofia destas células resulta no aumento da
expressao destes fatores e, por consequéncia, um aumento da ativacdo do sistema imune
(RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al, 2013). Por fim, todos esses eventos conduzem ao
desequilibrio da lipogénese/lipdlise, orientando a balanca em favor da lipGlise, e assim,
intensificando o lancamento de &cidos graxos na circulacdo (JUNG & CHOI, 2014). Em
sinergia a estes eventos, verificam-se danos correlacionados com a desregulacdo de enzimas-
chave envolvidas na degradagédo intracelular de triglicerideos (JOCKEN et al, 2007;
McQUAID et al, 2011). Desta forma, os adipécitos disfuncionais contribuem para uma
utilizacdo anormal dos acidos graxos, causando lipotoxicidade, aumento de citocinas pro-
inflamatdrias e EROs e, assim, corroborando para o quadro inflamatdrio crénico constatado
na obesidade (MARSEGLIA et al, 2015).

A leptina é um hormdnio secretado pelo tecido adiposo, e sua expressdo e secre¢do sdo
proporcionais a adiposidade corporal (CONSIDINE RV et al, 1996; MIN DING et al, 2012).

E principalmente conhecida pela sua acdo anorexigena, através da sinalizacdo no hipotalamo.
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Além disso, tem ag&o sobre a modulacdo do sistema imune (STOJSAVLIEVIC et al, 2014;
JUNG & CHOI, 2014). Em razdo de promover o aumento de EROs, 0 aumento da atividade
fagocitica dos macréfagos, inducdo da sintese de citocinas pré-inflamatoérias (TNF-a, IL-6,
IL-2), e interferon-gama (IFN-vy), exercendo o seu efeito sobre varias células, por exemplo,
células T, mondcitos, neutrofilos e células endoteliais (HUKSHORN et al, 2004).

As interagOes entre leptina e inflamagdo sdo bidirecionais: o aumento de citocinas pro-
inflamatdrias aumenta a resposta a sintese de leptina, que por sua vez, faz manutencdo do
status inflamatério (PAZ-FILHO et al, 2012). Ademais, a leptina esta intrincada com a
melhora da sensibilidade a insulina no figado e no musculo esquelético, além de regular a
funcio das células p pancreaticas (MARROQUI et al, 2012).

Na obesidade, todavia, 0 aumento dos niveis séricos da leptina ndo resulta em atenuacéo
do apetite. Assim, postula-se que a aparente diminuicdo dos efeitos anorexigenos € o resultado
de um mecanismo de resisténcia a leptina (FONSECA-ALANIZ et al, 2007; RAHMOUNI,
2007; KOUIDHI et al, 2010). Observa-se, ainda, uma hiperleptinemia, tal como demonstrado
nos estudos de FRIEDMAN et al (1998), onde os individuos obesos apresentavam um
aumento da expressdo de mRNA da leptina no tecido adiposo e na circulacao.

Na resisténcia a insulina ocorre a diminuicdo da capacidade dos tecidos para responder a
sua acao. O tecido adiposo é uns dos tecidos responsivos a este homémio, onde sua acdo esta
envolvida no estimulo do armazenamento de triglicerideos (MARQUES & LANGOUCHE,
2013). Este evento ocorre através de varios mecanismos, incluindo a promocdo da
diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipocitos (MARSEGLIA et al, 2015), o que resulta no
aumento da absorcdo de glicose e de acidos graxos derivados de lipoproteinas da circulagdo e
lipogénese em adipdcitos maduros (KAHN et al, 2000).

Atraves da ativacdo da via de sinalizacdo PI3K e Akt, a insulina também atua como um
anti-lipolitico, limitando a liberacdo de &cidos graxos a partir de adipdcitos, isto por que, a
ativacdo destas vias inibe a lipase homonio sensivel (MARSEGLIA et al, 2015).

Estabelecida a resisténcia a insulina, agrava-se a lipolise e, por consequéncia, 0
langcamento de &cidos graxos na circulacdo sanguinea (MARQUES & LANGOUCHE, 2013).
A sobrecarga de &acidos graxos promove o aumento de sua oxidacdo e o acumulo de
triglicerideos e metabdlitos intermediarios — que sdo desviados para vias ndo oxidativas,
dando origem a intermediarios lipotdxicos e pro-apoptoticos (GUZZARDI & 10ZZ0, 2011).
Estes podem estar envolvidos em prejuizos a sinalizagdo do calcio, da B-oxidacdo e da
utilizacdo de glicose (SCHENK et al, 2008; GUZZARDI & 10ZZ0O, 2011). Tais eventos

estdo fortemente correlacionados a disfun¢do mitocondrial, que resulta no aumento de EROs
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e, portanto, uma retroalimentacdo positiva do status inflamatério, além do comprometimento
das demais funcGes desta organela (GUZZARDI & 10ZZ0, 2011). Intermediarios de &cidos
graxos no miocardio (lipoproteina A - LPA), acido fosfatidil, diacilglicerol e ceramidas
resultam no comprometimento e saturacdo da oxidacdo de acidos graxos e ou de vias
bioenergéticas e sdo responsaveis pela resposta inflamatéria (GUZZARDI & 10ZZ0, 2011).

Todos esses eventos estdo correlacionados a diversas doencas metabdlicas cronicas, dentre
elas, as cardiovasculares assumem papel de destaque, uma vez que complicacdes cardiacas
constituem a principal causa de mortalidade em pacientes obesos ou com diabetes do tipo 2
(OMS). Diante das evidéncias apresentadas, podemos concluir que o acumulo de
triglicerideos, aumento de EROs, além do cenério de inflamacdo cronica e de baixa
intensidade, estdo associados com a hipertrofia cardiaca e disfuncdo do ventriculo esquerdo
(GUZZARDI & 10220, 2011).

2.2 Obesidade: doencas cardiovasculares

A ampla adesdo populacional a produtos industrializados ricos em gordura saturada,
hidratos de carbono simples e sal — a dieta ocidental (POPKIN, 2011), é apontada como a
principal causa da obesidade. Pesquisas indicam que acidos graxos saturados tem maior efeito
obesogénico (SELVA et al, 2006). Este efeito é explicado pela sua baixa eficiéncia
energética, sendo constantemente acilado em triglicerideos e armazenados no tecido adiposo,
enquanto os acidos graxos poliinsaturados e monoinsaturados possuem alta eficiéncia
energética e, portanto, sdo facilmente metabolizados para a producdo de energia (CASAS-
AGLESTENCH et al, 2009).

A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome complexa e multicausal cronica,
caracterizada por uma disfuncdo miocardica profunda, na qual o desfecho é a incapacidade do
coragdo em atender as exigéncias energéticas do corpo (LOPASCHUK et al, 2007). Este
fendmeno é decorrente da diminuigdo de oxigénio e/ou da disponibilidade de substratos, onde
as causas podem ser correlacionadas a hipoxia crbnica, aterosclerose, doenca arterial
coronaria, ou da disfuncdo mitocondrial induzida por fatores genéticos ou toxicos (NOH et al,
2006). Ou ainda, pode resultar do aumento da carga de trabalho do miocardio, apos
hipertensdo, por exemplo, a partir de alteragGes na estrutura cardiaca ou utilizagdo ineficiente
de ATP, levando a uma perda na utilizacdo de energia (NEVES, CORTEZ et al.,2014).
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Neste contexto, a obesidade resulta em grandes mudanc¢as no metabolismo energético

cardiaco, com um efeito significativo no aumento da absor¢do de acidos graxos e B-oxidagdo
(LOPASCHUK et al., 2007). Algumas das consequéncias correlacionadas a estas mudancas
sdo o aumento de adipocinas, citocinas pré-inflamatorias e EROs, que resultam em uma
deplecdo da capacidade funcional das mitocondrias (TAEGTMEYER, 2004; NEUBAUER,
2007; INGWALL, 2009; NEVES, CORTEZ et al., 2014). Além disso, as EROs podem
danificar o acoplamento contracdo-excitacdo, pois prejudica a homeostase do Ca**
(GUZZARDI & 10ZZ0, 2011).
Foi demonstrado, ainda, que o processo inflamatério é capaz de ativar metaloproteinases
(MMPs) e, assim, conduzir um remodelamento adverso da matriz extracelular (MEC). As
MMPs sdo uma familia de 23 enzimas, que possuem um importante papel na
estimulacao/inibicdo de angiogéneses, regulacdo do crescimento e ciclo celular, liberacdo e
ativacdo de fatores de crescimento na MEC, efeitos sobre a sinalizacdo via integrinas,
regulacdo da apoptose e vias de sobrevivéncia, alteracbes na motilidade celular, além de
influenciar na ativacdo no sistema imune e, finalmente, modulacdo sobre a bioatividade de
citocinas e quimiocinas (CAUWE, VAN DEN STEEN et al.,, 2007). A MMP-2, por
exemplo, tem sido indicada como uma importante protease na regulacdo intracelular de
proteinas no miocardio em lesdo por estresse oxidativo (KANDASAMY et al., 2010). Outra
MMP que se destaca no remodelamento patolégico da MEC cardiaca é a MMP-9, que foi
demonstrada por Mishra et al. (2013) como reguladora da expressdo de micro RNAS
(miRNASs), no balanco de célcio e de contratilidade dos cardiomiocitos. O aumento da
expressdo desses miRNAs estd associado com angiogénese, hipertrofia e fibrose no coragéo.
Além disso, a MMP-9 esta relacionada com a inibi¢do da sobrevivéncia e diferenciacdo das
células-tronco cardiacas residentes (CTC) (Figura 3) (MISHRA et al., 2012; 2013). Outro
exemplo de MMP importante no remodelamento de MEC é a MMP-13. Estas enzimas,
classificadas como colagenases, sé@o importantes na clivagem de moléculas de colagenos tipos
I e Ill, principais proteinas estruturais na fibrose cardiaca. Desta forma, elas desempenham
um importante papel na regressdo da fibrose, bem como a preservacdo da funcdo cardiaca
(HOWES JM et al., 2014).
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Figura 3 - Esquema representativo do aumento da expresséo de MMP-9 no coracéo
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Fonte: Figura adaptada de Mishra et al. (2013)

Além dos danos supracitados, outros desfechos da obesidade sdo conhecidos, tais
como: apoptose, hipertrofia e danos ultraestruturais aos cardiomidcitos — desorganizagdo dos
miofilamentos —, 0 que em conjunto, levam ao comprometimento da funcéo cardiaca e do
metabolismo energético do coracdo (PARENTE et al., 2008; LEOPOLDO et al., 2010;
VENTURA-CLAPIER et al., 2011; LACERDA-MIRANDA et al., 2012; NEVES, CORTEZ
etal., 2014; WONG & TAN, 2014).

A hipertrofia cardiaca é definida como sendo um aumento celular, caracterizado pelo
acumulo de componentes estruturais, tais como, miosina e actina e reorganizacdo da
ultraestrutura miofibrilar (HOUSTON & STEVENS, 2015). Paralelamente, ocorre o aumento
do nimero de fibroblastos, das fibras colagenas e de células endoteliais que formardo novos
capilares (McCURDY et al, 2010). A hipertrofia € uma resposta adaptativa do coracao
mediante alteracdes hemodinamicas, podendo ocorrer em duas circunstancias: em resposta
aos estimulos fisioldgicos, como em periodos de gravidez, crescimento e exercicio, ou em
condigBes patologicas, como hipertenséo, disfungéo ventricular, insuficiéncia cardiaca, entre
outros (LOPASCHUK et al, 2010). Estes mecanismos possuem diversas caracteristicas
discrepantes entre si. Na primeira, a sobrecarga hemodindmica resulta no alongamento dos
cardiomidcitos e a melhora da capacidade oxidativa, enquanto que na segunda — hipertrofia
patolégica — nota-se uma diminui¢cdo da capacidade oxidativa mitocondrial. Assim, a
hipertrofia patologica estd associada a reducdo na oxidacdo de &cidos graxos e consequente
aumento na utilizacdo da glicose (ALLARD, 2004).
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Em circunstancias patologicas, o desequilibrio entre a captacdo e utilizacdo de &cidos
graxos resulta no acimulo ectépico de triglicerideos nos cardiomiécitos (LOPASCHUK et al,
2010; NEVES, CORTEZ et al., 2014). Tal infiltracdo lipidica, conhecida como esteatose
cardiaca, tem um efeito toxico nos cardiomiocitos, que resulta em apoptose destas células
(CHAVALI et al, 2013). A perda destas células tem, por consequéncia, um processo de
remodelamento do ventriculo esquerdo (LOPASCHUK et al, 2010). No qual, o resultado é o
comprometimento e consequente desordem na interacdo entre o metabolismo e a contragéo,
progredindo para uma disfuncéo e faléncia cardiaca, o que explica 0 aumento de morte por
doencas cardiovasculares em individuos obesos (GUSTAFSSON & GOTTLIEB, 2003).

Estima-se que a morte por doengas cardiovasculares crescera de 16,7 milhdes em 2002
para 23,3 milhGes em 2030 (OMS, 2011). Em contrapartida, as terapias médicas disponiveis
até o momento podem melhorar os efeitos da insuficiéncia cardiaca, porém ndo sdo capazes
de reverter a perda de miocéardio funcional. A cura disponivel hoje para insuficiéncia cardiaca
avancada é o transplante cardiaco, que ndo € uma estratégia vidvel na populacdo em geral
devido a auséncia absoluta de doadores. Portanto, a concepc¢do de uma estratégia terapéutica
regenerativa eficaz tem se tornado primordial na ciéncia cardiovascular moderna. Nesse
sentido, os recentes avancos na biologia das células-tronco oferecem grandes perspectivas no
tratamento de cardiopatias (PTASZEK et al., 2012).
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3 CORACAO: UM ORGAO POS-MITOTICO?

O coracdo foi considerado por muito tempo como um érgdo pos-mitético, isto €, um
orgdo terminalmente diferenciado e incapaz de originar novos cardiomidcitos ap6s uma lesao
ou estimulo fisiolégico (MACLELLAN & SCHNEIDER, 2000; CHIEN & OLSON, 2002).
Acreditava-se que pouco depois do nascimento, a Unica maneira de reparacdo seria a
hipertrofia das células miocérdicas (CHIEN & OLSON, 2002). Logo, a hipertrofia patolégica
ou fisioldgica, a fibrose apds morte celular e a baixa incidéncia de tumores fundamentaram
essa hipdtese. Entretanto, BERGMANN et al (2009) comprovaram que, mesmo em peguena
propor¢do, o coragdo adulto apresenta uma capacidade proliferativa dos cardiomidcitos.
Outros pesquisadores, como por exemplo, WOO et al (2001), BELTRAMI et al (2003),
ELLISON et al (2011; 2012) e CHEN et al (2012), HONG et al (2014) e HAYASHI et al
(2015), demonstraram a presenca de uma populacdo de células primitivas distribuidas pelo
miocéardio, capazes de proliferarem quando expostas aos estimulos especificos. Essas
descobertas possibilitaram inferir, por hipétese, a existéncia de um possivel mecanismo de
regeneracdo miocardica. Tais células foram identificadas pela presenca de marcadores de
superficie (células c-kit*, Sca-1" e Lin") e s3o células auto-renovaveis, clonogénicas e
multipotentes (Figura 4). Dessa forma, sdo capazes de dar origem a cardiomiécitos, células
musculares lisas e células endoteliais, in vitro e in vivo, contribuindo para o remodelamento
cardiaco (ELLISON et al, 2011).

Figura 4 - Esquema representativo da presenca de celulas-tronco cardiacas residentes em
nichos por entre milhares de cardiomidcitos
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Fonte: Figura adaptava de Beltrami et al.(2003).
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Desse modo, a hipdtese acerca da regeneragdo cardiaca teve inicio ap6s uma série de
evidéncias que demonstraram 0s potenciais mecanismos de reparacdo miocardica. Na
vanguarda dessas pesquisas para identificacdo e caracterizacdo de células-tronco cardiacas
residentes e do seu potencial terapéutico destaca-se o grupo de ANVERSA (1998). Eles
demonstraram pela primeira vez a existéncia de células primitivas, distribuidas por todo o
orgdo cardiaco. Essas células foram identificadas pela presenca de marcadores de superficie
(células c-kit positivas e Lin negativas — c-kit"Lin") e apresentavam capacidade proliferativa e
formaram clones, in vitro. Além destes achados, esse grupo demonstrou que as células c-
kit'Lin", quando injetadas em regides peri-infatadas do miocardio, em modelo experimental,
originaram vasos e cardiomiocitos jovens. Esses resultados foram um marco e encorajaram
diversos outros grupos a explorar esse campo epistemoldgico, na busca de novas perspectivas
em terapias para cardiopatias. Posteriormente, estudos de MINAMI et al (2005) com o
transplante de um coracdo de um doador feminino para um receptor do sexo masculino,
revelou através da biopsia do coracdo transplantado, um significativo ndmero de
cardiomidcitos XY positivos. Sugerindo a participacdo da medula dssea no processo de
regeneracdo e homeostasia cardiaca.

Outros dados que contribuiram para consolidar o conceito de coracdo como um érgéo
com capacidade regenerativa foi o trabalho de BERGMAN et al (2009). Neste artigo, esses
autores exploraram os dados das concentragdes atmosféricas de carbono-14 (**C), produzidas
nos testes nucleares na segunda guerra mundial, para datar o nascimento de cardiomidcitos
em coracdes humanos. Uma caracteristica do **C é reagir com o oxigénio para formar **CO»,
este espécime € incorporado pelas plantas através da fotossintese. Assim, consumidores
primarios e, por consequéncia, os seres humanos incorporam esta molécula. Adquirindo, por
fim, concentracdes intracelulares que refletem as concentracdes de **C na atmosfera. Por
conseguinte, a estabilidade do DNA depois de sua Ultima divisdo celular garante-o como um
marcador seguro para se inferir a data de nascimento dos cardiomidcitos. Nos experimentos
de BERGMANN et al (2009), o DNA foi extraido das células cardiacas e as concentracGes de
1C foram medidas por espectrofotometria de aceleracdo de massa. Medidas de concentragdo
de **C atmosféricas foram usadas como determinante para datar o momento de divisao celular
de um cardiomiocito. Essa analise revelou que os individuos examinados apresentavam
cardiomiocitos com distintas concentragdes desse isotopo radioativo, inclusive, havia

concentragfes que correspondiam ao periodo pés-natal. Neste estudo, portanto, concluiu-se
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que os cardiomidcitos sdo renovados em uma taxa de 1% ao ano na idade de 25 e 0,45% na
idade de 75.

Tao logo, estas evidéncias sugerem que existem mecanismos de reparo e manutencao
da homeostase cardiaca. As etapas especificas envolvidas neste processo, no entanto, nao
estdo bem descritas. Acredita-se que a medula Gssea esta envolvida nesse processo, com 0
recrutamento de células e liberacdo de fatores de efeito paracrino. Além disso, diversos
grupos de pesquisa demonstraram a existéncia de nichos celulares que possuem caracteristicas
de células-tronco no tecido cardiaco, no entanto, ndo esta estabelecido seu potencial no
processo de regeneracdo desse 6rgao. Ademais, a possibilidade de ocorréncia de miogénese e
angiogénese, cria grandes expectativas terapéuticas, que buscara influenciar a resposta
enddgena.

Assim, as evidéncias de que o coracdo ndo é um 6rgdo p6s-mitético levaram a uma
mudanca de paradigma e da perspectiva da terapia cardiaca, que antes buscava a estabilizacdo
do processo patoldgico ja instaurado, e agora existe a alternativa de regeneracdo do tecido

lesado e reversdo do processo patolégico.



32

4 TERAPIA CELULAR: CELULAS-TRONCO CARDIACAS RESIDENTES

A terapia celular € uma técnica onde as células-tronco sédo transplantadas ou ativadas
para fins terapéuticos no campo da medicina regenerativa. A principal meta é o reparoe a
melhoria de doencas e/ou lesbes causadas por traumas ou por degeneracfes (MIMEAULT M,
2007; BANERJEE C, 2011). As células-troncos podem ser definidas como células
indiferenciadas capazes de auto-renovacdo e de diferenciacdo, originando progenitores
maduros (figura 5). Existem trés principais tipos de células-tronco: as embrionarias, as
adultas, que séo encontradas principalmente na medula 6ssea, 6rgdos e no corddo umbilical, e

as pluripotentes induzidas, que foram obtidas por Takahashi K et al. (2007).

Figura 5 - Esquema representativo do potencial de diferenciacéo das células-tronco
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Fonte: Adaptado de www.nationalacademies.org/stemcells

As células-tronco adultas sdo células multipotentes e tém a capacidade de gerar um
namero limitado de células especializadas. Estas células sdo raras e estdo localizadas em
nichos por entre de células maduras em diferentes 6rgéos, sendo capazes de gerar células dos
tecidos de que sdo provenientes e, assim, participar da reposicdo celular, quando necessario
(MIMEAULT et al., 2012). Evidéncia da existéncia destas células em diversos 6rgdos tem

mobilizado varios estudos no campo da terapia celular. A vista disso, as células-tronco e a
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terapia celular despontaram como uma panaceia no &mbito das pesquisas biomédicas. Neste
trabalho destacam-se as pesquisas desenvolvidas para cardiopatias. A principio, os estudos de
terapia celular se concentravam na administracdo de células-tronco adultas. As principais
células transplantadas eram as células-tronco mesenquimais, hematopoiética, células
progenitoras endoteliais (CPE) e mioblastos esqueléticos (FERNANDES & PERIN, 2007).

Nos ultimos anos, muitas pesquisas foram desenvolvidas com transplante de células-
tronco para doencas cardiacas, e elas apresentaram resultados promissores. A titulo de
exemplo, CHEN (2004) obteve sucesso com transplante de células-tronco mesenquimais
autologas, via intracoronaria, demonstrando melhora da contratilidade global, sem relato de
eventos adversos imediatos. Alguns trabalhos, no entanto, que utilizaram a administragdo
intracoronaria, relataram eventos embdlicos distais apds o procedimento (MATSUBARA et
al., 2004; VULLIET et al.,, 2004). PRINCE et al. (2006) demonstraram que a injecdo
periférica de células-tronco mesenquimais alogénicas, em modelo suino de infarto agudo do
miocardio, apresentou melhora na fracdo de injecdo e diminuicdo da area de enfarte. Estudos
utilizando outros tipos celulares foram realizados, por exemplo, a administracdo de CPE via
intracorondria para demonstracao de perfil de seguranca, tanto em pacientes pos-infarto como
em casos de oclusdo coronaria cronica (ERBS et al, 2005; ASSMUS et al., 2002), e a
administracdo de mioblastos, realizados no contexto de revascularizacdo cirirgica por via
transepicardica. No entanto, o uso dos mioblastos mostrou-se improprio, pois foi relatada
arritmia ventricular apds transplante (DIB et al., 2005; MENASCHE et al, 2003).

Trabalhos posteriores demonstraram que as melhoras obtidas, ao contrario do que se
imaginara a principio, ndo foram resultado da transdiferenciagdo das células transplantadas e,
sim, do efeito parécrino liberado por elas (TONGERS et al., 2011; SHEN Q et al., 2015).
Assim, o principal potencial terapéutico desta técnica sdo os efeitos paracrinos, que estdo
envolvidos: na secrecdo de fatores paracrinos, recrutamento de células-tronco/células
progenitoras, na ativacdo e recrutamento de células-tronco residentes, na modulacdo e
remodelamento da matriz  extracelular, angiogénese, prevencdo da apoptose,
imunomodulacdo, etc. (TONGERS et al., 2011).

Apesar de demonstrado sua importancia terapéutica na recuperacdo poOs-infate,
MEYER et al. (2006) demonstram, no estudo BOOST, que ha uma perda do beneficio
observado aos seis primeiros meses. Adicionalmente, tem sido relatado que existem
circunstancias nas quais estas células ndo poderiam exercer plenamente seu potencial. Nosso
grupo demonstrou que, em individuos obesos, as células-tronco mononucleares da medula

Ossea possuem baixa viabilidade e disfuncdo mitocondrial, sugerindo que ha um


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25514921

34

comprometimento do seu potencial terapéutico (OLIVEIRA, CORTEZ et al., 2014). Além
disso, a viabilidade terapéutica, também, estd associada com fatores sistémicos e idade
(FERNANDES & PERIN, 2007). Assim, individuos com mais comorbidades possuem menor
potencial terapéutico para o transplante autdlogo. Ademais, células de origem alogénica ainda
estdo em anélise em estudos pré-clinicos e questdes como rejeicao e reacdo inflamatoria local
ainda aguardam resposta.

Outro viés de pesquisa séo as investigacdes de terapia celular por ativacdo paracrina.
Nesta técnica, busca-se identificar fatores/moléculas capazes de ativar as vias de
sobrevivéncia das células atingidas e, com isso, alcancar a regeneracdao tecidual/érgédo.
Assim, a identificacdo das moléculas secretadas pelas células transplantadas — as CTMO —
deve tornar possivel a concepcdo de terapias que eliminem a utilizacdo de células, e se
concentrem na administracdo das moléculas efetoras principais. Desse modo, a descoberta da
existéncia de células-tronco cardiacas residentes enuncia a possibilidade de regeneracdo deste
6rgdo. Posto isto, as terapias independentes de transplante de células para a regeneracdo do
miocardio, baseadas na ativacdo, proliferacdo celular e diferenciacdo in situ das células-tronco
cardiacas residentes (CTC) seriam mais vantajosas do que as outras baseadas no transplante
de células. Primeiro, os componentes terapéuticos estariam disponiveis e prontos para usar a
qualguer momento, sem o tempo de laténcia necessario para as técnicas de terapia celular,
além do que, seriam econdmicos, — em termos de custos de producao.

Todavia, sabe-se que estas células-tronco adultas estdo quiescentes, com a atividade
basal minima (DIMOVA N et al.,2014). No entanto, foi demonstrado que esta condi¢éo pode
ser reversivel (CHEUNG & RANDO, 2013; DIMOVA N et al.,2014). Recentes avangos em
isolamento de células-tronco adultas tém fornecido insights sobre a epigenética, controle
transcricional e pds-transcricional da quiescéncia, e sugerem que é um estado ativamente
mantido em que as vias de sinalizacdo estdo envolvidas na manutencdo de um estado
equilibrado que permite a ativagdo rapida (CHEUNG & RANDO, 2013). Decifrar os
mecanismos moleculares que regulam esta condicdo nas células-tronco adulta, portanto, ird
aumentar a nossa compreensdo dos mecanismos de regeneracdo de tecido (CHEUNG &
RANDO, 2013). Estas possibilidades enunciam grandes expectativas terapéuticas, cujo
objetivo sera influenciar a resposta enddgena.

Apesar do grande avanco na compreensdo das CTC, os mecanismos que regulam a
sobrevivéncia e atividades dessas células em estados fisiopatoldgicos ainda ndo estdo
esclarecidos totalmente. Recentemente, foi demonstrado que a cardiomiopatia diabética esta

relacionada com a diminuicdo do nimero e capacidade proliferativa das CTC (LEONARDINI
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E AVOGARO, 2013). O remodelamento adverso da matriz extracelular (MEC) em
camundongos diabéticos estd relacionado com maior apoptose das CTC e consequente
faléncia cardiaca (MISHRA et al. 2013). O bom funcionamento do coracdo depende da MEC,
gue mantém a integridade estrutural e funcional cardiaca e apresenta o microambiente
necessario para as atividades mecanicas, celulares e moleculares. As metaloproteinases
(MMPs) e seus inibidores teciduais (TIMPs) regulam a degradacdo dos componentes da
MEC, que determina a fibrose cardiaca e 0 desempenho do miocardio. A MMP-9, que esta
diretamente envolvida na degradacdo da matriz cardiaca e inducdo de fibrose, também esta
relacionada com a inibicéo da sobrevivéncia e diferenciagdo das CTC (MISHRA et al., 2012,
2013). Ainda no coracéo, foi demonstrado que o desbalango do célcio intracelular e o estresse
oxidativo, em consequéncia da obesidade, estdo relacionados com a diminuicdo da atividade
das CTC (XU & REN, 2013).

Portanto, a estratégia terapéutica baseada na modulacdo das CTC esbarra em muitos
percalcos. Por isso, fazem-se necessarias investigacfes profundas sobre os mecanismos
especificos envolvidos no processo de ativacdo, proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo
destas células, a fim de responder questdes chave: estas CTC sdo capazes de proliferarem? Se
forem capazes, é possivel ocorrer de forma espontanea ou por inducdo a miogénese e a
angiogénese?  Algumas destas questdes, ainda que de forma incipiente, estdo sendo
respondidas e acredita-se que a partir de fatores genéticos e epigenéticos seja possivel
(CHEUNG & RANDO, 2013; DIMOVA N et al.,2014), tal como abordado anteriormente
nesse texto. Além disso, conhecido os efeitos deletérios da obesidade sobre as celulas-tronco
e/ou progenitoras adultas presentes em diferentes tecidos (WOO & COLS., 2011), como
estardo estas células no contexto de obesidade? Assim, nds propusemos a hipétese de que a
obesidade induzida a partir do desmame esta relacionada a um comprometimento das células-

tronco/progenitoras cardiacas.



36

5 OBJETIVOS

Estudar os efeitos da obesidade, induzida por dieta Ocidental desde o inicio da vida, sobre

as células-tronco cardiacas residentes em camundongos Swiss.

5.1 Objetivos especificos

b)

d)

f)

9)

Analisar os parametros biométricos — evolugdo da massa corporal e tolerancia a

glicose — dos grupos experimentais obeso e controle;

Identificar e quantificar as células-tronco cardiacas residentes e as células
progenitoras endoteliais no coracdo de camundongos Swiss submetidos a dieta

ocidental, por microscopia confocal, western blotting e citometria de fluxo;

Estudar a bioenergética mitocondrial do coracdo de camundongos Swiss
submetidos a dieta ocidental, por respirometria de alta-resolucao;

Quantificar a fibrose no coracdo de camundongos Swiss submetidos a dieta

ocidental, por microscopia de luz e western blotting;

Avaliar a morfologia ventricular através da estimativa de hipertrofia cardiaca
obtida pela razéo do peso do ventriculo esquerdo (VE) e comprimento da tibia em
camundongos Swiss submetidos a dieta ocidental;

Analisar o processo de apoptose no coracdo de camundongos Swiss submetidos a

dieta ocidental, por western blotting;

Analisar o acoplamento entre os cardiomiocitos através da marcacgdo de conexina
43 no coracdo de camundongos Swiss submetidos a dieta ocidental, por western

blotting.



37

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Animais e modelo experimental de obesidade

Camundongos Swiss machos de 21 dias de idade foram adquiridos no Centro de
criacdo de animais de laboratorio da Fundacdo Oswaldo Cruz (Cecal/FIOCRUZ). Estes
animais foram divididos randomicamente em: grupo controle (GC, N=8), alimentados com
racdo padrdo AIN93G (65,6% de carboidratos, 17,3% de proteinas e 17,1% de lipideos) e
grupo obeso (GO, N=8), alimentados com dieta ocidental, rica em carboidratos simples e
gordura saturada, baseada na adi¢cdo de manteiga clarificada (Ghee) (43.3% de carboidratos,
14% de proteinas e 42,7% de lipideos) conforme descrito no artigo de Tikellis et al. (2008).
Ambas as dietas foram confeccionadas pela empresa PragSolucdes Ltda (Jad - SP, Brasil), e a
composicdo de ambas pode ser verificada nos anexos 1 e 2. A composicdo final de
macronutrientes das dietas encontra-se descritas no quadro 1.

A dieta foi administrada a ambos os grupos por 12 semanas, com livre acesso a agua e
racdo. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, dois animais por caixa, sob
condicdes padrdo de temperatura (21+1°C) e umidade controlada (60+10%) com ciclo claro e
escuro de 12/12h (07:00h as 19:00h) e de exaustdo de ar a cada 15 min/hora.

Para o acompanhamento do efeito da dieta no desenvolvimento da obesidade, foram
aferidos: massa corporal — semanalmente —, comprimento naso-anal, comprimento da tibia,
glicemia, peso da gordura epididimal e retroperitoneal, peso do coracdo, peso do ventriculo
esquerdo, estimativa da hipertrofia cardiaca (razdo entre o peso do coracdo e 0 comprimento
da tibia) e indice de Lee (raiz cubica da massa corporal (g)/comprimento naso-anal (cm) X
1000) — no dia da eutanésia.

O consumo alimentar foi acompanhado durante as 12 semanas de intervencdo. A
ingestdo alimentar semanal dos animais foi estimada através da media da pesagem resto-
ingesta das racGes, em grama, realizada quatro vezes por semana (em dias alternados), em
balanca analitica de precisdo. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as normas institucionais de cuidado e uso de animais de laboratério (BAYNE,
1996), protocolo n® CEUA/033/2012.



Quadro 1 - Composicéo das dietas controle e ocidental
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Composicéo Dieta controle Dieta Ocidental
Kcallg 3,69 4,49
Carboidratos 65,6% 43,8%
e Complexo 53,7% 12,6%
e Simples 11,9% 31,2%
Proteinas 17,3% 13,9%
Lipideos 17,1% 42,4%
e Gordura saturada 2,4% 22,3%
e Gordura Monoinsaturada 43% -
e Gordura Poliinsaturada 105% 0 -
e Gordura Trans 0% 1,7%
e Colesterol 0% 0,3%

----- Néo informado.

6.2 Desenho Experimental

Grupos Experimentais

Grupo Obeso (GO), N=8

Camundongos Swiss machos
Idade: 21 dias (Desmame)

Dieta Eutanasia
| | )
1 Agua e dieta ad libitum 12
semana semanas
Grupo Controle (GC), N=8
Dieta Eutanasia
| |
- — —>
1 Agua e dieta ad libitum 12
semana semanas
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6.3 Eutanasia

No momento da eutanasia, aos 90 dias de idade, os animais foram submetidos a 6
horas de jejum para anélise de tolerancia a glicose. O sangue foi coletado da veia da caudal
dos grupos Controle e Obeso para a determinacdo da glicose plasmatica com o auxilio de
glicosimetro e fitas teste (Accu-Chek Active®). Os resultados foram expressos em mg/dl.

Logo apds, os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de Avertin®
(2,2,2-tribromoethanol, 2-metil-2-butanol) - 0,02 ml/g de massa corporal - e mensurou-se o
comprimento naso-anal com o auxilio de um paquimetro.

Ainda sob o efeito da anestesia, feita a abertura do térax, o coracdo foi retirado e
imediatamente imerso em solucdo de relaxamento e preservacdo BIOPS (em mM:
CaK,EGTA 2.77, K;EGTA 7.23, MgCl, 6.56, ditiotreitol 0.5, K-MES 50, imidazol 20,
taurina 20, Na,ATP 5.77, fosfocreatina 15, pH 7.1 ajustado a 25°C) contida em uma placa de
petri, sobre gelo, o ventriculo esquerdo foi retirado e pesado em balanga eletronica de
precisdo (BIOPRECISA-FA-2104N®).

O coracdo foi dividido em diferentes partes para sua utilizacdo nas técnicas de
respirometria, citometria, imunohistoquimica, microscopia de Gptica e western blotting.

Além do coracdo, outros 6rgaos/ tecidos foram coletados: o sangue, o figado e o tecido
adiposo branco (gordura epididimal e retroperitonal), apds retirados e pesados em balanca
eletronica de precisdo. O peso do figado (g) foi corrigido pela massa corporal (g) para
avaliacdo de possivel esteatose hepética, visto que esta razdo tem sido associada a tal
comprometimento hepéatico (SERVIDDIO et al., 2011). A tibia esquerda foi dissecada e o seu
comprimento (CT) foi aferido com auxilio de um paquimetro, fez-se entdo, estimativa de
hipertrofia cardiaca através da razdo entre o peso do ventriculo esquerdo do coracdo e o

comprimento da tibia.
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6.4 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

Apls o0 jejum de 6 horas, foram realizados testes de tolerancia a glicose nos
camundongos de ambos os grupos. Os animais receberam uma injecdo intraperitoneal de
glicose (1g/Kg de peso) e a glicemia foi verificada através do sangue retirado da veia da
cauda do animal, com o auxilio de glicosimetro (Accu-Check Active®, Roche Diagnostics,
Germany). As amostras de sangue foram coletadas antes da injecdo de glicose (tempo 0) e aos

30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a administracao de glicose.

6.5 Respiracao mitocondrial

6.5.1 Obtencdo de fibras cardiacas permeabilizadas

Apobs imersédo do coracdo em solucdo de relaxamento e preservacdo, BIOPS, gelada, o
ventriculo esquerdo foi isolado e fatias do musculo entre 2-4 mm de comprimento, 1-1,5 mm
de didmetro, 5-7 mg de peso umido, aproximadamente foram retiradas seguindo a orientacao
da fibra para evitar danos mecanicos as células. Usando pingas microcirurgicas, as fibras
musculares foram parcialmente separadas umas das outras, deixando pequenas areas de
contato. O grau de separacdo pode ser avaliado observando a mudanca de coloragdo de
vermelho para palido. Em seguida, as fibras foram transferidas para um recipiente com
solu¢ao BIOPS gelada contendo 50ug/ml de saponina e incubadas no gelo, com agitacéo
suave, por 30 minutos a 4° C para a solubilizagdo do sarcolema. As fibras permeabilizadas
foram, entdo, lavadas por 10 minutos em meio de respiracdo mitocondrial MIR05 (em mM:
EGTA 0.5, MgCl; 3.0, K-MES 60, taurina 20, K;HPO,4 10, HEPES 20, Sacarose 110 e BSA
1g/L, pH 7.1 ajustado a 25°C) no gelo.
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6.5.2 Respirometria de alta resolucdo

Ap0s a permeabilizacdo, as fibras foram pesadas em balanca analitica e 2 a 3 mg de
tecido foram adicionados a camara do oxigrafo OROBOROS® Oxygraph-2k (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Austria) contendo 2ml de MIR05 a 37°C. Todas as analises foram
realizadas em concentracGes de oxigénio superiores a 400 nmol O, ml-1. As taxas de
consumo de oxigénio foram expressas como pmol de O, s-1 mg de peso Umido-1. O estudo
foi realizado com dois grupos de substratos independentes em cada camara: (camara A, em
mM) glutamato 10, malato 2 e succinato 10, para a analise da oxidacdo de carboidratos
(complexos | e 1l da cadeia respiratoria) e (camara B, em mM) palmitoil-carnitina 0.02 e
malato 2, para a analise da oxidacdo de acidos graxos. Os parametros respiratorios foram
definidos como: taxa respiratéria basal, antes da adicdo de adenosina difosfato (ADP), estado
2; taxa respiratéria maxima estimulada por ADP (5 mM), estado 3 e taxa respiratoria na
auséncia de fosforilacdo de ADP, apods a adicdo de oligomicina (2 pg/ml), estado 4. Para
examinar a integridade mitocondrial através de todas as preparacOes, a respiracdo foi

mensurada em presenca de 10uM de citocromo c.

6.6 Citometria de fluxo

Um fragmento de 250pg do coracao foi dissociado mecanicamente com auxilio de bisturi,
no fluxo laminar. Em seguida, foi incubado em solugdo contendo 5 ml de EGTA e 5 ml de
colagenase, a 37°C em placa agitadora aquecida por 5 minutos. Apds, o sobrenadante foi
transferido para um tubo Falcon e o volume foi ajustado em 15mL com meio de cultura
DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco), pH 7,4. A amostra foi centrifugada a 1500
RPM por 5 minutos e o pellet ressuspendido em 2 mL de PBS gelado. Em seguida, a amostra
foi filtrada com cell strainer (Corning) em tubos de 50 mL, centrifugada a 1500 RPM por 5
minutos e o pellet ressuspendido em PBS. Foram feitas as analises fenotipicas e quantificacdo
das células-tronco cardiacas residentes (c-kit'CD45) e células progenitoras endoteliais
(CD133"). Para isso, a amostra foi aliquotada em tubos eppendorf (20uL por tubo, contendo
1x10° células) e incubadas com 1pL de anticorpo conjugado: anti-Ckit (APC Abcan), anti-
CD45 (FITC BD Biociences) e anti-CD133 (obtido em cabra, conjugado com Alexa Fluor
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555), por 30min a 4°C. Apds, a amostra foi centrifugada, lavada com PBS e um volume final

de 300pL foi utilizado para leitura no citbmetro BD Accuri.

6.7 Processamento do material histologico

Os coracdes coletados foram fixados em formaldeido a 4%, tamponado por 48 horas,
lavados em agua corrente por uma hora, e desidratados em baterias crescentes de &lcool e
diafanizado com xilol. Em seguida, foram banhados e incluidos em parafina liquida. Os
blocos formados foram seccionados em cortes seriados de 5um, aderidos em laminas

silanizadas.

6.8 Imunomarcacao

Cortes de 5 um do coracdo foram incubados com anticorpos primarios anti-c-kit
(Santa Cruz, obtido em coelho) e anti-CD45 (Santa Cruz, obtido em cabra) (células-tronco
cardiacas residentes — c-kit"CD45’). Em seguida, foram lavados e incubados com o anticorpo
secundario especifico, c-kit (conjugado Alexa Fluor 488) e CD45 (conjugado a Alexa Fluor
555), montados em laminulas com meio de montagem SlowFade (Molecular Probes) e

observados ao microscépio de varredura confocal a laser.

6.9 Analise quantitativa de colageno (fibrose)

Cortes de 5um do coragdo foram corados com Picro-Sirius Red (solucdo a 0,1% de
Direct Red 80, Sigma-Aldrich) por 45min, posteriormente analisados em microscopio de luz
equipado com camera CCD. As imagens das areas coradas em vermelho, consideradas
fibréticas pelo acimulo excessivo de colageno, foram capturadas com objetiva de 40x e

analisadas com o software Image-Pro Plus. O valor médio de 15 areas (5 areas selecionadas
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de 3 laminas da mesma amostra) selecionadas aleatoriamente por animal foi expresso como a

porcentagem de &rea de fibrose, N=8 para 0s grupos obeso e controle.

6.10 Western blotting

Oito animais de cada grupo (GC e GO) foram submetidos a eutanasia, parte do
ventriculo esquerdo retirado destes animais foi congelado imediatamente em nitrogénio
liquido para posterior analise do contedo proteico através da técnica de Western Blotting de
rotina, segundo Cortez e colaboradores (2012b).

O material foi fragmentado e homogenizado em solucdo de lise gelada (em mmol:
HEPES 30 pH 7,4, Na;P,07 50, NaF 100, EDTA 1, NazVO, 10, Triton X-100 1%,) contendo
coquetel de inibidores (Complete, EDTA-Free, Roche Diagnostic®), por trituracdo manual
com o homogenizador potter-Elvhejam® até tornar-se liquido. O homogeneizado foi colocado
em repouso no gelo por 30 minutos. Em seguida, foi centrifugado a 13000 rpm por 15
minutos, a 4°C (Micro Centaur, Sanyo®) e o sobrenadante foi coletado e congelado a -70°C.
A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método colorimétrico de detecgdo
através do Kit Pierce® BCA Protein Assay (Thermo Scientific USA, Rockford, IL). Em
seguida as amostras foram fervidas por 3 minutos com 20% de solucéo tampéao (glicerol 10%,
2-B-mercaptoetanol 5%, SDS 10% NaOH 10N e azul de bromofenol 0,0001%) a 100°C, para
desnaturacdo das proteinas.

As proteinas totais (15ug de proteina) foram aplicadas no gel de poliacrilamida de
12% (acrilamida 30%, bis-acrilamida 1,6%, APS 10%, TEMED, SDS 0,4 %, Tris 1,5 M)
juntamente com o padrdo de peso molecular para proteinas de 12/250 KDA (GE-Healthcare
Life Sciences®) em cuba de eletroforese (Bio-RAD®, EUA). Apos a separacdo das proteinas
de acordo com seu peso molecular, estas foram transferidas para uma membrana PVDF
(Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech®), utilizando o sistema semi-dry (Bio-RAD®,
EUA). Posteriormente, as membranas foram incubadas em solugdo de blogueio Tween-TBS
(NaCl 0,5M, Tris-HCI 20mM, pH 7,5, Tween-20 0,05%) contendo 5% de leite desnatado.

As membranas foram incubadas (overnight) com anticorpos primarios especificos para
deteccdo de proteinas anti-Metaloproteinases 13 e 9 (ambos Santa Cruz, obtidos em coelho).
O teor das proteinas dos colagenos | e 11l (ambos Santa Cruz, obtidos em cabra) também foi

quantificado. Para analise de morte celular programada foram quantificadas as proteinas pro-
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apoptdticas Bax (Santa Cruz, obtido em coelho) e anti-apoptotica Bcl-2 (Santa Cruz, obtido
em camundongo). Além disso, os marcadores de células-tronco, tais como, c-kit (Santa Cruz,
obtido em coelho) e CD133 (Santa Cruz, obtido em cabra), foram analisados. Além disso, foi
analisada a proteina conexina 43 (Chemicon, obtida em mouse) para analise do acoplamento
ibnico das fibras cardiacas.

Apo6s, as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios especificos
biotinilado apropriados. Entre a incubacdo dos anticorpos primarios e secundarios e a
streptavidina, realizou-se 3 lavagens/ 5min cada com Tween-TBS. A revelacdo foi realizada
por ECL-Plus (GE Healthcare-Life Sciences®) e as bandas obtidas foram quantificadas por
densitometria, seguida de correcdo pelo controle enddgeno (B-Actina), utilizando o software
ImageJ (NIH, USA).

Quadro 2 - Concentracdo dos anticorpos primarios e secundarios utilizados no Western
blotting

Anticorpos  Anticorpo Primério Anticorpo secundério

Bcl-2 1:1000 1:3000
Bax 1:1000 1:2000
MMP-13 1:500 1:2000
MMP-9 1:500 1:2000
Colégeno | 1:1000 1:3000
Colégeno 111 1:1000 1:2000
c-kit 1:1000 1:2000
CD133 1:1000 1:2000
Conexina 43 1:1000 1:2000

6.11 Andlises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como a média + desvio-padréo. Diferencas entre 0s

grupos foram analisadas pelo teste t-student, usando nivel de significancia de P<0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 Comportamento alimentar

Os animais que receberam a dieta Ocidental — SF05-031, com aumento nas
concentracdes de carboidratos simples (31,2%) e gordura saturada (22,3%), o Grupo Obeso
(GO), apresentaram um consumo calérico (Kcal) significativamente maior quando
comparados ao consumo registrado dos animais que receberam dieta controle — AIN93 G,
grupo controle (GC) (Grafico 3), valor de P<0,01.

Gréfico 3 - Consumo alimentar calérico de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental, durante 12 semanas. Valores representam
médiaxtSEM**P<0,01, n=8/grupo
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7.2 Parametros biométricos

Ao final do periodo de estudo, 0s grupos experimentais apresentavam diferencas
significativas nos pardmetros biométricos analisados. O GO apresentou aumento do peso
absoluto corporal (17,62%, P<0,001), da gordura epididimal (126,24 %, P<0,001), da gordura
retroperitonial (100%, P<0,001), do peso do figado (30,29%, P< 0,03), do indice de Lee
(25,13%, P<0,01) e da glicemia de jejum (71,19%, P< 0,05) quando comparado ao grupo
controle (GC) (Gréfico 4, Tabela 2).

Graéfico 4 - Evolugdo da peso corporal de camundongos Swiss submetidos a dieta controle
(GC) e dieta ocidental (GO)
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Tabela 2 - Massa corporal, comprimento naso-anal, indice de Lee, gordura epididimal, gordura

retroperitonial e glicemia de jejum de camundongos Swiss submetidos a dieta
controle e ocidental durante 12 semanas

GC GO Valor de P
Peso corporal (g) 47,1+0,8 55,4+2,9 0,0001
Comprimento Naso-anal (cm) 91,56+2,1 95,63+1,9 -
indice de Lee 150.4 + 3.4 188.2 + 12 0,01
Gordura Epididimal (g) 1,41+0,30 3,19+0,20 0,001
Gordura Retroperitoneal (g) 0,62+0,11 1,24+0,05 0,001
Glicemia (mg/dL) 84,7+ 6,4 145+16,2 0,05

7.2.1 Teste intraperitoneal de tolerdncia a glicose (TITG)

O GO apresentou menor tolerancia a glicose quando comparado ao CG nos tempos de
30, 60 e 90 minutos (P< 0,02) (Grafico 5).

Gréfico 5 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose
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7.2.2 Andlise de esteatose hepatica

Ao corrigirmos o peso do figado (g) pela massa corporal (g), constatamos uma relacao
positiva para esteatose hepatica no GO, visto que este se apresentou com a razdo 36,51%
maior do que o GC (GC: 0,039 £ 0,001; GO: 0,054+ 0,003, Média £SEM ***P< 0,0007)
(Figura 6).

Figura 6 - Coloragdo de rotina Hematoxilina e Eosina de tecido hepatico
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Legenda: (A) GC: coloracdo de rotina H&E, tecido hepatico 20x, em destaque 40x. (B) GO: coloracdo de
rotina H&E, tecido hepatico 20x, em destaque 40x. (C) Gréfico da estimativa de esteatose hepética
dos camundongos Swiss submetidos as dietas controle (GC) e ocidental (GO). Os valores
representam a MédiatSEM***P<0,0007. N=8/ grupo.
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7.2.3 Estimativa de hipertrofia cardiaca

As anélises das medidas do peso do ventriculo esquerdo (VE) e a razdo deste valor
com o comprimento da tibia (CT) demonstraram um aumento de 131,82% (SEM**P<0,007)

no GO. Esta medida faz estimativa da hipertréfica cardiaca (Tabela 3).

Tabela 3 - Estimativa de hipertrofia cardiaca através das
medidas do  ventriculo esquerdo e
comprimento da tibia dos grupos com dieta
controle e ocidental durante 12 semanas

GC GO
N=9 N=8
MédiatSEM MédiaxtSEM  Valor de P
PVE (g) 0,06 £ 0,0028 0,12 £ 0,0064 0,0001
CT (mm) 24,3+0,73 25,5+ 0,63 0,2486
PVE/CT 0,0022 + 0,001 0,0051 + 0,003 0,0001

Os valores estédo representados como média e desvio padrdo da média
PVE= Peso do ventriculo esquerdo; CT= Comprimento da tibia.
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7.2.4 Andlise de remodelamento de matriz-extracelular: estimativa de fibrose

A analise do colageno, no tecido cardiaco, através da técnica de Picro-Sirius
demonstrou um aumento significativo da concentracéo de colageno (Figura 7). Este aumento,
também, pode ser observado nas andlises de Western Blotting para a quantificacdo de
Colageno | e Colageno Il (Figuras 8A e 8B). Os dados sdo expressos em EPM*P< 0,0001.

Figura 7 - Microscopia de luz do coragdo de camundongos corados com Picro-Sirius Red
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Legenda: (A) GC e (B) GO corados com Picro-Sirius Red. Objetiva de 40x. (C) Analise quantitativa do Picro-
Sirius. Os dados sdo expressos como média £ EPM. ***P<0,0001.
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Figura 8 - Quantificacdo de proteinas por western blotting (Col I e Col 111)
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Legenda: (A) Analise da expressao de colageno | nos GC e GO. (B) Analise da expressdo de coldgeno 11
nos GC e GO. Os dados sdo expressos como média SEM *P <0,05.

7.2.5 Andlise das metaloproteinases: MMP-9 e MMP-13

A Andlise das MMP-9 (figura 9A) por western blotting mostrou um aumento
significativo desta proteina no GO, comparado ao GC. Enquanto a analise da expressao de
MMP-13 (Figura 9B) apresentou-se menor no GO, comparado ao GC (SEM*P<0,02).

Figura 9 - Quantificacdo de proteinas por western blotting (MMP-9 e MMP-13)
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Legenda: (A) Andlise da expressdo metaloproteinase-9 (MMP-9) nos GC e GO. (B) Andlise da
expressdo de metaloproteinase-13 (MMP-13) nos GC e GO. Os dados sdo expressos como
média SEM *P < 0,05 .
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7.3 Respiracdo mitocondrial e consumo de oxigénio nas fibras cardiacas

O GO apresentou disfuncdo mitocondrial, com reducdo significativa na taxa
respiratéria maxima estimulada por ADP (estado 3), indicando redugdo da capacidade de
oxidacdo de carboidratos (P<0,001) (Figura 10A) e de &cidos graxos (P<0,001) (Figura 11A)

Além disso, constatamos um aumento do desacoplamento mitocondrial através da
razdo do controle respiratorio (RCR) (P<0,001) (Figuras 10D e 11D). Observamos, também,
uma diminuicdo da razdo do controle aceptor (ACR) no GO, comparado ao GC, indicando
menor capacidade de producdo de ATP (Figuras 10E e 11E). Avaliamos a integridade da
membrana mitocondrial utilizando citocromo ¢ e observamos que ndo houve aumento do
fluxo respiratério em nenhum dos grupos, indicando auséncia de danos na membrana
mitocondrial (P<0,001) (Figura 10 e 11).
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Figura 10 - Respirometria de alta resolucdo de fibras cardiacas permeabilizadas obtidas de

animais dos grupos controle e obeso, submetidas aos substratos relacionados a
oxidacdo de carboidratos
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Legenda:

(A, B) Graficos originais tipicos do oxigrafo. Eixo Y da esquerda (linha azul): concentracdo de
oxigénio na cadmara. Eixo Y da direita (linha vermelha): fluxo de oxigénio. Eixo X: tempo em horas e
minutos. GM: glutamato+malato; D: ADP; S: succinato; c: citocromo ¢; Omy: Oligomicina. (C) Taxa
respiratéria maxima estimulada por ADP (Estado 3) dos grupos controle (barras pretas) e Obeso
(barras cinzas). (D) Razao do controle respiratério (RCR), calculada como a razdo Estado 3 /Estado 4.
(E) Razdo do controle aceptor (ACR), calculada como a razdo Estado 3 / Estado 2. Os dados séo
expressos como média e erro padrdo da média. P<0,05; N=6/grupo.
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Figura 11 - Respirometria de alta resolucdo de fibras cardiacas permeabilizadas obtidas de
animais dos grupos controle e obeso, submetidas aos substratos relacionados a
oxidacgdo de &cidos graxos
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Legenda: (A, B) Graficos originais tipicos do oxigrafo. Eixo Y da esquerda (linha azul): concentragdo de oxigénio na
camara. Eixo Y da direita (linha vermelha): fluxo de oxigénio. Eixo X: tempo em horas e minutos. MPC: malato
+ palmitoil-L-carnitina; D: ADP; Omy: Oligomicina. (C) Taxa respiratoria maxima estimulada por ADP (Estado
3) dos grupos controle (barras pretas) e Obeso (barras cinzas). (D) Razdo do controle respiratorio (RCR),
calculada como a razdo Estado 3 /Estado 4. (E) Razdo do controle aceptor (ACR), calculada como a razdo
Estado 3 / Estado 2. Os dados sdo expressos como média e erro padrdo da meédia. P<0,05; N=6/grupo.
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7.4 Analise de morte celular programada

Os resultados da quantificacdo por western blotting do conteudo de proteinas pro-
apoptdticas (BAX) e anti-apoptoticas (Bcl-2) mostraram que o GO apresenta um aumento
significativo da razdo BAX/ Bcl-2 (Figura 12). Os dados sdo expressos em EPM*P< 0,0075.

Figura 12 - Quantificacdo de proteinas por western blotting (BAX e Bcl-2)
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Legenda: Andlise da razdo da expressdo de BAX/Bcl-2 nos GC e GO. Os dados sdo expressos como
média EPM *P < 0,0075.




56

7.5 Analise das células-tronco cardiacas residentes e células progenitoras endoteliais

Para identificacio e localizacio das células-tronco cardiacas residentes (c-Kit"/CD45")
fizemos imunomarcagdo para c-kit (em verde), CD45 (em vermelho), e os nucleos foram
corados em azul por DAPI (Figura 13A). As imagens foram observadas em microscopia
confocal. Assim as células-tronco cardiacas residentes (c-Kit'/CD45") foram observadas por
entre os cardiomiocitos. Nas analises por western blotting (Figura 13) e citometria de fluxo
(Figura 14), verificamos que o GO apresentou reducdo no conteudo de CD133 (marcador de
células progenitoras endoteliais) € no conteudo de c-Kit (marcador de células-tronco cardiacas
residentes) no coracao, quando comparado ao GC (Fig. 13B e 13C). Os dados séo expressos
em SEM*P< 0,05.

Figura 13 - Microscopia confocal do coracdo imunomarcado com anticorpos anti-c-Kit
(verde) e anti-CD45 (vermelho)
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Legenda: Observa-se a presenca de uma célula c-Kit"CD45 (seta), caracterizada como célula-tronco
cardiaca, objetiva 60x (A). Os nucleos celulares apresentam-se corados em azul pelo DAPI.
Em destaque, demonstrado em maior aumento as duas células, objetiva 100x. (B-D) Analise
por western blotting do contetido total de (B) C-kit e (C) CD133. Os dados sdo expressos como
média + SEM. * P<0.05.




Figura 14 - Analise de citometria de Fluxo
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Legenda: (A-B): graficos de citometria de fluxo, quantificacdo Ckit*Lin, GC e GO, respectivamente. (C)
Representacdo em gréfico de barras dos gréficos A e B. (D-E): gréficos de citometria de fluxo,
quantificagdo de CD133, GC e GO, respectivamente. (F) Representacdo em grafico de barras
dos graficos D e E. Os dados sdo expressos como média SEM*P <0,05.
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7.6 Andlise da conexina 43

A quantificacdo da expressao de conexina 43 por western blotting revelou que o GO
apresenta uma menor expressao desta proteina quando comparado com o GC (Figura 15). Os

dados séo expressos em SEM*P< 0,02.

Figura 15 - Quantificacdo de proteinas por western blotting (Conexina 43)
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Legenda: Andlise da expressdo de Conexina 43 nos GC e GO. Os dados sdo expressos como média
EPM *P < 0,0220.
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8 DISCUSSAO

O processo de transicao nutricional, decorrente das mudancas no padrdo de producao e
consumo de alimentos, tem contribuido para o aumento dos indices de obesidade. A ampla
adesdo populacional a produtos industrializados, ricos em gordura saturada, hidratos de
carbono simples e sal — a dieta ocidental (POPKIN, 2011), é apontada como a principal causa.
Assim, neste estudo, buscamos reproduzir semelhante padrdo alimentar, utilizando o modelo
experimental de dieta de TIKELLIS et al. (2008) em camundongos Swiss, machos. A
administracdo desta dieta ocorreu logo apds o desmame (21 dias) até o inicio da fase adulta
(90 dias). Assim pudemos avaliar o efeito obesogénico desta dieta. Nossos resultados, entao,
indicaram um aumento de 17,62% de ganho de peso corporal nos animais submetidos a dieta
ocidental (P<0,05) quando comparados ao grupo controle (P<0,05), ainda que ambos os
grupos experimentais tenham iniciado com massa corporal semelhante (Gréfico 4).

Ademais, as analises de resto/ingesta revelaram alteracdo no comportamento alimentar
dos animais do GO, que se manifestaram hiperfagicos (Grafico 3). Além do aumento caldrico
(Kcal) intrinseco a dieta ocidental, estes animais ingeriram quantidades de alimentos
superiores as suas necessidades fisioldgicas. Portanto, postula-se que tal fato contribua
significativamente para o desenvolvimento da obesidade (GALLOU-KABANI et al., 2007).
Ja estdo bem descritos os processos fisioldgicos que controlam a saciedade (HALFORD JC &
HARROLD JA et al., 2012; CAMILLERI M, 2015) e que eles estdo comprometidos na
obesidade (HARIRI & THIBAULT, 2010; ARAFAT AM et al, 2013). Estes mecanismos séo
coordenados pelo hipotalamo, que integra os sinais do cérebro, da circulacdo periférica e do
trato gastrointestinal para regular o consumo e o dispéndio de energia (GALE et al., 2004;
RUIL, 2013).

Os camundongos do GO apresentaram um aumento de 71,19% da hiperglicemia de jejum
qguando comparados ao GC (P< 0,05). Adicionalmente, demonstramos atraves do teste
intraperitoneal de tolerancia a glicose que o GO apresentou menor capacidade de captagéo de
glicose (Gréfico 5). Logo, quando comparado ao GC, o GO apresenta maiores concentracées
de glicose no sangue nos tempos de 30, 90 e 120 min. Esses dados reforcam nossa
compreensdo dos efeitos obesogénico dessa dieta.

Finalmente, para melhor caracterizar o status de obesidade do GO, obervamos o figado
por coloracdo de rotina (H&E), além de estimarmos esteatose hepatica através da razdo do

peso do figado (PF) (g) pela massa corporal (MC) (g). A observacdo da figura 6B,
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correspondente ao GO, permite-nos notar claramente intensa deposi¢do de goticulas lipidicas
localizadas na regido interlobular e no citoplasma dos hepatdcitos, caracterizando esteatose
hepatica ndo-alcodlica. Além disso, a razdo PF(g) /MC(g) demonstrou um aumento de
36,51% no GO quando comparado ao GC (P< 0,0007). Estes dados séo corroborados pelo
estudo de Serviddio et al. (2011), onde o figado de ratos alimentados com uma dieta
hiperlipidica também apresentaram esteatose hepética ndo-alcoolica, aumento do peso do
figado e, como consequéncia, 0 aumento da relacao peso do figado/massa corporal. No estudo
de Hwang et al. (2009), camundongos C57BI/6 submetidos a dieta ocidental apresentaram
grandes goticulas de gordura no figado, caracteristica de esteatose hepatica macrovesicular.
Desta forma, estes resultados reforcam nossa hipotese que o GO desenvolveu a obesidade,
apresentando aumento de massa corporal e esteatose hepatica (Figura 6).

Ao que se refere as modificacbes na estrutura do ventriculo esquerdo (VE), realizamos
estimativas de hipertrofia através da razdo PVE/CT. Esta estimativa demonstrou que o GO
apresentou um aumento de 131,82% em comparacdo ao GC (P<0,007) (Tabela 3), o que
sugere uma possivel hipertrofia cardiaca. Este fenémeno, também, foi observado por Tikellis
et al. (2008) em camundongos C57BI/6. Outros estudos que reproduziram o mesmo modelo
de obesidade, induzida por dieta ocidental, observaram resultados semelhantes a estes, e
concluiram que dietas ricas em gordura saturada aumentam o espessamento do VE, resultando
em hipertrofia dos cardiomidcitos (FANG et al., 2008; JECKEL et al., 2011). Este fendbmeno
é uma resposta adaptativa do coracdo mediante as alteracGes hemodinamicas. No contexto da
obesidade, trata-se de um processo patologico que resulta, afinal, em disfuncao ventricular e
insuficiéncia cardiaca (VARNAVA et al, 2001; SHIRANI et al, 2000; LOPASCHUK et al,
2010).

A hipertrofia observada poder ser decorrente de alteracdes, como: aumento celular, devido
ao acumulo de seus componentes estruturais — miosina e actina —, e reorganizacdo da
ultraestrutura miofibrilar, além do depdsito de lipideos intracelular (HOUSTON &
STEVENS, 2015). Paralelamente, também, pode esta correlacionado ao aumento de
elementos de matriz extracelular e, por consequéncia, um possivel remodelamento, que pode
originar um processo de fibrose tecidual (McCURDY S et al, 2010). Ao analisarmos o
colageno total através da técnica de Picro-Sirius observamos um aumento significativo destas
proteinas no GO quando comparados ao GC (P< 0,0001) (Figura 7). Esse resultado foi
corroborado pela quantificacdo das proteinas colageno | e colageno 11l por western blotting.
Novamente, 0 GO apresentou um aumento significativo tanto de colageno | (P<0,01) como de
colageno I11 (P<0,05) (Figura 8).
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A MMP-9 se destaca no remodelamento patolégico da MEC cardiaca, como
reguladora da expressdo de microRNAs (miRNAs), no balanco de célcio e de contratilidade
dos cardiomidcitos, que estd diretamente envolvida na degradacdo da matriz cardiaca e
inducdo de fibrose (MISHRA et al., 2012; 2013). Analises da expressdo de MMP-9 por
western blotting demonstrou que o GO contém uma maior concentracdo desta proteina (P<
0,02) quando comparada ao GC (P< 0,02). A MMP-13, no entanto, esta envolvida no
remodelamento da MEC de outra forma, esta enzima, classificada como colagenase, é
importante na clivagem de moléculas de colagenos tipos | e Ill, principais proteinas
estruturais na fibrose cardiaca. Desta forma, elas desempenham um importante papel na
regressdo da fibrose, bem como a preservacao da funcdo cardiaca (HOWES JM et al., 2014).
Nossos resultados mostraram que esta enzima encontra-se em menor concentragdo no GO
(GO: 0.8 £ 0.1, P<0,01) quando comparado ao GC (GC: 1.2 £ 0.06, P<0,01) (Figura 9). Estes
resultados, portanto, corroboram nossa hipotese que a obesidade promove a fibrose cardiaca.

De maneira complementar, a literatura descreve que no processo patologico de hipertrofia
cardiaca ocorre uma diminuicdo da capacidade oxidativa mitocondrial, assim, a hipertrofia
patoldgica esta associada a reducdo na oxidacdo de acidos graxos e consequente aumento na
utilizacdo da glicose (ALLARD, 2004). Em nossos resultados de respirometria de alta
resolucdo demonstramos que o GO apresentou disfuncdo mitocondrial, com reducéo
significativa na taxa respiratéria maxima estimulada por ADP (estado 3), indicando reducéo
da capacidade de oxidacdo de carboidratos (P<0,001) (Fig. 10B ) e de acidos graxos
(P<0,001) (Fig. 11B). Observamos, também, um aumento do desacoplamento mitocondrial
através da razdo do controle respiratorio (RCR) (P<0,001) (Fig. 10D e 11D).

Na ultima década, as células-tronco adultas, principalmente as células-tronco de medula
0ssea (CTMO), e a terapia celular despontaram como uma panaceia ho ambito das pesquisas
biomédicas. A principio, a expectativa era que estas células fossem capazes de se
transdiferenciar nas celulas especificas dos tecidos/drgédos alvos. No entanto, trabalhos mais
recentes demonstraram que o principal potencial terapéutico desta técnica sdo os efeitos
parécrinos, que estdo envolvidos na secregdo de fatores paracrinos, recrutamento de células-
tronco/células progenitoras, na ativacdo e recrutamento de células-tronco residentes, na
modulacdo e remodelamento da matriz extracelular, vasculogénese/ angiogénese, prevencao
da apoptose, imunomodulacéo, etc. (TONGERS et al., 2011). Embora, diversos trabalhos tem
demonstrado sua importancia terapéutica, existem circunstancias nas quais estas células nédo
poderiam exercer plenamente seu potencial. Nosso grupo demonstrou que em individuos

obesos as celulas-tronco mononucleares da medula dssea possuem baixa viabilidade e
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disfuncdo mitocondrial, sugerindo que ha um comprometimento do seu potencial terapéutico
(OLIVEIRA, CORTEZ et al., 2014).

Outro viés de pesquisa sdo as investigacOes de terapia celular por ativacdo paracrina.
Nesta técnica busca-se identificar fatores/moléculas capazes de ativar as vias de sobrevivéncia
das células atingidas, e com isso, alcancar a regeneracdo tecidual/6rgdo. Assim, a
identificacdo das moléculas secretadas pelas células transplantadas — as CTMO — deve tornar
possivel a concepc¢do de terapias que eliminem a utilizacdo de células, e se concentrem na
administracdo das moléculas efetoras principais. Desse modo, a descoberta da existéncia de
células-tronco cardiacas residentes enuncia a possibilidade de regeneracdo deste 6rgdo. Posto
isto, as terapias independentes de transplante de células para a regenera¢do do miocérdio,
baseadas na ativacdo, proliferacdo celular e diferenciacdo in situ das células-tronco cardiacas
residentes (CTC) seriam mais vantajosas do que as outras baseadas no transplante de células.
Primeiro, os componentes terapéuticos estariam disponiveis e prontos para usar a qualquer
momento, sem o tempo de laténcia necessario para as técnicas de terapia celular, além do que,
seriam econémicos, — em termos de custos de producéo.

No entanto, em individuos obesos foi demonstrado que ha um aumento de
componentes caracteristicos da fibrose, sejam eles, o colageno | e o colageno I, a MMP-9,
esta relacionada com o remodelamento patoldgico da MEC. Foi descrito por MISHRA et al.,
(2012) que a fibrose esta correlacionada como a inibi¢éo da sobrevivéncia e diferenciacdo das
células-tronco cardiacas residentes (CTC) (MISHRA et al., 2012; 2013). Ademais, foi
demonstrado, também, que a cardiomiopatia diabética esta relacionada com a diminuicdo do
namero e capacidade proliferativa das CTC (LEONARDINI & AVOGARO, 2013).

Assim, fazem-se necessarios esclarecer algumas questBes: estas CTC sdo capazes de
entrar em citocinese? Além disso, conhecido os efeitos deletérios da obesidade sobre as
células-tronco e/ou progenitoras adultas presentes em diferentes tecidos (WOO & COLS.,
2011), como estardo estas células no contexto de obesidade? Assim, nds propusemos a
hipotese de que a obesidade induzida a partir de periodos iniciais da vida estaria relacionada a
um comprometimento das células-tronco/progenitoras cardiacas. No0ssos resultados
demonstraram o GO apresentou uma diminuicdo expressiva da populacdo de células-tronco
cardiacas residentes (C-kit'Lin"), analisadas por citometria de fluxo, quando comparado ao
GC (P <0,0057), esta diferenca corresponde a 729, 17% a menos de CTC no GO (Fig. 14).
Além disso, nas analises de western blotting e citometria de fluxo, observamos que a
expressao da proteina CD133 (marcador de células progenitoras endoteliais) no GO

apresentou reducéo significativa de 107,4% comparada ao GC (P< 0,05) (Fig. 14). A vista
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disso, estes dados corroboram nossa hipotese acerca dos danos promovidos pela obesidade a
estas populacdes de células primitivas, e podemos, assim, inferir que esta perda esta vinculada
a uma menor capacidade regenerativa e de angiogénese/ vasculogénese do érgdo cardiaco
frente as injdrias no contexto da obesidade.

Em circunstancias patoldgicas, o desequilibrio entre a captagdo e utilizagdo de acidos
graxos resulta no acimulo ectdpico de triglicerideos nos cardiomiécitos (LOPASCHUK et al,
2010). Tal infiltracdo lipidica, conhecida como esteatose cardiaca, tem um efeito toxico para
essas células, que resulta no aumento da apoptose (CHAVALI et al, 2013). De fato, os
resultados da andlise de western blotting revelaram que o GO possui uma maior relacdo
BAX/Bcl-2 (Figura 12), isto é, a expressdo de proteinas pro-apoptoticas € preponderante
sobre as proteinas anti-apoptoticas, assim, podemos inferir que no GO ha o aumento da
apoptose em relacdo ao GC (P< 0,0075). A perda destas células tem por consequéncia um
processo de remodelamento do ventriculo esquerdo (LOPASCHUK et al, 2010). No qual, o
resultado, € o seu comprometimento e consequente desordem na interagdo entre o
metabolismo e a contracdo, progredindo para uma disfuncdo e faléncia cardiaca, o que explica
0 aumento de morte por doencas cardiovasculares em individuos obesos (GUSTAFSSON &
GOTTLIEB, 2003; OMS, 2011).

Outro evento importante observado na cardiopatia no contexto da obesidade s&o alteracdes
morfologicas decorrentes da infiltracdo lipidica. Dados anteriores do nosso grupo
demonstraram que o GO apresentou maior deposicdo lipidica intramiocardica comparado ao
GC (NEVES, CORTEZ et al., 2014), provavelmente, em consequéncia da menor capacidade
de oxidacédo de acidos graxos (principal fonte energetica do coragdo adulto). Alem disso, o
GO apresentou alteracdo tecidual evidente, com cardiomiocitos danificados, os quais ndo
possuiam as estruturas bem preservadas, como os discos intercalares e as estriacoes
transversais, comparado ao GC, demonstrando o efeito lipotoxico causado pela deposicdo
lipidica aumentada.

Ao discutir as repercussoes e desfechos da obesidade no contexto da cardiopatia vimos
que esse cendrio resulta, afinal, em disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca
(VARNAVA et al, 2001; SHIRANI et al, 2000; LOPASCHUK et al, 2010), que estéo
correlacionados com o remodelamento da matriz extracelular, a diminuicdo da capacidade
oxidativa, além da hipertrofia do VE. Somaremos a esta conjuntura outra varidvel comumente
observada em pacientes obesos — a arritmia cardiaca. As mudangas na estrutura e tamanho do
coragdo alteram seu funcionamento e sua funcdo elétrica, acarretando na fibrilacdo atrial

(GIZURARSON S et al, 2014). A conexina 43 ¢ descrita como uma importante proteina que



64

participa no acoplamento da arritmia cardiaca (ROELL W et al., 2007). As conexinas séo
proteinas que estdo presentes nas jun¢des comunicantes, dos discos intercalares, que permitem
a passagem de pequenas substancias e a transmissdo dos impulsos elétricos pelo tecido
cardiaco. Este mecanismo € fundamental para a contragdo muscular do 6rgao e para o
sincronismo de seu movimento (ROELL W et al., 2007). Apesar de haver mais de 20 tipos
diferentes de conexinas, nas células musculares do coragcdo aparecem apenas quatro delas,
sendo a conexina 43 a mais abundante no ventriculo (GIZURARSON S et al., 2014). Nossas
analises por western blotting da conexina 43 mostraram uma expressiva reducdo de 69,06%
desta proteina no GO quando comparado ao GC (P< 0,02) (Fig. 15). Assim, podemos inferir
por hipdtese que o aumento da ingestdo de gordura saturada e carboidratos simples, também,
esta associada a diminuicdo desta proteina, contribuindo, desta forma, para amplificar os

prejuizos desta dieta na fungéo cardiaca.
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CONCLUSAO

A epidemia mundial de obesidade ¢ um fendmeno importante para a satde publica
com graves impactos econdmicos. O aumento dos indices de risco de obesidade esta
correlacionado a uma mudanca de habitus alimentar populacional, que incluiu na sua dieta
gordura saturada e carboidratos simples — a dieta ocidental. Nossos resultados mostraram que
0 aumento da ingestdo desses nutrientes esta correlacionado ao aumento do peso corporal,
esteatose hepatica e alteracdes no comportamento alimentar, resultando na hiperfagia. Além
disso, a obesidade estd associada ao surgimento de doencas crbnicas e ao aumento da
morbimortalidade e incapacidade dos pacientes e, por conseguinte, no comprometimento da
qualidade de vida e da produtividade. Estdo bem descritas na literatura as relacdes entre as
patologias associadas a obesidade e 0 aumento das citocinas pro-inflamatérias e das espécies
reativas de oxigénios. Este cenario resulta em grandes mudangas no metabolismo energético
cardiaco — na oxidacdo de carboidratos e acidos graxos —, e na expressdo de proteinas
envolvidas no acoplamento iénico, depois, contribui para o remodelamento patologico da
matriz extracelular, fibrose, hipertrofia e esteatose cardiaca. Além dos prejuizos supracitados
na obesidade observam-se uma diminuicdo expressiva da populacdo de células-tronco
cardiacas residentes e células progenitoras endoteliais. Portanto, a partir desses resultados
podemos concluir que na obesidade ocorrem danos morfologicos e fisiolégicos que
comprometem a funcdo cardiaca. Estes prejuizos sofrem ressonancia a medida que as
populacbes de células-tronco e células progenitoras endoteliais estdo expressivamente
reduzidas na obesidade. A perda destas populacgdes celulares pode significar uma reducéo da
capacidade de revascularizacao (angiogénese e vasculogénese) e no percentual de substituicdo

cardiomidcitos, comprometendo, assim, a homeostase fisioldgica deste 6rgao.
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ANEXO A - Dieta Controle: artigo Tikellis et al. (2008)

Diet

AIN93G

3150 Great Eastern Hwy
Glen Forrest

Western Australia 6071
p: +61 8 9298 8111

F: +61 8 9298 8700

Email: info@specialtyfeeds.com

Standard AIN93G Rodent Diet

A semi-pure diet formulation for laboratory rats and mice based on AIN-93G. This formulation
satisfies the nutritional requirements for growth of rats and mice. Some modifications have been
made to the original formulation to suit locally available raw materials.

We have evidence that vitamin losses and other changes to the diet can occur when
irradiated at 25KGy. The diet SF09-091 is formulated with extra vitamins to allow for losses
during the irradiation process. Please contact us for more information if the diet is to be

irradiated.

Calculated Nutritional Parameters

Protein 19.40%
Total Fat 7.00%
Crude Fibre 4.70%
AD Fibre 4.70%
Digestible Energy 161 MJ/ Kg
% Total calculated digestible 16.00%
energy from lipids

% Total calculated digestible 21.00%
energy from protein

Ash 4.50%

Diet Form and Features

Semi pure diet. 12 mm diameter pellets.
Pack size 5 Kg, vacuum packed in oxygen
impermeable plastic bags, under nitrogen.
Bags are packed into cardboard cartons
to protect them during transit. Smaller
pack quantity on request.

Diet suitable for irradiation but not suitable
for autoclave.

Lead time 2 weeks for non-irradiation or 4
weeks for irradiation.

Ingredients

Casein (Acid) 200 g/Kg
Sucrose 100 g/Kg
Canola QOil 70 g/Kg
Cellulose 50 g/Kg
Wheat Starch 404 g/Kg
Dextrinised Starch 132 g/Kg
DL Methionine 3.0 g/Kg
Calcium Carbonate 13.1 g/Kg
Sodium Chiloride 2.6 g/Kg
AIN93 Trace Minerals 1.4 g/Kg
Potassium Citrate 2.5 g/Kg
Potassium Dihydrogen Phosphate 6.9 g/Kg
Potassium Sulphate 1.6 g/Kg
Choline Chloride (60%) 2.5 g/Kg
AIN93 Vitamins 10 g/Kg




Calculated Amino Acids Calculated Total Vitamins
Valine 1.30% Vitamin A (Retinol) 4 000 IU/Kg
Leucine 1.80% Vitamin D (Cholecalciferol) 1 000 IU/Kg
Isoleucine 0.90% Vitamin E (a Tocopherol acetate) 75 mg/Kg
Threonine 0.80% Vitamin K (Menadione) 1 mg/Kg
Methionine 0.80% Vitamin C (Ascorbic acid) None added
Cystine 0.06% Vitamin B1 (Thiamine) 6.1 mg/Kg
Lysine 1.50% Vitamin B2 (Riboflavin) 6.3 mg/Kg
Phenylanine 1.00% Niacin (Nicotinic acid) 30 mg/Kg
Tyrosine 1.00% Vitamin B6 (Pryridoxine) 7 mg/Kg
Tryptophan 0.30% Pantothenic Acid 16.5 mg/Kg
Biotin 200 ug/Kg
Calculated Total Minerals Folic Acid 2 mg/Kg
Calcium 0.47% Inositol None added
Phosphorous 0.35% Vitamin B12 (Cyancobalamin) 103 mg/Kg
Nagnssium 0.09% ||choline 1670 mg/Kg
Sodium 0.15%
Chioride 0.16% Calculated Fatty Acid Composition
Potassium 0.40% Myristic Acid 14:0 No data
Sulphur 0.23% Palmitic Acid 16:0 0.40%
Iron 75 mg/Kg || stearic Acid 18:0 0.10%
Copper 7.0mg/Kg || paimitoleic Acid 16:1 No data
lodine 0.2mg/Kg  ||Oleic Acid 18:1 4.20%
Manganese 19 mg/Kg  [|Gadoleic Acid 20:1 0.10%
Cobalt No data Linoleic Acid 18:2 n6 1.30%
Zinc 50 mg/Kg a Linolenic Acid 18:3 n3 0.70%
Molybdenum 0.15 mg/Kg || Arachadonic Acid 20:4 n6 No data
Selenium 0.3 mg/Kg EPA 20:5 n3 Trace
Cadmium No data DHA 22:6 n3 No data
Chromium 1.0 mg/Kg Total n3 0.78%
Fluoride 1.0 mg/Kg Total n6 1.33%
Lithium 0.1 mg/Kg || Total Mono Unsaturated Fats 3.98%
Boron 3.3mg/Kg ||Total Polyunsaturated Fats 2.50%
Nickel 0.5mg/Kg || Total Saturated Fats 0.50%
Vanadium 0.1 mg/Kg
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Calculated data uses information from typical raw material composition. It could be expected that
individual batches of diet will vary from this figure. We are happy to provide full calculated nutritional
information for all of our products, however we would like to emphasise that these diets have been
specifically designed for manufacture by Specialty Feeds.



Diet
SF05-031

ANEXO B- Dieta Ocidental: artigo Tikellis et al. (2008)

3150 Great Eastern Hwy

Glen Forrest

Western Australia 6071
p: +61 8 9298 8111

F: +61

Email: info@specialtyfeeds.com

8 9298 8700

21% Fat, 0.15% Cholesterol Semi-Pure Rodent Diet

A semi-pure high fat diet formulation for laboratory rats and mice based on SF00-219, using AIN93

Vitamins.

» This Diet was developed to generate arteriosclerotic lesions in a range of susceptible mice

strains.

» We have evidence that irradiation at 25KGy can cause vitamin losses and possibly other
changes in the diet. Please contact us if the diet is to be irradiated.

Calculated Nutritional Parameters

Protein 19.00%
Total Fat 21.00%
Crude Fibre 4.70%
AD Fibre 4.70%
Digestible Energy 19.4 MJ / Kg
% Total calculated digestible 40.00%
energy from lipids

% Total calculated digestible 17.00%

energy from protein

Diet Form and Features

+ Semi pure high fat diet. 12 mm diameter
pellets.

* Pack size 1.5 Kg trays, vacuum packed in
oxygen impermeable plastic bags, under
nitrogen. Bags are packed into cardboard
cartons to protect them during transit.
Smaller pack quantity on request.

» Diet suitable for irradiation but not suitable
for autoclave.

* Lead time 2 weeks for non-irradiation or 4
weeks for irradiation.

Ingredients

Casein (Acid)

Sucrose

Clarified Butter (Ghee)
Cellulose

Wheat Starch
Dextrinised Starch

DL Methionine

Calcium Carbonate
Sodium Chloride
AIN93 Trace Minerals
Potassium Citrate
Potassium Dihydrogen Phosphate
Potassium Sulphate
Choline Chloride (75%)
AINS3 Vitamins

USP Cholesterol
Oxicap E2

195 g/Kg
341 g/Kg
210 g/Kg
50 g/Kg
132 g/Kg
22.4 g/Kg
3.0 g/Kg
17.1 g/Kg
2.6 g/Kg
1.4 g/Kg
2.6 g/Kg
6.9 g/Kg
1.6 g/Kg
2.5 g/Kg
10 g/Kg
1.5 g/Kg
0.04 g/Kg
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Calculated Amino Acids

Valine 1.20%
Leucine 1.80%
Isoleucine 0.80%
Threonine 0.80%
Methionine 0.80%
Cystine 0.06%
Lysine 1.50%
Phenylanine 1.00%
Tyrosine 1.00%
Tryptophan 0.30%
Calculated Total Minerals

Calcium 0.60%
Phosphorous 0.32%
Magnesium 0.10%
Sodium 0.14%
Chloride 0.16%
Potassium 0.40%
Sulphur 0.20%
Iron 78 mg/Kg
Copper 7.0 mg/Kg
lodine 0.2 mg/Kg
Manganese 20 mg/Kg
Cobalt No data
Zinc 51 mg/Kg
Molybdenum 0.15 mg/Kg
Selenium 0.3 mg/Kg
Cadmium No data
Chromium 1.0 mg/Kg
Fluoride 1.0 mg/Kg
Lithium 0.1 mg/Kg
Boron 2.7 mg/Kg
Nickel 0.5 mg/Kg
Vanadium 0.1 mg/Kg

Calculated Total Vitamins
Vitamin A (Retinol)
Vitamin D (Cholecalciferol)

Vitamin E (a Tocopherol acetate)

Vitamin K (Menadione)
Vitamin C (Ascorbic acid)
Vitamin B1 (Thiamine)
Vitamin B2 (Riboflavin)
Niacin (Nicotinic acid)
Vitamin B6 (Pryridoxine)
Pantothenic Acid

Biotin

Folic Acid

Inositol

Vitamin B12 (Cyancobalamin)
Choline

5650 IU/Kg
1 000 IU/Kg
77 mg/Kg
1 mg/Kg
None added
6.1 mg/Kg
6.3 mg/Kg
30 mg/Kg
7 mg/Kg
16.5 mg/Kg
200 ug/Kg
2 mg/Kg
None added
103 ug/Kg

' 1670 mg/Kg

Calculated Fatty Acid Composition

Saturated Fats C12:0 or less
Myristic Acid 14:0

Palmitic Acid 16:0

Stearic Acid 18:0

Palmitoleic Acid 16:1

Oleic Acid 18:1

Gadoleic Acid 20:1

Linoleic Acid 18:2 n6

a Linolenic Acid 18:3 n3
EPA 20:5 n3

DHA 22:6 n3

Total n3

Total n6

Cholesterol

Total Mono Unsaturated Fats
Total Polyunsaturated Fats
Total Saturated Fats

1.80%
2.60%
7.00%
2.40%
0.40%
5.50%
No data
0.40%
0.20%
No data
No data
0.35%
0.41%
0.15%
6.23%
0.77%
13.99%

Calculated data uses information from typical raw material composition. It could be expected that individual
batches of diet will vary from this figure. Diet post treatment by irradiation or auto clave could change
these parameters. We are happy to provide full calculated nutritional information for all of our products,
however we would like to emphasise that these diets have been specifically designed for manufacture by
Specialty Feeds.
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