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Resumo

DAS CHAGAS, Ygor Schleier Francisco. Estudo da resposta imune inata nas
alteracdes eletrocardiograficas no modelo de diabetes do tipo 1: Papel do
tir4 . Rio de Janeiro, julho, 2019. Dissertacdo de Mestrado, Medicina
(Cardiologia), Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

Introducédo: O Diabetes mellitus do tipo | (DMI) é uma doenca ocasionada pela
destruicdo das células-B pancreaticas nas ilhotas de Langherans, que resulta
em uma deficiéncia na producdo de insulina, provocando altos niveis de
glicemia e disfuncdo de diferentes 0Orgdos, incluindo o coracdo. O
remodelamento elétrico cardiaco é caracteristico em pacientes diabéticos
cronicos, 0s quais apresentam alteracbes na repolarizagcdo ventricular e
arritmias cardiacas, importantes preditores de morte subita. O DMI também é
caracterizado por uma inflamacao exacerbada, fazendo com que receptores do
tipo toll 4 (TLR4) aumentem sua atividade e disparem cascatas de sinalizagao

culminando em maior liberacéo de citocinas pré-inflamatorias.

Objetivo: Estudar as alteracdes eletrocardiograficas desencadeadas pelo DMI,

assim como avaliar o papel do TLR4 nesse remodelamento.

Métodos: Animais NOD fémeas foram utilizados 4 semanas apos a deteccao
de hiperglicemia e comparados com seu respectivo controle NOR. Também
utilizamos camundongos C57BL/6 machos e fémeas induzidos por STZ
(50mg/kg) por 5 dias consecutivos, assim como animais TLR4 7 de ambos os
sexos ap0s 8 semanas da inducdo. A atividade eletrocardiografica foi estudada
in vivo na derivacdo D1. A vulnerabilidade a desenvolver arritmias cardiacas foi
avaliada mediante um protocolo in vivo que combina cafeina (120 mg/kg i.p) e

dobutamina (50 pg/kg i.v).

Resultados: ApoOs 4 semana de deteccdo de hiperglicemia os animais nod
apresentaram altera¢des no Intervalo PR (29,87+ 0,6 vs 33,47+1,3 ms), Onda P
(10,50+0,3 vs 13,05+0,5 ms) e Intervalo QJ (21,59+0,4 vs 27,83%£1,2 ms),
guando comparados ao seu respectivo controle NOR. Na analise de arritmias

cardiacas os animais NOD apresentaram uma dispersdo nos resultados,



impossibilitando uma conclusdo. No modelo de STZ, optamos por realizar um
estudo dependente de género e nos machos encontramos os intervalo QJ
aumentado (20,98+0,3 vs 26,45+0,3 ms) refletindo em uma maior
susceptibilidade de desenvolver arritmias. Ao analisarmos as fémeas podemos
observar um aumento do Intervalo PR (33,39+0.5 vs 37.13+0.3 ms) assim
como o0 QJ (21.00 £0.3 vs 23.03+0.4 ms) e maior pré-disposicao a desenvolver
arritmia. Ao utilizarmos animais TLR4” de maneira sexo-especifico para o
estudo da modulacdo eletrocardiografica, observamos que o0s machos
apresentaram aumento do intervalo QJ (21.01+0.3 vs 26.16 ms).
Surpreendentemente as fémeas TLR4”7 conseguiram prevenir as alteracdes
elétricas cardiacas. Tendo ambos 0s sexos prevenidos a ocorréncia de

arritmias cardiacas.

Conclusdes: Ambos os modelos de DMI apresentaram alteragbes na
repolarizacdo inicial, caracterizada pelo intervalo QJ; Os animais WT STZ
apresentaram maior vulnerabilidade a eventos arritmicos; Fémeas TLR4™

conseguiram prevenir as alteracdes elétricas cardiacas.

Palavras Chaves: Diabetes Mellitus, Cardiomiopatia Diabética, Sistema Imune

Inato, TLR4, ECG, Arritmias cardiacas, Dimorfismo Sexual.



Abstract

DAS CHAGAS, Ygor Schleier Francisco. Study of the response immune
innate in electrocardiographic alteration in the type 1 diabetes model:
Role of tlr4. Rio de Janeiro, Julho, 2019. Masters dissertation, Medicine
(Cardiology), Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

Type 1 Diabetes mellitus (TLDM) is a disease caused by the destruction of
pancreatic 3-cells in the Langerhans islets, which results in a deficiency of
insulin production, leading to high blood glucose levels and to multiple organs
dysfunction, including the heart. Cardiac electrical remodeling is characteristic
in chronic diabetic patients, who present alterations in ventricular repolarization
and cardiac arrhythmias, important predictors of sudden death. DMI is also
characterized by exacerbated inflammation, causing toll 4 (TLR4) receptors to
increase their activity and trigger signaling cascades culminating in greater

release of proinflammatory cytokines.

Objective: To study the electrocardiographic changes triggered by DMI, as well

as to evaluate the role of TLR4 in this remodeling.

Methods: Female NOD animals were used 4 weeks after detection of
hyperglycemia and compared to their respective control (NOR). We also used
STZ - induced male and female C57BL / 6 mice (50mg / kg) for 5 consecutive
days, as well as TLR4”7 animals of both sexes after 8 weeks of induction. The
electrocardiographic activity was studied in vivo, in D1 derivation. Vulnerability
to developing cardiac arrhythmias was assessed by in vivo protocol that

combines caffeine (120 mg / kg i.p) and dobutamine (50 pg / kg i.v).

Results: After 4 weeks of detection of hyperglycaemia, the NOD animals
presented changes in the PR interval (29.87 £ 0.6 vs 33.47 £ 1.3 ms), P wave
(10.50 £ 0.3 vs 13.05 + 0.5 ms) and Interval QJ (21.59 £ 0.4 vs 27.83 £ 1.2 ms),
when compared to their respective NOR control. Analysis of cardiac
arrhythmias NOD animals presented a dispersion the results, making a



conclusion impossible. STZ model, we chose to perform a gender-dependent
study and in the males we found the QJ interval increased (20.98 + 0.3 vs 26.45
+ 0.3 ms) reflecting a greater susceptibility to develop arrhythmias. When we
analyzed the females we observed an increase the PR interval (33.39 £ 0.5 vs
37.13 £ 0.3 ms) as well as QJ (21.00 £ 0.3 vs 23.03 £ 0.4 ms) and a higher pre-
disposition to develop arrhythmia. When using TLR4 - animals in a sex-specific
manner for the study of electrocardiographic modulation, we observed that
males showed an increase in QJ interval (21.01 = 0.3 vs 26.16 ms).
Surprisingly, TLR4 - females were able to prevent cardiac electrical changes.

Having both sexes prevented the occurrence of cardiac arrhythmias.

Conclusions: Both DMI models presented alterations in initial repolarization,
characterized by QJ interval; WT STZ animals presented greater vulnerability to
arrhythmic events; TLR47 females were able to prevent cardiac electrical

changes.

Key Words: Diabetes Mellitus, Diabetic Cardiomyopathy, Innate Immune

System, TLR4, ECG, Cardiac Arrhythmias, Sexual Dimorphism.
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INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sao as principais causas de
morte em todo mundo. Estima-se que em 2030, aproximadamente 23
milhdes de pessoas venham a Obito por esta causa, totalizando 31% de
todas as mortes no mundo (WHO, 2014). No Brasil, dados do Ministério da
Saude indicam que 30% do total de mortes ocorrem devido a doencas
cardiovasculares, fazendo com que esta lidere o ranking de mortes em todo
o pais (Malta et al., 2014).

Fatores comportamentais, metabdlicos, socioeconémicos e genéticos
contribuem para o desenvolvimento de disfunc¢des cardiacas (WHO, 2011).
Nesse sentido, foi estabelecido um link entre o Diabetes Mellitus (DM) e as
DCV. Essa relacao € devida as DCV serem uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em pacientes com DM (Leon, 2015).

O DM é uma sindrome metabdlica caracterizada por um aumento dos
niveis de glicose no sangue (Israili, 2011). Dentre os tipos principais de
diabetes podemos destacar a diabetes mellitus do tipo | (DMI) e diabetes
mellitus do tipo Il (DMII).

7

O DMI, também conhecido como insulinodependente é ocasionado
pela destruicdo das células beta pancreéaticas nas ilhotas de Langherans,
resultando na insuficiéncia da producdo de insulina, acometendo
principalmente criancas e adolescentes (Katsarou et al., 2017)(Bluestone et
al., 2016)(Schmidt, Valeri e Leslie, 2005).

Ja4 o DMII, representa aproximadamente 90% de todos os pacientes
diagnosticados com diabetes no mundo, estando intimamente relacionado
aos habitos de vida (Leon, 2015). Comumente apresenta-se em idades

tardias e é caracterizado através da resisténcia a insulina (Israili, 2011).

Pacientes crénicos com DM apresentam disfuncdes em diversos
orgdos e sistemas. Dentre esses disturbios associados a hiperglicemia
destacam-se as doencas isquémicas, remodelamentos mecanicos e elétricos

do coracéo, aléem da exacerbacdo da resposta inflamatoéria local e sistémica

15



(Katsarou et al., 2017)(Suys et al., 2006) (Gupta et al., 2017)(Dogan et al.,
2006).

Um dos principais moduladores da resposta inflamatoria sdo os
horménios sexuais (Vitale, et al., 2009). Atualmente muito se tem discutido
sobre a influéncia do género na regulacdo do sistema imunoldgico. Nesse
contexto, as mulheres apresentam uma resposta imunologica mais adaptada
em relacdo aos homens (Dow et al., 2015)(Klein e Flanagan, 2016). Em
parte pode-se atribuir essa melhor adaptacdo ao estrogénio, um importante
horménio feminino que possui efeitos cardioprotetores e imunomoduladores
(Chuang et al., 2013)(Odening et al., 2012)(Jin et al., 2006). Tendo esse
presente trabalho a proposta de estudar como o sistema imune através da
ativacdo de um dos seus principais receptores, o receptor do tipo toll 4
(TLR4), pode atuar nas alteracdes cardiacas induzidas no modelo Murilo de

DMI de maneira sexo-especifico.

Nas ultimas décadas o numero de novos casos de DM cresceu
exponencialmente, fazendo com que essa enfermidade se tornasse um dos
principais problemas relacionados a saude publica. Nesse cenario, diversos
grupos de pesquisa vém se propondo a realizar estudos que visam ajudar a
compreender melhor a fisiopatologia do DM. Para a realizacdo desses
estudos na area basica sao utilizados alguns modelos: O modelo de STZ,
que ja é vastamente utilizado em inumeros trabalhos e o0 modelo NOD, que
sdo animais transgénicos que desenvolvem DMI de maneira espontanea.
Através dessas ferramentas buscamos realizar uma caracterizacdo e

comparacao entre esses dois modelos estabelecidos para o estudo de DMI.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2 DIABETES MELLITUS

Atualmente, 422 milhdes de adultos possuem diabetes no mundo. Um
estudo realizado em 2012 pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2016)
demonstrou que 1,5 milh6es de mortes foram ocasionadas pelo Diabetes
Mellitus (DM). Estima-se que em 2040, mais de 642 milhdes de pessoas
viverdo com diabetes, dos quais 193 milhdes permanecerdo sem um
diagndstico clinico (Figura). Esse alto nUmero de pessoas ndo diagnosticadas
atribui-se ao fato do DM ser uma doenca silenciosa e a precariedade ao
acesso rapido ao Sistema Unico de Saude (SUS). Tornando essa sindrome
uma das maiores preocupacdes no mundo, devido a sua grande taxa de
morbidade e mortalidade (IDF Diabetes Atlas 2015) (Figura 1).

Anualmente sdo gastos aproximadamente 650 bilhdes de ddlares com
o DM e estimativas indicam um aumento em 19% para o ano de 2040. Esses
dados representam um impacto significativo na economia mundial (IDF
Diabetes Atlas 2015).

O DM é uma sindrome metabdlica caracterizada por um aumento dos
niveis de glicose no sangue (Diabetes Care, 2004). Dentre os tipos principais
de diabetes podemos destacar a diabetes mellitus do tipo | (DMI) e diabetes
mellitus do tipo Il (DMII).
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Figura 1 - Estimativa mundial de novos casos de diabetes - De acordo com o mapa podemos
observar a distribuicdo de casos diagnosticados de diabetes em cada continente. Sado
estimados que 1 adulto entre 10 possua diabetes onde 1 adulto entre 2 ndo possua
diagndstico. Fonte: IDF ATLAS (2016)

1.3 DIABETES MELLITUS DO TIPO 1

O DMI, também conhecido como insulino-dependenteainda néo se
sabe qual a fisiopatologia da mesma, entretanto, existe uma producéo de
auto-anticorpos que levam a destruicdo das células beta pancreéticas nas
ilhotas de Langherans, resultando na insuficiéncia da producéo de insulina.
Esta doenca de etiologia ainda debatida, entretanto de predominancia auto-
imune tende acometer principalmente criancas e adolescentes. Totalizam
aproximadamente 10% dos casos de DM e acomete 1.4 milhdes de pessoas
nos EUA tendo um aumento da sua incidéncia em todo o mundo (Schmidt,
Valeri e Leslie, 2005).

As doencas autoimunes como o DMI afetam 20% da populacdo
mundial. As principais causas envolvidas nessas patologias s&o as
intensificagbes das respostas do sistemaimune tanto inato como adaptativo,
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aos quais levam a ativacdo de macréfagos e dos linfécitos T e B,

ocasionando a producédo de anticorpos (Bach et al, 2002).

Uma das principais alteragcdes envolvidas na suscetibilidade do
desenvolvimento desta patologia sdo as alteracfes referentes aos antigenos
leucocitarios humanos (HLA). Atribuindo-se 50% de sua hereditariedade a
mutacOes referentes a esse gene (Noble and Valdes, 2011). Importantes
marcadores sao imprescindiveis no diagnostico desta doenca, e nesse
cenario os anticorpos anti-insulina (IAA) sédo considerado um dos mais
eficazes marcadores para diagnostico em criangcas menores de 5 anos.
Entretanto, em idades mais avancadas o IAA perde sua sensibilidade. Nesse
contexto, através de estudos foi estabelecido como o mais sensivel e
eficiente na deteccdo do DMI os anticorpos contra a descarboxilase do acido
glutamico (anti-GADG65) (Barinas-Mitchell, et al, 2006).

1.4 DIABETES MELLITUS DO TIPO II

O DMII comete cerca de 90 a 95% dos casos de todos 0s pacientes
diagnosticados com diabetes. Os individuos apresentam niveis plasméaticos
de glicose em jejum em torno de 140mg/dL. Esse aumento da glicemia é
ocasionado como consequéncia da resisténcia a insulina fazendo com que a
recaptacao de glicose ocorra de forma ineficiente.

O mecanismo de transporte de glicose é imprescindivel para o
funcionamento de diversos tipos celulares que necessitam de energia (ATP),
para desempenhar suas funcoées fisioldgicas. Entretanto, o excesso dos niveis
plasmaticos desencadeia processos patologicos.

A insulina € um essencial hormonio para o controle glicémico. De modo
gue, os processos deletérios ocasionados pela hiperglicemia como: acumulo de
lipidios, estresse oxidativo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias interferem

em sua sinalizacéo, através da desensibilizacdo de seus receptores.

Habitos alimentares, assim como o sedentarismo estdo relacionados
com o desenvolvimento e progressédo desta doenca. Por se tratar de habitos
de vida, comumente aparece em idades tardias, podendo ou nao estar

associado a obesidade (lsraili, 2011).
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1.5 CARDIOMIOPATIA DIABETICA

Cardiomiopatia diabética foi um termo introduzido por Rubler e
colaboradores e posteriormente adotado pelos clinicos. Caracteriza-se por
mudancas estruturais e funcionais do miocardio e que nao estao diretamente
associadas a doencas da artéria coronaria (DAC) ou hipertensdo (Voulgari,
et al, 2010).

Nesse contexto, as complicacdes ao longo prazo decorrentes do DM
levam a acometimentos macrovasculares e microvasculares. Sendo
demonstrada através do estudo de Framingham a relacdo entre DCV com o
DM (Kengne, et al, 2010). Corroborando ainda com esses achados um
trabalho publicado por Almordset al (2017), mostrou que 65% dos pacientes

diabéticos morrem devido a disfungfes cardiacas.

Esse desequilibrio metabdlico decorrente da hiperglicemia e
hiperlipidémia afeta principalmente o miocardio, podendo levar a morte de
cardiomidcitos e fibrose intersticial, além de ocasionarem estresse oxidativo,
afetando a homeostase de ions no meio intracelular, em especial o Ca?*. O
que pode acarretar em comprometimento funcional do coracdo (Dietl e
Maack, 2017).

Alteracbes estruturais cardiacas sdo comumente encontradas em
pessoas acometidas pelo DM. Inicialmente é possivel detectar disfuncéo
diastélica assintomatica e com a progressdo, 0s pacientes tendem a
desenvolver insuficiéncia cardiaca (IC). Nos estagios mais avancados da

doenca pode-se observar disfungédo sistolica (Adeghate et al., 2010).

Além das alteracbes mecanicas ja descritas, sdo observadas
alteracbes elétricas nos coragcdes de pacientes diabéticos. Sendo
demonstrado um alargamento do intervalo QT e QTc do ECG. Esse aumento
na repolarizacdo ventricular geralmente € associado a neuropatia
autondmica e evidenciado em pacientes com DMI segundo Winston e col

1997. Deste modo, tanto o aumento do intervalo QT quanto a presenca de
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pos-potencias tardios podem ser considerados preditores para desencadear
arritmias cardiacas e subsequente morte subita (Niemeijer et al., 2015; Suys,
et al 2006; Rana et al., 2005).

Diabetes Mellitus e o sistema imune inato

1.6 HIPERGLICEMIA E SISTEMA IMUNE INATO

O processo inflamatério € um mecanismo fisiolégico onde visa a
eliminacdo de patdégenos ou mediacdo dos sinais enddgenos, como dano
celular. Através da inflamacdo pode-se estabelecer a homeostasia do
organismo e reparacéo tecidual, entretanto o aumento da resposta inflamatéria
gera um desequilibrio metabdlico proporcionando processos patolégicos
(Libby, Ridker e Hansson, 2009).

Nesse sentido, o DM ocasiona uma desordem metabdlica e
subsequente desregulacdo do sistema imunologico. Estabelecendo um
processo denominado de inflamacdo estéril (sem patdgeno) ocasionando a

secrecao de padrdes moleculares associados a danos (DAMPS).

Na inflamacdo estéri, DAMPS como proteina 1 do grupo de alta
mobilidade (HMGBL1), proteinas de choque térmico (HSPs), assim como
alarminas (S100A8, S100A9) sédo liberados por macréfagos, mondcitos e
células dendriticas. Essas moléculas acentuam a resposta inflamatéria através
do recrutamento de células do sistema imune inato e producédo de citocinas

pré-inflamatérias, atuando na resolucéo da injaria ( Nativel. B et al, 2013).

Outro importante mecanismo envolvido no desenvolvimento do DM sé&o
os produtos de glicacdo avancada (AGEs). Essas moléculas sdo intensamente
formadas sob condi¢cGes de hiperglicemia e estresse oxidativo(Fuentes et al.,
2016) e estabelecem alta toxicidade para as células-beta, contribuindo para a
progressao do diabetes (Chuang. M. S. et al, 2013).

Além dos fatores ja citados anteriormente, uma das fun¢des atribuidas
aos AGEs é o aumento da expresséo do fator nuclear kB (NF-kB). Esse fator

de transcrigdo esta associado com o aumento de vias apoptoéticas e modulagcéo

21



nas expressoes génicas de importantes canais idnicos para o potencial de acao
cardiaco (Panama. K. B. et al, 2011).

1.7 HIPERGLICEMIA E ATIVACAO DO EIXO TLR4/NLRP3/IL-1§

Os altos niveis de glicose plasmaticos como ja citado anteriormente
levam a exacerbacdo da resposta inflamatéria e secrecdo de citocinas pro-

inflamatdrias em pacientes diabéticos (Geerlings e Hoepelman, 1999).

Nesse contexto, moléculas relacionadas ao sistema imune inato como:
macréfagos, células dendriticas e receptores de membrana do tipo Toll like
(TLRs) séo superexpressados. Sendo a nivel cardiaco, os receptores toll like
receptor 2 (TLR2) e toll like receptor 4 (TLR4) os mais estudados (Gupta. S et
al., 2017).

Subsequentemente a ligacdo dos DAMPS aos receptores do tipo TLRs,
ocorre a ativacdo da via MyD-88 (molécula adaptadora fator de diferenciacéo
mieldide 88), que gera um aumento da atividade do NF-kB, culminando no
aumento da expressao génica de pro IL-1B, pro-IL-18 e NLRP3 (receptores do
tipo nod-like contendo um dominio de pirina 3) (Liu et al., 2016) (Versteeg. D. et
al., 2009).

A sintese e maturacdo dessas citocinas sdo dependentes de dois
sinais. O sinal 1, ativando os TLRs aumentando a atividade do fator de
trancricdo NF- kB, transcrevendo os genes pro- IL-13 e pro-IL-18. O Sinal 2,
ocorre através do efluxo de K* e ativacdo dos receptores purinérgicos P2X7
(Zha et al.,, 2016). Esse processo provoca a oligomerizacdo das moléculas
NLRP3, ASC (proteina speck-like associada a apopitose com dominio de
recrutamento de caspase, PYCARD) e caspase-1(Casp-1), clivando essas pro-

citocinas e secretando-as em sua forma ativa (Dasu et al., 2008).

No entanto, o receptor TLR4 possui uma via hdao candnica denominada
TRIF (adaptador contendo dominio “TIR” indutor de interferon B). Essa via
culmina no fator de transcricéo Interferon 3 (IRF3) exacerbando a expresséo
de mediadores inflamatorios (Troutman, et al., 2012) (Figura 2).
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Hiperglicemia
PAMPS

Figura 2 — Modelo de ativagdo do inflamossoma NLRP3 via TLR’s e clivagem e liberagéo de IL-

1B

Para a sintese e maturacdo de IL-1 sdo necessarios dois sinais. O sinal 1 é proveniente da
ativacéo dos receptores TLR’s 2 e 4, culminando na ativagdo do NF-kB aumentando a sintese
génica de pro- IL-1B. O sinal 2 ocorre através de oligomerizagdo das proteinas NLRP3, ASC e
Caspl. Mediante a formacao desse complexo protéico a pro-IL-1B é clivada em IL-1[, sua

forma ativa.

1.8 PAPEL DO SISTEMA IMUNE INATO NAS ALTERACOES ELETRICAS
CARDIACAS
Ultimamente, ja se tem estabelecido a influencia do sistema imune

inato sobre a funcgéo elétrica cardiaca através da modulagdo de importantes

canais iénicos, assim como a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias.

Como descrito anteriormente a maior atividade dos fatores de
transcricdo bem como a liberagcdo de citocinas sdo dependentes de TLR’s..

Esses receptores possuem acdo direta na sintese de citocinas pro-
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inflamatdrias, além de aumentarem as concentracdes plasmaticas de proteinas
de shock térmico do tipo HSP, sendo essa proteina um ligante dos TLR’s. De
acordo com Monnerat, et al.,, 2017, em um modelo experimental de DMI, o
silenciamento génico de TLR2 foi capaz de prevenir as alteracdes elétricas
cardiacas assim como a suscetibilidade a arritmias. Por outro lado, a ativacao
de outro importante receptor da imunidade inata, o TLR4 promove um aumento
da duracdo do potencial de acdo a 90% (APD90), mostrando-se
potencialmente arritmogénico através do aumento da atividade deflagrada e
pés-potencias tardios. Essas alteracdes possivelmente sdo explicadas pela
diminuicdo da corrente de saida de potassio (lw), através da modulagéo génica
ocasionada pela ativacdo da via acessoéria TRIF (Monnerat, et al.,, 2014)
(Figura 3).

Extracellular

Sesessnessennnnne IKChIP2/Kv4 .3

Figura 3 - Mecanismos propostos mediante a ativac&o dos receptores TLR4

O receptor TLR4 é ativado através do seu agonista LPS. Essa ativacdo € mediada pela via
acessoria TRIF, culminando em seu fator de transcricdo IRF3, modulando a atividade génica
dos canais de K* transientes de influxo. Com a baixa atividade deste canal aumenta o APD90
favorecendo uma maior atividade do trocador NCX: Na+/Ca2+ e o surgimento de pds

potenciais e atividade deflagrada. Adaptado de Monnerat G 2014
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Outro importante componente da imunidade inata envolvido nas vias
apoptoticas € o NF-kB. Esse fator de transcricdo culmina no aumento de vias
relacionadas ao estresse celular bem como modula a expressdo génica de
canais ibnicos em especial o lo(Fernandez-Velasco et al., 2007). Durante o
diabetes, ocorre o aumento dos processos inflamatorios sistémicos, que
refletem no aumento das concentracdes séricas de citocinas pré-inflamatarias,
tais como: TNF-q, IL-1B e IL-6 (Dogan et al., 2006) (Monnerat et al., 2016).
Atualmente ja se sabe que essas citocinas podem interagir diretamente com 0s
cardiomiécitos, de modo que gere um remodelamento elétrico e subsequente

arritmias cardiacas (Walley et al., 2006) (Kawada et al., 2006).

1.9 RESPOSTA SEXO ESPECIFICA NA IMUNIDADE INATA

Sabe-se que o género € um dos mais marcantes moduladores da
resposta imune. De modo que, os hormonios sexuais estdo envolvidos em
diversas cascatas de sinalizac6es mediando a expressdo génica de diversos

componentes immunes (Klein e Flanagan, 2016).

Os horménios sexuais estdo associados tanto a imunidade inata quanto
a imunidade adaptativa. O estrogénio, principal horménio feminino geralmente
possui um efeito mais imunomodulador, ativando geralmente uma resposta Th2
e liberagdo de citocinas como: IL-6 e IL-10 possuindo um papel
predominantemente anti-inflamatorio (Beagley e Gockel, 2003). Por outro lado,
a testosterona, horménio de predominancia masculina possui um efeito mais
imunossupressor, ativando uma resposta Thl (Girén-Gonzélez et al., 2000).
Vale ressaltar que macrofagos de camundongos machos apresentam uma
maior expressao de TLR4 e TLR2 diante a resolucao de infec¢cdes em relacéo
as fémeas (Roberts et al., 2012). Outra importante mediacdo hormonal
relacionada ao estrogénio € a modulacdo de TLRS8, que levam a um maior
recrutamento de MyD88 e maior ativacdo de NF-kB mediante a uma infecgao

viral (Melchjorsen et al., 2005).
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Nesse contexto, Alarcon MM (Alarcén, 2017) demonstrou que em um
modelo murino de DMI a falta do TLR4 conseguiu prevenir de maneira sexo
especifica as alteracdes elétricas cardiacas, tendo as fémeas diabéticas
prevenindo o aumento do intervalo QJ bem como o aumento do APD90. Desse
modo, parece que 0s hormdnios sexuais femininos possuem a capacidade de
interagir com receptores do sistema imune inato e assim gerar efeitos

cardioprotetores.

1.10 DIMORFISMO SEXUAL E DIABETES

Além de mediar infeccdes, o género também € influenciador da resposta
imune em diversas doencas, como no caso do diabetes. Sabe-se que a
progressdo desta enfermidade leva a acometimentos tanto macro e
microvasculares (Regensteiner et al., 2015). No DMII as mulheres apresentam
maior susceptibilidade de desenvolverem DCV devido a fatores que levam a
resisténcia a insulina em relacdo aos homens (Anand et al., 2008). Enquanto
no DMI as mortes ocasionadas por doencas cardiacas sdo semelhantes em
ambos os sexos. Estando os fatores externos como tabagismo e estilo de vida

influenciando na mortalidade desses pacientes (Patterson et al., 2003).

Um dos principais agravantes relacionados ao DM sé&o as disfungdes
endoteliais. Pacientes com DMIlI desenvolvem essa disfuncdo em estagios
mais iniciais em comparacdo com o0s pacientes com DMI, que tendem a
desenvolverem mais tardiamente (Bertoluci et al., 2015) (Peters et al., 2015). A
discussdo acerca da influencia do género nas alteragcdes endoteliais no
diabetes ainda € muito controvérsia. Mulheres no estagio de pré-menopausa
apresentam uma grande vasodilatacdo quando comparado com homens em
idades avancadas (Félétou e Vanhoutte, 2006). Entretanto no periodo pés-
menopausa as mulheres apresentam uma queda abrupta de estrogénio

perdendo a cardioprotecao proveniente deste horménio (Lee et al., 2001).

As disfuncdes geradas ao endotélio em pacientes diabéticos levam a
uma queda da producado da sintese de oxido nitrico endotelial (eNOS), através
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da producdo exacerbada de das espécies reativas de oxigénio (ROS) (Haynes
et al., 2003). Essa producdo de ROS favorece a um estresse celular
culminando na liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (Sena, Pereira e Seica,
2013).

O estrogénio possui dois receptores nucleares, o receptor de estrogénio
alfa (ERa) e receptor de estrogénio beta (ERpB). Cai et al., 2011, demonstrou
que o ERP possui a capacidade de modular a traslocacdo de GLUT4 para a
superficie celular, e assim pode-se associar esse receptor de estrogénio com a

homeostase da glicose.
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2. MATERIAS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram aprovados
pelo Comité de Etica para Uso de Animais de experimentacdo da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, sob o protocolo de nimero:130/13, 131/13, 102/15 e
137/16. Veja com Micaela ou Ainhoa porque sei que ja temos outros nameros

de protocolos novos para estes estudos.

Para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizados camundongos
selvagens C57BL/6 de ambos os sexos entre 8 a 12 semanas (fornecidos pelo
Bioterio Central da UFRJ) e camundongos transgénicos (knockouts) de corpo
todo para TLR4 (provenientes da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil,
cedidos pelo Prof. Sergio Costa Oliveira). Os animais foram mantidos no
biotério do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho na Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Brasil. Todos os camundongos utilizados neste estudo foram
mantidos em condi¢cdes controladas e estaveis de temperatura (22 °C) e com

ciclo luz-escuro de 12 em 12 horas, com livre acesso a 4gua e racao.

2.2 MODELO EXPERIMENTAL (Diabetes Mellitus do Tipo 1)

O modelo de diabetes do tipo 1 foi estabelecido a partir de 5 (cinco)
injecbes consecutivas intraperitoneais de estreptozotocina (STZ) (50 mg/kg)
diluidas em 300 pL de tampao citrato (pH 4,5). Foram considerados diabéticos
aqueles animais que apresentaram glicemia igual ou superior a 250 mg/dL,
mensurados pelo glicosimetro (Contour™ TS Bayer) apés 8 semanas da
administracao da droga.

Para a realizacdo deste trabalho utilizamos também animais NOD.
Esses animais desenvolvem espontanealmente DMI (250 mg/dL) a partir da
14° semana apds 0 nascimento. Optamos por trabalhar somente com fémeas,

pois apresentam maior susceptibilidade de desenvolverem DMI em relagdo aos
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machos. Considerados o padrédo-ouro no estudo de DMI esses animais foram
utilizados apds 4 semanas da deteccdo de hiperglicema. Os animais NOD
desenvolvem de maneira espontanea DMI, promovidos por componentes
imunolégicos. Como controle experimental o Laboratério Jackson sugere a
utilizagdo de animais NOR, que s&o animais geneticamente modificados para

criar uma resisténcia ao DMI.

2.3 MEDIDAS DE HIPERTROFIA CARDIACA E UTERINA

Para avaliacdo da hipertrofia cardiaca, foram utilizadas as razdes do
peso do coracdo/peso corporal e peso do coracdo/comprimento da tibia. Os
animais foram pesados ao final do protocolo experimental e apds eutanasiados
pela técnica de deslocamento cervical. O coracéo foi extraido, lavado com PBS
(tampéo fosfato salino) 1X e secado em papel filtro para posterior pesagem.
Para avaliagdo do comprimento da tibia, foi utilizado um paquimetro.

Para medir a hipertrofia uterina, os animais foram eutanasiados e
extraido o Utero. Ap6s a extracdo, o Utero foi lavado em PBS 1X, secado em
papel filtro e pesado em uma balanca andlitica de alta precisdo (Ohaus —

analyticalplus).

2.4 CIRUGIA DE OVARIECTOMIA (OVX)

Os animais foram previamente anestesiados comisoflurano 1,5% em um
fluxo de 1L/min de oxigénio. Posteriormente, realizou-se uma laparotomia. Com
o auxilio de uma pinca e de fio de sutura de nylon (5.0 Shalon) as tubas
uterinas foram amarradas e os ovarios extraidos. Apos a cirurgia, 0s animais

receberam tramadol na dose de 10 mg/mL, a cada 12 h.
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2.5 ELETROCARDIOGRAMA E TESTE DE VULNERABILIDADE A
ARRITMIAS

Para a implantacdo de eletrodos subcutaneos, os animais foram
previamente anestesiados com o anestésico isoflurano 1,5% em um fluxo de
1L/min de oxigénio. 24h apds, foram realizados os registros de ECG na
derivagédo DI durante 5 min com o animal acordado. No momento do registro,
0s conectores foram ligados por cabos flexiveis a um amplificador diferenciado
(fabricado pelo professor Ariel Escobar, da Universidade da California,
Merced), utilizando um filtro passa-baixa de 500 Hz e uma frequéncia de
aquisicdo de 1 kHz. O sinal foi digitalizado utilizando o Digidata 1440A (Minidigi
1-D, Axon Instruments, EUA) e registrado pelo programa sotfwareAxoscope 9.0
(AxonInstruments, EUA). Foram analisados os parametros: RR, PR, Onda P,
QRS e intervalo QJ. Optamos analisar o intervalo QJ, devido a que representa
a despolarizacéo precoce onde acontece a maior movimentagcdo de calcio nos

cardiomidécitos de camundongos.

ER

= RS

Figura 4 - Tracado representativo do eletrocardiograma em camundongo

Representacdo de um registro de eletrocardiograma obtido de um camundongo do grupo

controle. Esse tragcado montra os parametros mesurados neste trabalho
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Para avaliar a suscetibilidade a arritmias, os animais foram
primeiramente anestesiados com Xilazina (0,5 mg/g) e Ketamina (1,5 mg/qg).
Em seguida, um ECG controle foi gravado durante 5 min. Logo apd@s, foi
administrada cafeina (via i.p.) na dose de 120 mg/kg e também dobutamina na
dose de 50 ug/kg/i.v. Apés disto, um novo ECG foi registrado durante 15 min. O
indice de score de gravidade de arritmia foi estabelecido conforme a seguir: 0 =
auséncia de eventos arritmicos durante o teste; 1 = contragfes ventriculares
prematuras; 2= presenca de bigeminismo; 3 = taquicardia ventricular (VT) e 4 =
fibrilacdo ventricular. Os registros foram analisados com o auxilio do programa
LabChart 7.3 (ADInstruments).

WT+DM VT Tir2 +DM

W

2mV
o
—

1s Caf/Dobu

Figura 5 - Tragado representativo durante indug&o de arritmia utilizando Cafeina e
Dobutamina.Tracado representativo durante o protocolo de arritmia através da administracdo
de cafeina e dobutamina. A linha vermelha demonstra uma taquicardia ventricular. Na figura ao
lado observa-se um tragcado controle. (adaptado de Monnerat. G et al, 2017)

2.6 ANALISES MOLECULARES

O RNA total foi extraido usando o kit RNAseFibrousTissue (Qiagen)
seguindo as orientacbes do fabricante. A determinacdo da concentracdo de
RNA total nas amostras foi realizada por medida de absorbancia em
comprimento de onda de 260 nm (A260), utilizando um espectrofotdmetro
(NanoDrop, ThermoScientific). Foi possivel estimar a pureza do RNA por meio
das relacdes A260:A280 e A260:A230 para identificacdo de contaminantes. As

amostras que apresentaram relacao A260:A280 entre 1,80 e 2,0 e a relacao
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A260:A230 entre 2,0 e 2,2 foram consideradas. O RNA total foi estocado a -80
°C.

A Transcricdo Reversa do mRNA (1000 ng/ul) foi realizada utilizando o
High CapacitycDNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems, Brasil),
seguindo as recomendacbes do fabricante. O DNA complementar (cDNA)
obtido através de 4 ciclos: 1° ciclo de 25°C durante 10 min, 2° ciclo 37°C por
120 min, 3° ciclo 85°C a 5 min e 4° ciclo a 4°C infinito. Apés o cDNAfoi

estocado a-20°C.

O cDNA resultante da reacao de transcricdo foi usado como molde
para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). A
gPCR foi realizada utilizando o termociclador de tempo real ViiA7
(AppliedBiosystems).Foram utilizadas sondas TagMan (AppliedBiosystems,
USA) para os seguintes genes: ERa (Mn 00433149-m1), GPER (Mn 02620446-
sl), TLR4 (Mm-00445273 ml) e 18s (Mn 03928990 gl), este ultimo foi
utilizadocomo controle endégeno. A reacdo foi realizada com TagManFast
Universal PCR Master Mix, no AmpErase (Cat. #4352042). O programa
utilizado foi 50°C 2min, 95°C 20seg, 40 ciclos 95°C 1seg, 60°C 20seg. A
expressao quantitativa dos genes de interesse foi determinada pelo método
comparativo Ct, utilizando a formula 2-(AACt), onde Ct €& referente ao
“thresholdcycle”. O ACt foi determinado como a subtragdo do Ct do gene alvo e
o Ct do gene controle (18s). O AACt foi definido como a diferenga entre o ACt
de cada amostra de interesse com a média do ACt do grupo usado como
controle. O "fold-change" da expressdo do gene alvo foi calculado como a
média £+ SEM do 2-(AACt) para os grupos experimentais.

2.7 Andlise Estatistica

Para a analise estatistica desse trabalho foi utilizado o programa
GraphPadPrism 5.0. Todos os valores foram apresentados com média * erro
padrdo da média (EPD). Foram utilizados os testes t-student ndo pareado e
One-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey para comparacao entre todos
0s grupos. O valor p<0.05 foi considerado significativo.
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Capitulo |

ESTUDO DA ATVIDADE ELETRICA CARDIACA NO MODELO
DE DIABETES MELLITUS DO TIPO | EM ANIMAIS NOD
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3. HIPOTESE DO TRABALHO |
O DMI em animais NOD leva a um remodelamento elétrico cardiaco, refletido
nas alteracdes das ondas eletrocardiogréficas.

4. OBJETIVO GERAL DO TRABALHO |
Estudar as principais alteracdes eletrocardiograficas em animais NOD

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Estudar as alteracGes biométricas e metabdlicas do modelo NOD

Avaliar as principais alteracées do ECG geradas pelo DMI

Avaliar a vulnerabilidade a arritmias em animais NOD
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5. RESULTADOS

Ao longo dos anos diferentes modelos animais foram propostos e
utilizados visando aprofundar os conhecimentos no diabetes do tipo 1. Um dos
modelos considerados como “padrao ouro” é obtido por modificagdes génicas
gerando um modelo muito semelhante ao achado em humanos. Os animais
NOD desenvolvem diabetes a partir da 14° semana ap0s seu nascimento.
Nesse sentido, nosso desenho experimental consiste em utilizar os animais 4
semanas apés a deteccdo de hiperglicemia. Os animais NOD apresentaram
aumento da concentracdo de glicose no sangue quando comparados 0 seu
respectivo controle, animais NOR, bem como os animais induzidos por STZ
(Figura 6, a). O peso corporal foi mensurado ao final do protocolo experimental
e nao foi observada diferenca significativa em ambos 0s grupos experimentais
(Figura 6, b). Como parametro biométrico para avaliar o indice de hipertrofia
cardiaca utilizou-se a razao peso do coragdo sobre o comprimento da tibia. Os
animais NOD apresentaram uma diminuicdo dessa razdo, comparado ao seu
controle experimental, bem como pode-se notar uma diminuicdo desse indice

em relacdo ao modelo experimental por inducéo de STZ (Figura 6, c).
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Figura 6— Animais NOD apresentam aumento da concentracdo de glicose no sangue

Aumento da concentracdo de glicose no sangue (a). Peso corporal dos grupos experimentais (b). indice
de hipertrofia cardiaca (C). Os resultados sdo apresentados como media * erro padrdao da média. **p <
0,01 vs WT CNTRL, **p < 0,01 vs NOR.

Para investigar os efeitos da DMI na funcdo elétrica cardiaca, foi
realizado o ECG in vivo nos 4 grupos experimentais. A partir do tracado médio
foram medidos os parametros eletrocardiograficos. Os animais NOD nao
apresentaram alteracdo na frequéncia cardiaca refletida pelos valores
semelhantesno intervalo RR (Figura 7, a). Na conducdo atrio-ventricular
observamos um aumento da duracdo do tempo deste nos NOD em relacéo ao
seu préprio controle e ao modelo de STZ, esse aumento € observado atraves
do intervalo PR (Figura 7, b). A duragcdo da despolarizacéo atrial € mensurada
através da Onda P, nesse parametro os animais NOD apresentaram aumento
na duragdo quando comparado ao seu controle (Figura 7, c). No complexo
QRS nao foi observada nenhuma alteragdo nos grupos experimentais (Figura
7, d). A analise dos registros mostrou que os animais do grupo NOD

apresentaram um maior intervalo QJ, quando comparado ao seu respectivo
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controle, indicando possiveis alteracdes na repolarizacdo ventricular (Figura 7,
e). Esses dados sugerem que o modelo NOD gera alteracdes no perfil elétrico

desses coracdes.
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Figura 7 — O modelo NOD gera um remodelamento elétrico cardiaco

Os graficos acima apresentam os parametros elétricos cardiacos: (a) frequéncia cardiaca, refletida
através do intervalo RR. (b) Tempo de conducdo atrio-ventricular, intervalo PR. (C)Despolarizagdo atrial,
onda P. (D) Despolarizagao ventricular, Complexo QRS. (e) Intervalo QJ, avaliativo da fungdo elétrica
ventricular. Os resultados sdo apresentados como media * erro padrdo da média. *p < 0,05 vs NOR; **p
< 0,001 vs WT CNTRL; ** p < 0,01 vs WTDM; ***p < 0,01 vs NOR.

Um dos parametros aqui analisados, o intervalo QJ, € amplamente
utilizado como preditor de eventos arritmogénicos. Assim, uma duracdo maior
nele pode sugerir uma maior predisposicdo a arritmias ventriculares. Para o
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estudo do potencial arritmogénico, camundongos de todos 0S grupos
experimentais foram submetidos ao protocolo de estimulagdo com cafeina e
dobutamina in vivo. Apdés 15 minutos, foram avaliadas a severidade e
suceptibilidade arritmogénica nesses animais. Observa-se que os animais NOD
apresentam maior vulnerabilidade a arritmias em relagdo ao seu proprio
controle NOR. Esse aumento também pode ser observado nos animais WTDMI
em relacdo ao seu respectivo controle WT. Esses dados indicam que
semelhante com o modelo de DMI induzido por STZ o modelo desta doenca
nos animais NOD também apresentam maior suscetibilidade a arritmias (Figura
8).
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Figura 8 — Animais NOD apresentam maior vulnerabilidade a arritmias

Score de arritmias dos 4 grupos experimentais. Os simbolos vazios simbolizam os controles e os
simbolos cheios os grupos experimentais. 0 = auséncia de eventos arritmicos durante o teste; 1 =
contragdes ventriculares prematuras; 2= presenga de bigeminismo; 3 = taquicardia ventricular (VT) e 4 =
fibrilagdo ventricular.
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6. Discussao |

O DMI é um disturbio metabdlico que afeta diversos 6rgaos e sistemas. A
longo prazo essa doenca desencadeia alteracdes cardiovasculares, ocasionadas através
do remodelamento funcional e elétrico, podendo levar a morte subita dos individuos

acometidos.

Nesse contexto, alguns modelos experimentais de DMI foram desenvolvidos
para ajudarem a compreender melhor a fisiopatologia desta doenca. Dentre os
modelos experimentais, podemos destacar os modelos induziveis farmacologicamente
como o de STZ e modelos geneticamente modificados com no caso dos animais BB

(Biobreanding) e NOD.

Os animais NOD s3o considerados o padrao ouro no estudo sobre DMI, pois,
além de possuir baixo custo, eles recapitula o componente autoimune, precario ou até
mesmo ausente nos modelos de inducdo de diabetes do tipo | por drogas. Esses
animais desenvolvem de maneira espontanea o DMI, sendo entdo mais fidedignas as
alteragdes encontradas nestes quando comparadas as alteragdes ou comorbidades

encontradas em humanos.

A partir da 142 semana os animais NOD come¢am a desenvolver o aumento
sério de glicose no sangue, e mediante a deteccdo de hiperglicemia deixamos esses
animais mais quatro semanas até o inicio do experimento, tempo considerado
suficiente para observar alteracdes eletrocardiograficas. No decorrer da
experimentagao observamos que as fémeas possuem maior suscetibilidade de
desenvolver DMI do que os machos. Por esse motivo optamos por trabalhar somente

com fémeas.

Uma vez estudado os parametros biométricos e metabdlicos do modelo, fomos
investigar a atividade elétrica nesses camundongos através da técnica de
eletrocardiograma in vivo. Nossos resultados demonstraram que os animais NOD
apresentaram um aumento do intervalo PR. Esse prolongamento da conducdo
atrioventricular pode ser caracterizado por um aumento da disfuncdo endotelial.

Considerada uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em pacientes DMI,
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o comprometimento da funcdo endotelial leva a uma rigidez arterial (Bertoluci, 2015).
Um estudo de Crisel e colaboradores (2011) demonstraram uma correlagdo de pessoas
com doengas coronarianas instaveis com o aumento de bloqueios atrioventriculares

(Crisel et al., 2011).

Outro importante fator estabelecido é que o aumento do intervalo PR poderia
estar envolvido com o aumento do risco de fibrilacdo atrial, a arritmia mais comum
encontrada em pacientes diabéticos. Entretanto, essa correlagdo ndo é tao especifica
qguanto o aumento da Onda P, dado que também obtivemos em nosso estudo (Smith

etal., 2017).

O intervalo QJ do eletrocardiograma em camundongos reflete a repolarizacao
precoce ventricular. Gussak e colaboradores (2000) demonstraram que um aumento
nesse intervalo estaria ligado a uma diminuicdo da densidade da corrente It,. Nossos
dados demonstraram que os animais NOD, apresentaram esse aumento de QJ. Essa
alteracdo poderia ocasionar uma maior predisposicdo a eventos arritmicos tal como

estaria relacionada com a morte subita em pacientes DMI (Kahn, Sisson e Vinik, 1987).

Sabe-se que as arritmias atriais como a fibrilacdo atrial sdo as arritmias mais
comuns em pacientes diabéticos, porem, ndo s3o tao severas quanto as arritmias
ventriculares. Por esse motivo optamos somente por analisar as arritmias
ventriculares. Através do protocolo amplamente utilizado de caff/dob fomos avaliar a
vulnerabilidade de arritmias nesses animais. Foi observado que os animais NOD
apresentaram maior severidade nos eventos quando comparados a seu proprio
controle, NOR. Ja, ao fazermos uma analise comparativa com os animais induzidos por
STZ observamos uma maior susceptibilidade em relacdo aos NOD. Em parte, a
predisposicdo as arritmias ventriculares podem estar associadas a neuropatia
autonomica diabética (NAD). De modo que ocorra uma diminuicdo do tbénus
parassimpatico aumentando a atividade simpatica, favorecendo o surgimento de
arritmias (Weston and Gill, 1999). Essa hipdtese ainda pode ser mais fortemente
embasada através da correlacdo entre intervalo QT e NAD, segundo Bellavere
ecolaboradores (1988). Apesar de nossos resultados terem demonstrado aumento do

QJ em camundongos e alguns animais apresentarem arritmias ventriculares, o tempo
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de diabetes pode ndo ter sido o suficiente para reproduzir tais alteracées em nivel
neurolégico. Para avaliar melhor a predisposicdo a arritmias serdo necessario
experimentos mais complexos com intuito de avaliar a disponibilidade intracelular do

Ca?*, bem como a estimulagdo elétrica desses coragdes.
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7. CONCLUSOES |

Os animais NOD fémeas apresentaram uma um aumento dos niveis séricos de glicose
assim como, aumento do indice de hipertrofia cardiaca. No estudo eletrocardiografico
observamos um aumento do intervalo PR e do intervalo QJ. Na avaliacdo do score de
arritmias, ndao podemos tirar conclusdes devido a grande dispersao dos resultados.
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Capitulo Il

AVALIACAO DO PAPEL DO TLR4 NAS ALTERACOES
ELETRICAS CARDIACAS OCASIONADAS PELA RESPOSTA SEXO-
ESPECIFICA EM UM MODELO DE DIABETES TIPO |
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8. Hipotese de trabalho |l

A hipotese desse trabalho € que a ativacdo do TLR4 através do DMT1
regule a acdo dos receptores para estrogénio, de forma sexo dependente,

induzindo remodelamento elétrico cardiaco.

9. Objetivo geral da proposta ll

O objetivo geral desse trabalho é avaliar como a ativacédo do TLR4 através da
DMI pode estar envolvida no remodelamento elétrico cardiaco e na génese de
arritmias em ambos 0s sexos.

9.1 Objetivos especificos

1. Estudar o papel da ativacdo do TLR4 no remodelamento elétrico cardiaco no
modelo de T1D dos coracfes através do perfil do ECG;

2. Avaliar a incidéncia e severidade de arritmias em todos os grupos
experimentais através da inducao de arritmias pelo protocolo de
dobutamina/cafeina;

3. Avaliar o efeito do Diabetes Mellitus do tipo | sobre a expressao génica dos
receptores TLR4 no tecido cardiaco de ambos 0s sexos.

4. Avaliar a expressao génica dos receptores para estrogénio no coracao.

5. Investigar o crosstalk entre os receptores TLR4 e os receptores de
estrogénio na modulacdo da atividade elétrica através da técnica de ECG.
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10. RESULTADOS

A hiperglicemia é caracteristica principal encontrada em pacientes diabéticos.
Para simular essa patologia, camundongos jovens de 8 semanas foram induzidos com
50mg/kg/dia de STZ durante 5 dias consecutivos. A STZ possui um efeito citotdxico
para as células beta-pancreaticas levando a uma reducdo da massa celular e producgao
ineficaz de insula. Esse processo resulta em aumento dos niveis plasmaticos de glicose.
Como pode-se observar apds 8 semanas de indu¢do com STZ os camundongos machos
apresentaram o aumento da glicemia quando comparados aos seus respectivos
controles. Esse resultado valida o nosso modelo de estudo sobre DMI (figura 9, a). Ao
final do protocolo experimental os animais foram pesados e ambos os grupos ndo
apresentaram diferencas estatisticas referentes a massa corporal (Figura 9, b). No que

diz a hipertrofia cardiaca (Figura 9, c-d) foram utilizados dois parametros e em ambos

nao foram encontradas diferencas.
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Figura 9 - O TLR4 ndo esta envolvido nas alteraces biométricas e metabdlicas em
camundongos machos
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Glicemia mensurada na semana 8 nos grupos WT e TIr4”" (a). Peso corporal dos grupos
experimentais (b). Relagdo peso do coragdo/comprimento da tibia — indice de hipertrofia cardiaca (c).
Relagdo peso do coragdo/peso corporal — indice de hipertrofia cardiaca (d). Valores expressos como

média + erro padrdo da média; *p<0,05 TiIr4 versus TLR4 DM, **p <0,01 WT versus WTDM.

A fim de estabelecer a diferenga entre os géneros separamos os resultamos
em machos e fémeas. Em machos observou-se que o TLR4 n3o participa das alteracdes
metabdlicas e biométricas. Deste modo, através do mesmo protocolo experimental
fomos investigar os mesmo parametros nas fémeas. Resultados demonstram que apds
8 semanas de inducdo com STZ em camundongos fémeas de ambos os grupos
experimentais, apresentaram aumento da glicemia quando comparados com seus
respectivos controles, caracterizando o desenvolvimento de DMI (Figura 10, a). Nao
houve diferenca significativa no peso corporal entre os grupos (Figura 10, b). Também
ndo foi encontrada diferenca significativa nos parametros utilizados para mensuracao
da hipertrofia cardiaca (peso corporal/comprimento da tibia e peso do coragdo/peso

corporal) (Figura 10, c-d).
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Figura 10 - O TLR4 n&o esta envolvido nas alteragbes biométricas e metabdlicas em
camundongos fémeas
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Glicemia mensurada na semana 8 nos grupos WT e TLR4”" (a). Peso corporal dos grupos
experimentais (b). Relagdo peso do coragdo/comprimento da tibia — indice de hipertrofia cardiaca (c).
Relagdo peso do coragdo/peso corporal — indice de hipertrofia cardiaca (d). Valores expressos como

média + erro padrdo da média; *p<0,05 diabético versus seus respectivos controles.

Tendo os pacientes diabéticos alteracdes em seu eletrocardiograma, fomos
investigar em nossos animais de maneira sexo-especifico quais as principais alteragées
elétricas cardiacas ocasionadas no modelo de DMI. A figura 11 demonstra os
parametros eletrocardiograficos realizados in vivo em animais WT e knockout para o
gene TLR4. Os resultados indicam que houve alteracdo no intervalo RR no grupo TLR4 -
/- DMI em relagdo ao seu préprio controle (Figura 11, a). Ndo foram encontradas
diferencas significativas no intervalo PR, pardmetro usado para determinar a duracdo
da propagacdo do impulso elétrico até o nodo-atrioventricular (Figura 11, b). O
intervalo de tempo relativo a despolarizacdo atrial (onda P) foi similar em todos os
grupos (Figura 11, c). Do mesmo modo, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos na analise do complexo QRS, indicando que a hiperglicemia ou a dele¢do do
gene para o TLR4 ndo alteraram os parametros eletrocardiograficos analisados (Figura
11, d). Contudo, podemos observar que no nosso modelo de estudo de DMI, os

animais machos de ambos os grupos apresentaram aumento do intervalo QJ quando

comparados com seus respectivos controles (Figura 11, e).

48



O CTRL
® DMl

(sw) ¥d orensau|

$
« o

*k

oo b
o

[
[
O O
O
o o o
& @ ~

1104
1004

(sw) ¥y ofeAlaiy]

T T T T 1
Q ® © T o O
< ™ ™ ™ ™

TLR4

WT

TLR4
3®
[ J

WT

4
2
10+
8

(sw) sHO oxajdwod

#
-

ofip o

TLR4

WT

r T T T
o n o ITs)
N — —

(sw) 4 epuo

1
o

TLR4

WT

49



WT CTRL

30~ * *
g 28- °®
e ge T =
** m;TLIRM* CTRL 20 ms % 1 °°
= - O
N 321 4O S
i i - 18-
toame 20 ms WT TLR4 -/-

TLR4 /- DMI

26 ms

T 20 ms

Figura 11 — A falta de TLR4 em camundongos machos néo preveniu o aumento do intervalo QJ.

Parametros analisados do ECG na derivacdo D1 em camundongos machos. Frequéncia
cardiaca, intervalo RR (Figura 12, a); conducgdo atrio-ventricular, intervalo PR (figura 12, b);
despolarizagdo atrial, onda P (figura 12, c); despolarizagdo ventricular, complexo QRS (figura 12, d).

Tragados representativos dos 4 grupos experimentais e intervalo QJ (figura 12, e).

Tendo avaliado os pardmetros elétricos em machos, fomos observar em
fémeas se o DMI leva a um remodelamento elétrico cardiaco. Os resultados
demonstram que ndo ocorreu alteracdao na freqiiéncia cardiaca, caracterizado pelo
intervalo RR (figura 12, a). Referente ao intervalo PR, encontramos diferenca
significativa somente no grupo WT DMI quando comparado com seu respectivo
controle, indicando que fémeas DMI possuem um aumento da conducdo atrio-
ventricular (figura 12, b). Na onda P, parametro que analisa a despolarizacdo atrial ndo
encontramos nenhuma alteracdo (figura 12, c), e respectivamente na despolarizacdo
ventricular, caracterizada pelo complexo QRS também ndo foram encontradas
alteracdes significativas (figura 12, d). Entretanto, ao observamos o parametro QJ do

eletrocardiograma observamos que nas fémeas WT DMI esse intervalo encontra-se
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aumentado em relagdo ao seu proprio controle. Surpreendentemente as fémeas TLR4 -
/- DMI apresentaram uma prevencio do aumento do intervalo QJ, sugestionando que o
receptor TLR4 poderia estar envolvido na cardioprotecdo de camundongos fémeas no

modelo de DMI (figura 12, e).
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Figura 12 - Fémeas TLR4 - previnem o aumento do intervalo QJ no modelo de DMI

Parametros analisados do ECG na derivacdo D1 em camundongos fémeas. Frequéncia cardiaca, intervalo
RR (Figura 13, a); condugdo atrio-ventricular, intervalo PR (figura 13, b); despolarizagdo atrial, onda P
(figura 13, c); despolarizagdo ventricular, complexo QRS (figura 13, d). Tragado representativo dos 4
grupos experimentais, A linha azul indica o intervalo QJ (a (figura 13, e), e intervalo QJ em camundongos
fémeas (figura 13, f). Valores expressos como média + erro padrdo da média; *p <0,05 vs respectivos

controles.

Analisando os parametros eletrocardiograficos podemos observar que a falta
de receptor TIr4 ndo foi capaz de prevenir as alteracbes ocasionadas pelo DMI em
camundongos machos. Entretanto, as fémeas apresentaram uma prevencdao do
intervalo QJ, importante preditor de morte subta em pacientes diabéticos. Com esses
resultados nos perguntamos se a vulnerabilidade a arritmia também ocorreria de
maneira sexo-especifica. Para responder essa pergunta utilizamos um protocolo de
cafeina (120 mg/kg) e dobutamina (50ug/kg) in vivo. Pode-se observar que as fémeas

WT DMI apresentaram maiores eventos arritmicos em comparagdo com seu respectivo
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controle. No entanto, as fémeas TLR4 7~ DM apresentaram eventos de severidades

semelhantes ao seu respectivo controle e as fémeas WT CTRL (Figura 13, a).

Os camundongos machos DMI apresentaram maior severidade nos eventos
arritmogénicos em relacdo aos seus controles. Esse mesmo padrao se manteve quando
utilizamos machos TLR4 7~ e induzimos a DMI. N3o observando diferencas entre TLR4 -
/- DMI e seu respectivo controle (Figura 13, b). Através desses resultados podemos
concluir que a falta do receptor TLR4 foi capaz de prevenir a severidade dos eventos

arritmicos em ambos 0s sexos.
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Figura 13 — A falta do receptor TLR4 preveniu a severidade de arritmias em ambos os
géneros.

Camundongos de ambos os sexos foram submetidos ao protocolo de arritmias. Os simbolos

cheios sédo representativos aos animais controles e os simbolos vazios séo representados
pelos animais DMI.

Devido aos nossos dados terem mostrado que as fémeas TLR4 /- DMI previnem
o aumento do intervalo QJ e consequentemente melhora a funcdo elétrica desses
coracdes, nos propomos a avaliar como estaria a expressdo do RNAm no tecido
cardiaco. Nossos resultados demonstraram que em camundongos machos diabéticos
ocorre um aumento da expressdo génica de TLR4 quando comparado com seu
respectivo controle. Todavia, observa-se que as fémeas TLR4 7~ DMI conseguem
prevenir o aumento da expressdo génica de TLR4 quando comparada com seu
respectivo controle e em relacdo aos camundongos machos. Sugestionando que no
modelo de DMI os machos expressam mais TLR4 no tecido cardiaco em relagdo as

fémeas (figura 14).
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Figura 14 - Machos apresentam maior expressao de receptores TLR4 em comparacgéo
com fémeas.

Expressdo relativa do RNAm para o gene TLR4 comparativa entre machos e fémeas. Os simbolos pretos
sdo os controles e os simbolos brancos sdo os animais diabéticos.Valores expressos como média * erro

padrdo da média; # p<0,0001 WT versus WTDM macho e WTDM macho versus TLR4 7/ DM fémea.

A fim de compreender como é mediada essa cardioprotecdao observada em
fémeas TLR4 /-, optamos por analisar se os receptores para estrogénio estariam
alterados no DMI. Uma vez que, o estrogénio é um dos principais horménios femininos
e sabe-se que o mesmo possui uma agao cardioprotetora no sistema cardiovascular.
Deste modo, os receptores para estrogénio ER-a e GPER foram quantificados no tecido
cardiaco. Os resultados indicaram uma diminuicdo na expressao de RNAm nos grupos

WT DMI, TLR4 - e TLR4 /"DM quando comparados ao WT (Figura 15,a-b).
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Figura 15 - Fémeas TLR4 -/- apresentam uma reducdo da expressédo dos receptores de
estrogénio em coragdes.

Expressdo génica dos receptores de estrogénio alfa, ER-a (A) e receptores de estrogénio acoplados a
proteina G, GPER1 (B) em corac¢Oes de fémeas.Valores expressos como média + erro padrdo da média;
*p<0.05 WT versus seu proprio controle; # p<0.0001 WT versus seu préprio controle; + p<0.001 WT

versus TLRA .

Tendo em vista nossos resultados anteriores, nos perguntamos se o estrogénio
poderia interagir com o receptor TLR4 e consequentemente estar envolvido na
preservacdo da fungdo elétrica cardiaca de fémeas TLR4 7~ no modelo de DMI. Para
gue possa ser avaliada a fun¢do do estrogénio sobre o TLR4, foram criados grupos de
animais ovariectomizados. Deste modo, estariamos tirando a influencia ndo sé do
estrogénio como também de todos os horménios produzidos pelo ovario. Com isso,
fomos avaliar primeiramente se a ovariectomia levaria a alguma alteracdo metabdlica
ou biométrica. Dados demonstraram que houve aumento na glicemia dos grupos
WTOY* DMI e TLR4 7/~ °* DMI (figura 16, a). O peso corporal ndo foi alterado exceto
quando comparamos TLR4 7~ °% versus TLR4 7 °* DMI (Figura 16, b).Observa-se uma
diminuicdo significativa do peso uterino em todos os camundongos submetidos a OVX

(Figura 16, c). Esses resultados indicam que nosso modelo de estudo foi validado.
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Figura 16 - Parametros biométricos e metabélicos em animais ovariectomizados

Analise da glicemia (a); peso corporal (b); peso do utero (c). Valores expressos como média +
erro padrdo da média; * p<0.05, tratado versus controle experimenta;#p <0.001, ***p<0.0001 tratado

versus seu controle experimental.

Através da valida¢dao do nosso modelo de estudo, nos propomos a avaliar se o
estrogénio estaria interagindo com o TLR4 e prevenindo as alteracdes elétricas
cardiacas. Deste modo, gravamos um ECG in vivo e observamos que a ovarectomia nao
alterou o intervalo RR entre os todos os grupos (Figura 17, a). Porém, os animais do
grupo TLR4 /- °* DMI apresentaram diminui¢do do intervalo PR comparado aos do
grupo WT°* DM, indicando reducdo na duracdo do tempo de conducdo do nodo
atrio-ventricular (Figura 17, b). Ndo foram observadas diferencas significativas na onda
P e no complexo QRS entre todos os grupos (figura 17, c-d). Observa-se que a
repolarizacdo ventricular dos animais WT e WT 9VX induzidos a DMI aumentaram o

intervalo QJ. Entretanto, a auséncia do receptor TLR4 foi capaz de prevenir o aumento
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do intervalo QJ em animais TLR4 7 °* DMI. Esse resultado nos permite inferir que o
estrogénio n3o estaria envolvido na cardioprote¢do observada em fémeas TLR4 7

(figura 13, e).
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Figura 17 - Parametros elétricos dos camundongos ovariectomizados

Parametros analisados do ECG na derivacdo D1 em camundongos fémeas. Frequéncia cardiaca,
intervalo RR (a); condugdo atrio-ventricular, intervalo PR (b); despolarizagdo atrial, onda P (c);
despolarizagdo ventricular, complexo QRS (d); repolarizacdo ventricular, intervalo QJ (e).
Valores expressos como média + erro padrdao da média;*p<0.05, tratado versus seu respectivo
controle eWT X DM versusTLR4 7 °YXDM ; **p <0,001, tratado versus seu respectivo controle
e WTO*DM versusTLR4 7-OY*DM; ***p<0.001, tratado versus seu respectivo controle.
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11. Discussao

A diabetes mellitus do tipo | é uma doenca poligénica de fisiopatologia ainda
debatida. Estabelecida por um aumento dos niveis de glicose no sangue (Schmidt,
Valeri e Leslie, 2005). Essa hiperglicemia cronica estabelece uma desregula¢cdo do
sistema imunoldgico, levando a um aumento da liberacdo de citocinas pro-

inflamatdrias, em especial a IL-1B (Dasu et al., 2008).

Durante o desenvolvimento do modelo experimental abordado nesse trabalho, foram
usadas 5 doses de 50 mg/kg de STZ. Sabe-se que essa droga possui acdo direta sobre
as células beta-pancredticas e também restringem a expressdo de GLUT2. A diminuicao
desse transportador de glicose pode ser observada tanto em modelos in vivo quanto
em modelos in vitro, quando utilizados em multiplas doses. Esses mecanismos, podem
ser observados através do aumento da glicemia nos animais submetidos ao
tratamento com STZ apds oito semanas, conforme demonstrado nesse trabalho

(Szkudelski, 2001).

Na progressdo do DM um dos agravantes observados é a cardiomiopatia
diabética. Durante o desenvolvimento da CD observam-se fibroses, hipertrofia e
disfungao contratil, fatores que levam a um aumento da massa cardiaca. Esses fatores
resultam no comprometimento da fun¢do mecanica, favorecendo um maior risco de
mortalidade (Avila et al., 2014). Nossos dados demonstram que os indices hipertréficos
cardiacos ndo foram alterados em ambos os sexos. Contudo, um estudo de ( Li et al.,
2011). demonstrou, que apds a inducdo de DM, os parametros como: peso do coracao

e peso corporal, ndo sofreu alteracdes, corroborando com os nossos resultados.

Nosso grupo demonstrou que a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
favorece o aumento dos intervalos QT e QTc, assim como vulnerabilidade a arritmias
cardiacas (Monnerat et al., 2016). De acordo com Monnerat-Cahli et al.,, 2014, a
ativacdo do receptor TLR4 aumentar a duracao de repolarizagao ventricular em células
cardiacas, fator que pré-dispde ao surgimento de arritmias. Curiosamente, Alarcon. M.

M, 2017 (Alarcén, 2017) através de experimentos in vivo demonstrou que o aumento
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do intervalo QT e QTc em animais TLR4 7~ DMI, ocorre de maneira género-dependente.

Resultado esse que podemos observar também em nossos animais.

Tendo os resultados de ECG demonstrado uma diferenga sexo-especifico no

intervalo QJ em animais TLR4 - DMI,

Através do gPCR fomos analisar a expressao do RNAm para os receptores TLR4
no coragao. Nossos resultados demonstraram que durante a DM ha um aumento dos
niveis desses receptores em machos em relagdo as fémeas. Em parte, pode-se atribuir
esse resultado com uma maior liberacdo de TNFa através de um estimulo de LPS

(agonista TLR4) em mondcitos derivados de machos (Aulock et al., 2006).

Sabe-se que os hormonios sexuais estdo interligados com a cardioprotecdo
cardiaca. Onde ja é bem descrito o papel do estro estrogénio na prevencdo desses
acometimentos (Mosca, Barrett-Connor e Kass Wenger, 2011). Por outra via, sabe-se
que o estrogénio possui uma capacidade modulatéria sobre mediadores pro-
inflamatdrios, liberados por macrdfagos in vivo através da sinalizacdo do ERa.
Entretanto, nossos dados demonstram que no DM ocorre uma diminuicdao dos niveis
da expressdo génica desses receptores tanto em animais selvagens quanto em animais
knockouts. Outro receptor de estrogénio descrito com capacidade imuno-regulatéria é
o GPER30. Com a ativacdo deste receptor através de seu agosnista G1 observou-se a
capacidade de reduzir a expressao génica de citocinas pré-inflamatérias como: IL-1(,
IL-18 e TNFa no miocardio (Calippe et al., 2010). Entretanto, através da DM ocorre
uma diminuicdo da sua expressdo. Portanto, esses resultados inferem que a DM, assim
como falta de TLR4 poderia estar envolvida com uma menor expressao dos receptores

de estrogénio no coracao.

Para avaliar acdo do estrogénio sobre a atividade elétrica cardiaca, animais OVX
foram utilizados nesse estudo. Através de inje¢Oes intraperitoneais de STZ, observou-
se que a falta do estrogénio ndo alterou os niveis altos de glicose. Com a ovariectomia

bilateral observou-se uma reducdo do peso uterino. Essa reducdo pode ser
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estabelecida por uma diminuicdo da espessura do epitélio e do nimero de glandulas

uterinas. (Aulock et al., 2006).

Nos parametros eletrocardiograficos observou-se que fémeas OVX
apresentaram o mesmo aumento do intervalo QJ, exceto pelo grupo TLR4 /-9, Nesse
grupo houve a prevengdo do intervalo QJ, assim como observado posteriormente em
fémeas TLR4 7".(Alarcén 2017) Curiosamente, as fémeas TLR4 /- °* DM também
apresentaram essa prevengao. Desse modo, parece que o E; ndo estaria mediando
essas alteracdes elétricas cardiacas através de uma possivel interagdo com o receptor

TLRA4.

Contudo, a fim de compreender as particularidades entre géneros, a interacao
entre os sistemas enddcrino e imune, e o remodelamento elétrico cardiaco induzido

pelo DMI, sdo necessarios maiores estudos.
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12. Conclusao

e A falta do receptor TLR4 preveniu o aumento do intervalo QJ em fémeas,
entretanto no outros parametros do ECG analisados ndao obtemos diferencgas

significativas entre machos e fémeas.

e A DMTI aumenta a expressdo dos receptores TLR4 cardiacos em machos,

entretanto esse aumento é preservado nas fémeas.

e A DMTI diminui a expressao dos receptores para estrogénio, assim como a falta
de TLR4 nado alterou a expressdo génica dos receptores de estrogénio no

coragao.

e QO crosstalk entre estrogénio e TLR4 ndo foi observado no remodelamento
elétrico cardiaco induzidos pelo DMI, entretanto sdo necessarios maiores

estudos para confirmar esse dado.

62



13. Referéncias Bibliograficas

Adeghate, E. et al. (2010) “Medicinal Chemistry of Drugs Used in Diabetic Cardiomyopathy”, Current
Medicinal Chemistry, 17(6), p. 517-551. doi: 10.2174/092986710790416281.

Alarcon, M. L. ope. (2017) Maria Micaela Lopez Alarcén Impacto da ativagdo do sistema imune inato na

fungdo elétrica e mecénica cardiaca.

Anand, S. S. et al. (2008) “Risk factors for myocardial infarction in women and men: Insights from the

INTERHEART study”, European Heart Journal, 29(7), p. 932-940. doi: 10.1093/eurheartj/ehn018.

Aulock, S. Von et al. (2006) “Gender Difference in Cytokine Secretion on Immune Stimulation with LPS

and LTA”, Journal of Interferon & Cytokine Research, 26(12), p. 887—-892. doi: 10.1089/jir.2006.26.887.

Avila, G. et al. (2014) “Functional and structural impact of pirfenidone on the alterations of cardiac

disease and diabetes mellitus”, Cell Calcium, 56(5), p. 428—435. doi: 10.1016/j.ceca.2014.07.008.

Beagley, K. W. e Gockel, C. M. (2003) “Regulation of innate and adaptive immunity by the female sex
hormones oestradiol and progesterone”, FEMS Immunology and Medical Microbiology, 38(1), p. 13-22.
doi: 10.1016/50928-8244(03)00202-5.

Bellavere, F. et al. (1988) “Prolonged QT period in diabetic autonomic neuropathy: A possible role in

sudden cardiac death?”, Heart, 59(3), p. 379-383. doi: 10.1136/hrt.59.3.379.

Bertoluci, M. C. (2015) “Endothelial dysfunction as a predictor of cardiovascular disease in type 1

diabetes”, World Journal of Diabetes, 6(5), p. 679. doi: 10.4239/wjd.v6.i5.679.
Bluestone, J. A. et al. (2016) “diabetes”, 464(7293), p. 1293-1300.

Cai, W. et al. (2011) “Epigenetic Regulation of Glucose Transporter 4 by Estrogen Receptor B”, Molecular
Endocrinology, 25(12), p. 2017-2028. doi: 10.1210/me.2011-1054.

Calippe, B. et al. (2010) “17 -Estradiol Promotes TLR4-Triggered Proinflammatory Mediator Production
through Direct Estrogen Receptor Signaling in Macrophages In Vivo”, The Journal of Immunology,

185(2), p. 1169-1176. doi: 10.4049/jimmunol.0902383.

Chuang, S. M. et al. (2013) “Protective effects of estrogen on ischemia/reperfusion-induced bladder

dysfunction in female rabbits”, Menopause, 20(2), p. 209-217. doi: 10.1097/gme.0b013e3182635bae.

Crisel, R. K. et al. (2011) “First-degree atrioventricular block is associated with heart failure and death in
persons with stable coronary artery disease: Data from the Heart and Soul Study”, European Heart

Journal, 32(15), p. 1875-1880. doi: 10.1093/eurheartj/ehr139.

Dasu, M. R. M. R. et al. (2008) “High glucose induces toll-like receptor expression in human monocytes”,

63



Diabetes, 57(11), p. 3090. doi: 10.2337/db08-0564.

Dietl, A. e Maack, C. (2017) “Targeting Mitochondrial Calcium Handling and Reactive Oxygen Species in
Heart Failure”, Current Heart Failure Reports. Current Heart Failure Reports, 14(4), p. 338-349. doi:
10.1007/s11897-017-0347-7.

Dogan, Y. et al. (2006) “Serum IL-1B, IL-2, and IL-6 in insulin-dependent diabetic children”, Mediators of
Inflammation, 2006. doi: 10.1155/M1/2006/59206.

Dow, J. S. et al. (2015) “Does sex influence the incidence or severity of reperfusion-induced cardiac

arrhythmias?”, SpringerPlus, 4(1). doi: 10.1186/s40064-015-0878-x.

Félétou, M. e Vanhoutte, P. M. (2006) “Endothelial dysfunction: a multifaceted disorder (The Wiggers
Award Lecture)”, American Journal of Physiology-Heart and Circulatory Physiology, 291(3), p. H985—
H1002. doi: 10.1152/ajpheart.00292.2006.

Fernandez-Velasco, M. et al. (2007) “TNF-a downregulates transient outward potassium current in rat
ventricular myocytes through iNOS overexpression and oxidant species generation”, American Journal of

Physiology-Heart and Circulatory Physiology, 293(1), p. H238—H245. doi: 10.1152/ajpheart.01122.2006.

Fuentes, L. et al (2016) “HHS  Public  Access”, 93(4), p. 292-297. doi:
10.1016/j.contraception.2015.12.017.Women.

Geerlings, S. E. e Hoepelman, al. (1999) “Immune dysfunction in patients with diabetes mellitus (DM).”,
FEMS immunology and medical microbiology, 26(3-4), p. 259-265. doi: 10.1111/j.1574-
695X.1999.tb01397.x.

Girédn-Gonzalez, J. A. et al. (2000) “Consistent production of a higher T(H)1:T(H)2 cytokine ratio by
stimulated T cells in men compared with women”, European Journal of Endocrinology, 143(1), p. 31-36.

doi: 10.1530/eje.0.1430031.

Gupta, S. et al. (2017) “Analysis of inflammatory cytokine and TLR expression levels in Type 2 Diabetes
with complications”, Scientific Reports, 7(1), p. 1-10. doi: 10.1038/s41598-017-07230-8.

Gussak, I. et al. (2000) “Rapid Ventricular Repolarization in Rodents: Electrocardiographic
Manifestations, Molecular Mechanisms, and Clinical Insights”, Journal of Electrocardiology, 33(2), p.

159-170. doi: 10.1016/s0022-0736(00)80072-2.

Haynes, M. P. et al. (2003) “Src kinase mediates phosphatidylinositol 3-kinase/Akt-dependent rapid
endothelial nitric-oxide synthase activation by estrogen”, Journal of Biological Chemistry, 278(4), p.

2118-2123. doi: 10.1074/jbc.M210828200.

Israili, Z. H. (2011) “Advances in the treatment of type 2 diabetes mellitus”, American Journal of

Therapeutics, 18(2), p. 117-152. doi: 10.1097/MJT.0b013e3181afbf51.

64



Jin, K. K. et al. (2006) “Estrogen prevents cardiomyocyte apoptosis through inhibition of reactive oxygen
species and differential regulation of p38 kinase isoforms”, Journal of Biological Chemistry, 281(10), p.

6760-6767. doi: 10.1074/jbc.M511024200.

Kahn, J. K., Sisson, J. C. e Vinik, A. I. (1987) “QT interval prolongation and sudden cardiac death in
diabetic autonomic neuropathy”, Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 64(4), p. 751-754.
doi: 10.1210/jcem-64-4-751.

Katsarou, A. et al. (2017) “Type 1 diabetes mellitus”, Nature Reviews Disease Primers. Macmillan

Publishers Limited, 3, p. 1-18. doi: 10.1038/nrdp.2017.16.

Kawada, H. et al. (2006) “Tumor necrosis factor-alpha downregulates the voltage gated outward K+
current in cultured neonatal rat cardiomyocytes: a possible cause of electrical remodeling in diseased
hearts.”, Circulation journal : official journal of the Japanese Circulation Society, 70(5), p. 605-9.

Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16636498.

Klein, S. L. e Flanagan, K. L. (2016) “Sex differences in immune responses”, Nature Reviews Immunology.

Nature Publishing Group, 16(10), p. 626—638. doi: 10.1038/nri.2016.90.

Lee, S. J. et al. (2001) “Effect of estrogen on endothelial dysfunction in postmenopausal women with
diabetes”, Diabetes Research and Clinical Practice, 54, p. S81-592. doi: 10.1016/50168-8227(01)00339-
4,

Leon, B. M. (2015) “Diabetes and cardiovascular disease: Epidemiology, biological mechanisms,
treatment recommendations and future research”, World Journal of Diabetes, 6(13), p. 1246. doi:

10.4239/wjd.v6.i13.1246.

Li, Y. et al. (2011) “Targeted inhibition of calpain reduces myocardial hypertrophy and fibrosis in mouse

models of type 1 diabetes”, Diabetes, 60(11), p. 2985-2994. doi: 10.2337/db10-1333.

Libby, P., Ridker, P. M. e Hansson, G. K. (2009) “Inflammation in AtherosclerosisFrom Pathophysiology to
Practice”, Journal of the American College of Cardiology, 54(23), p. 2129-2138. doi:
10.1016/j.jacc.2009.09.009.Inflammation.

Liu, X. J. et al. (2016) “TLR signaling adaptor protein MyD88 in primary sensory neurons contributes to
persistent inflammatory and neuropathic pain and neuroinflammation”, Scientific Reports. Nature

Publishing Group, 6(March), p. 1-11. doi: 10.1038/srep28188.

Malta, D. C. et al. (2014) “Mortalidade por doengas crénicas ndo transmissiveis no Brasil e suas regides,
2000 a 2011”, Epidemiologia e Servicos de Saude, 23(4), p. 599-608. doi: 10.5123/S1679-
49742014000400002.

Melchjorsen, J. et al. (2005) “Activation of innate defense against a paramyxovirus is mediated by RIG-I

65



and TLR7 and TLR8 in a cell-type-specific manner”, Journal of virology, 79(20), p. 12944. doi:
10.1128/JV1.79.20.12944.

Monnerat-Cahli, G. et al. (2014) “Toll-like receptor 4 activation promotes cardiac arrhythmias by
decreasing the transient outward potassium current (Ito) through an IRF3-dependent and MyD88-
independent pathway”, Journal of molecular and cellular cardiology. Elsevier Ltd, 76, p. 116-125. doi:

10.1016/j.yjmcc.2014.08.012.

Monnerat, G. et al. (2016) “Macrophage-dependent IL-1B production induces cardiac arrhythmias in

diabetic mice”, Nature Communications, 7. doi: 10.1038/ncomms13344.

Mosca, L., Barrett-Connor, E. e Kass Wenger, N. (2011) “Sex/gender differences in cardiovascular disease
prevention: What a difference a decade makes”, Circulation, 124(19), p. 2145-2154. doi:
10.1161/CIRCULATIONAHA.110.968792.

Nativel, B. et al. (2013) “Soluble HMGB1 Is a Novel Adipokine Stimulating IL-6 Secretion through RAGE
Receptor in SW872 Preadipocyte Cell Line: Contribution to Chronic Inflammation in Fat Tissue”, PLoS

ONE, 8(9), p. 1-11. doi: 10.1371/journal.pone.0076039.

Niemeijer, M. N. et al. (2015) “Pharmacogenetics of Drug-Induced QT Interval Prolongation: An Update”,
Drug Safety. Springer International Publishing, 38(10), p. 855-867. doi: 10.1007/s40264-015-0316-6.

Odening, K. E. et al. (2012) “Estradiol promotes sudden cardiac death in transgenic long QT type 2
rabbits while progesterone is protective”, Heart Rhythm. Elsevier Inc., 9(5), p. 823-832. doi:
10.1016/j.hrthm.2012.01.009.

Panama, B. K. et al. (2011) “Nuclear factor kb downregulates the transient outward potassium current
Ito,f through control of KChIP2 expression”, Circulation Research, 108(5), p. 537-543. doi:
10.1161/CIRCRESAHA.110.229112.

Patterson, C. C. et al. (2003) “Mortality from heart disease in a cohort of 23,000 patients with insulin-
treated diabetes”, Diabetologia, 46(6), p. 760-765. doi: 10.1007/s00125-003-1116-6.

Peters, S. A. E. et al. (2015) “Sex Differences in the Excess Risk of Cardiovascular Diseases Associated
with Type 2 Diabetes: Potential Explanations and Clinical Implications”, Current Cardiovascular Risk

Reports, 9(7), p. 1-7. doi: 10.1007/s12170-015-0462-5.

Rana, B. S. et al. (2005) “QT interval abnormalities are often present at diagnosis in diabetes and are
better predictors of cardiac death than ankle brachial pressure index and autonomic function tests”,

Heart, 91(1), p. 44-50. doi: 10.1136/hrt.2003.017632.

Regensteiner, J. G. et al. (2015) “Sex differences in the cardiovascular consequences of diabetes mellitus

a scientific statement from the American Heart Association”, Circulation, 132(25), p. 2424-2447. doi:

66



10.1161/CIR.0000000000000343.

Roberts, B. J. et al. (2012) “Sex-specific signaling through Toll-Like Receptors 2 and 4 contributes to
survival outcome of Coxsackievirus B3 infection in C57BI/6 mice”, Biology of Sex Differences. Biology of

Sex Differences, 3(1), p. 1. doi: 10.1186/2042-6410-3-25.

Schmidt, K. D., Valeri, C. e Leslie, R. D. G. (2005) “Autoantibodies in Type 1 diabetes”, Clinica Chimica
Acta, 354(1-2), p. 35-40. doi: 10.1016/j.cccn.2004.11.017.

Sena, C. M., Pereira, A. M. e Seiga, R. (2013) “Endothelial dysfunction - A major mediator of diabetic
vascular disease”, Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Basis of Disease. Elsevier B.V., 1832(12), p.

2216-2231. doi: 10.1016/j.bbadis.2013.08.006.

Smith, J. W. et al. (2017) “PR-Interval Components and Atrial Fibrillation Risk (from the Atherosclerosis
Risk in Communities Study)”, American Journal of Cardiology, 119(3), p. 466-472. doi:
10.1016/j.amjcard.2016.10.016.

Suys, B. (2006) “Glycemia and Corrected QT Interval Prolongation in Young Type 1 Diabetic”, Diabetes
Care, 29(2), p. 2-4.

Szkudelski, T. (2001) “The mechanism of alloxan and streptozotocin action in B cells of the rat pancreas”,

Physiological Research, 50(6), p. 537-546. doi: 10.1111/j.1464-5491.2005.01499.x.

Troutman, T. D., Bazan, J. F. e Pasare, C. (2012) “Toll-like receptors, signaling adapters and regulation of

the pro-inflammatory response by PI3K”, Cell Cycle, 11(19), p. 3559-3567. doi: 10.4161/cc.21572.

Versteeg, D. et al. (2009) “Toll-like receptor 2 and 4 response and expression on monocytes decrease
rapidly in patients undergoing arterial surgery and are related to preoperative smoking”, Shock, 31(1), p.

21-27. doi: 10.1097/SHK.0b013e31817d43bf.

Vitale, C., Mendelsohn, M. E. e Rosano, G. M. C. (2009) “Gender differences in the cardiovascular effect
of sex hormones”, Nature Reviews Cardiology. Nature Publishing Group, 6(8), p. 532-542. doi:
10.1038/nrcardio.2009.105.

Voulgari, C., Papadogiannis, D. e Tentolouris, N. (2010) “Diabetic cardiomyopathy: From the
pathophysiology of the cardiac myocytes to current diagnosis and management strategies”, Vascular

Health and Risk Management, 6(1), p. 883—903. doi: 10.2147/VHRM.S11681.

WALLEY, K. et al. (2006) “Toll-like receptor stimulation in cardiomyoctes decreases contractility and
initiates an NF-kB dependent inflammatory responseyx”, Cardiovascular Research, 72(3), p. 384-393.

doi: 10.1016/j.cardiores.2006.09.011.

Zha, Q. B. et al. (2016) “ATP-induced inflammasome activation and pyroptosis is regulated by AMP-

67



activated protein kinase

10.3389/fimmu.2016.00597.

in  macrophages”,

Frontiers

in

Immunology,

7(DEC),

p.

1-16. doi:

68



