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RESUMO

Os alimentos a base de agucares estao relacionados a danos cardiacos e do
sistema nervoso central, em decorréncia do aumento do estresse oxidativo,
alteragdo da microbiota e maior ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. O
cloridrato de minociclina € um antibidtico que possui propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e inibe as metaloproteinases (MMPs). Diante disso,
objetivamos in vitro avaliar o perfil antioxidante da minociclina, e de seus efeitos
na disbiose, nas alteragbes comportamentais e cardiacas em camundongos
submetidos a dieta rica em carboidratos refinados (HC). Para os testes in vitro,
comparou-se a minociclina na sua forma bruta e digerida em relacédo a sua
atividade antioxidante e protecdo contra a oxidagao, em eritrocitos e plasma
humano. Para os testes in vivo, camundongos Balb/C foram tratados com dieta
padrdo e dieta HC por 12 semanas, recebendo por gavagem, agua ou
minociclina (50 mg/kg) da 10° a 12° semana. Monitorou-se o peso corporal e 0
consumo de ragao, ainda, no final do protocolo, realizou-se a coleta de fezes
para avaliacdo da microbiota e o teste comportamental de labirinto em cruz
elevado (LEC). Apés eutanasia, o tecido adiposo branco, sangue e coragéo
foram coletados para as seguintes analises: indice de adiposidade, analises
bioquimicas e avaliagdo de marcadores de estresse oxidativo. Observou-se que
0 processo de digestdo aumentou a atividade antioxidante da minociclina nos
testes quimicos in vitro e protegeu os eritrocitos e o plasma contra os danos
oxidativos. Em relagdo as analises in vivo, os animais apresentaram no LEC
aumento de grooming, diminuigao do head dipping e da permanéncia nos bragos
abertos. Ainda, ha alteracdo da microbiota com aumento de Firmicutes e
diminuicdo de Bacteroidetes. Esses dados indicam o desenvolvimento do
comportamento do tipo ansioso, sendo que a minociclina reverteu parcialmente
esses danos. Adicionalmente, observou-se aumento no consumo de ragao
apenas no inicio do experimento, tornando insignificativo apés a 4° semana. O
peso corporal ndo foi alterado, no entanto, houve um aumento do indice de
adiposidade com alteracao do perfil lipidico nos animais que passaram pela dieta

HC, acompanhando de aumento na atividade da creatinina quinase fragdo MB,



indicando um dano no miocardio. Nesse sentindo, percebe-se um aumento do
estresse oxidativo cardiaco causado pela dieta, com diminuigdo de glutationa,
aumento de espécies reativas de oxigénio, culminando no aumento da atividade
das MMPs e consequente aumento do depdsito de colageno intersticial. Além
disso, houve aumento na atividade da catalase e da glutationa peroxidase. A
minociclina apresentou uma boa atividade antioxidante in vitro, principalmente
na sua forma digerida. Os animais tratados com minociclina obtiveram melhora
do perfil lipidico, estresse oxidativo e diminuigdo da porcentagem de colageno,
sugerindo que esse composto possa reduzir os danos causados por uma dieta

HC, atuando contra o remodelamento tecidual.

Palavras-chave: minociclina; estresse oxidativo; dieta; MMPs; doencas

cardiovasculares.



ABSTRACT

Sugar-based foods are associated with cardiac and central nervous system
damage due to increased oxidative stress, altered microbiota, and increased
activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Minocycline hydrochloride is
an antibiotic that has anti-inflammatory and antioxidant properties and inhibits
metalloproteinases (MMPs). Therefore, we aimed to evaluate the antioxidant
profile of minocycline in vitro and its effects on dysbiosis, behavioral, and cardiac
changes in mice fed a diet rich in refined carbohydrates (HC). For the in vitro
tests, minocycline in its raw and digested form was compared in relation to its
antioxidant activity and protection against oxidation in human erythrocytes and
plasma. For in vivo tests, Balb/C mice were treated with a standard diet and HC
diet for 12 weeks, receiving water or minocycline (50 mg/kg) by gavage from the
10th to the 12th week. Body weight and food consumption were monitored, and
at the end of the protocol, feces were collected to evaluate the microbiota and
the elevated plus maze (EPM) behavioral test. After euthanasia, white adipose
tissue, blood and heart were collected for the following analyses: adiposity index,
biochemical analyses and evaluation of oxidative stress markers. It was observed
that the digestion process increased the antioxidant activity of minocycline in in
vitro chemical tests and protected erythrocytes and plasma against oxidative
damage. Regarding the in vivo analyses, the animals showed increased
grooming, decreased head dipping and time spent in the open arms in the EPM.
Furthermore, there was a change in the microbiota with an increase in Firmicutes
and a decrease in Bacteroidetes. These data indicate the development of anxiety-
like behavior, and minocycline partially reversed this damage. Additionally, an
increase in feed consumption was observed only at the beginning of the
experiment, becoming insignificant after the 4th week. Body weight was not
altered; however, there was an increase in the adiposity index with changes in
the lipid profile in animals fed the HC diet, accompanied by an increase in the
activity of creatine kinase MB fraction, indicating damage to the myocardium. In
this sense, an increase in cardiac oxidative stress caused by the diet was
observed, with a decrease in glutathione, an increase in reactive oxygen species,

culminating in an increase in the activity of MMPs and a consequent increase in



the deposition of interstitial collagen. In addition, there was an increase in the
activity of catalase and glutathione peroxidase. Minocycline showed good
antioxidant activity in vitro, mainly in its digested form. Animals treated with
minocycline showed improvements in their lipid profile, oxidative stress and a
decrease in the percentage of collagen, suggesting that this compound can

reduce the damage caused by a HC diet, acting against tissue remodeling.

Keywords: minocycline; oxidative stress; diet; MMPs; cardiovascular diseases.
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1 INTRODUGAO

A Produtos alimenticios a base de gordura e acgucar refinado sao
amplamente consumidos, principalmente no mundo ocidental, e tém chamado a
atencdo por poderem afetar o desenvolvimento e o progndstico de doencgas
metabdlicas, resultando em lesbes cardiovasculares (Matsumoto; Park;
Kohyama, 2009; Mu et al., 2024; Shab-Bidar et al., 2014). Assim, para elucidar
0S mecanismos que desencadeiam os danos causados por essas dietas,
surgiram diferentes protocolos experimentais de consumo dessas dietas em
roedores (Hazra et al., 2019; Oliveira et al., 2013; Vileigas et al., 2021), tendo
destaque a dieta rica em carboidratos refinados (HC).

Estudos indicam que a dieta HC esta ligada a expanséo do tecido adiposo,
e a liberagao de mediadores inflamatdrios (Ferreira et al., 2014; Oliveira et al.,
2013), que estao diretamente relacionados aos danos cardiacos (Nakayama;
Wang, 2010). Camundongos submetidos a dieta HC apresentam um aumento da
peroxidagao lipidica cardiaca (Bruno et al., 2023), corroborando os estudos em
que o consumo de algum tipo dieta a base de carboidratos, apresentaram
aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) e diminuicdo da atividade de
enzimas antioxidantes no tecido cardiaco (De Barrios Freitas et al., 2017;
Roberts et al., 2000; Venkateshan et al., 2016; Vileigas et al., 2021).

O aumento de ERO, por sua vez, resulta na ativacdo de
metaloproteinases (MMPs), endopeptidases calcio-dependentes, que s&o
responsaveis pelo processo de remodelamento tecidual (Bruno et al., 2023;
Ferreira et al., 2014; Guimaraes et al., 2010; Oliveira et al., 2013). Nesse
sentindo, camundongos que receberam dieta HC apresentam aumento de
metaloproteinase -2 (MMP-2), necrose e fibrose do tecido cardiaco, ocasionando

diminuicao da fungéo cardiovascular (Bruno et al., 2023).

Além disso, a dieta HC promove uma maior liberagcdo de 6xido nitrico
(NO), culminando em uma maior atividade do eixo hipotalamo- hipéfise-adrenal
(HPA) (Gomes et al., 2020), que é responsavel pelas respostas ao estresse
(Herman et al., 2016). Assim, verifica-se um aumento do comportamento do tipo

ansioso em camundongos expostos a dieta HC, o que sugere que a dieta possua
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efeito ansiogénico (Santos et al., 2018). Acredita-se que as alteragoes
comportamentais estejam associadas a uma possivel modulagéo da microbiota
pelo consumo desse tipo de dieta. Estudos apontam que camundongos tratados
com sacarose (Kong et al., 2019) ou dieta ocidental (Turnbaugh et al., 2009),
assim como roedores submetidos a modelos de estresse agudo (Bailey et al.,
2011) e cronico (Zhang et al., 2021), apresentam disbiose intestinal, com
aumento de Firmicutes e diminuicido de Bacteriodetes. Ainda, estudos clinicos
relacionam esse perfil de disbiose a doencas mentais, como ansiedade e
depressao (Chen et al., 2018; Kim et al., 2022; Xiong et al., 2023).

O cloridrato de minociclina € um antibidtico que possui uma rapida
absorcdo e penetra facilmente nos tecidos (Pereira-Maia et al., 2010; Reis;
Casteen; llardi, 2019; Romero-Perez et al., 2008; Sapadin; Fleischmajer, 2006).
Suas propriedades antioxidantes estido associadas a presenga de anéis
fenolicos em sua estrutura (Haghi-Aminjan et al., 2018; Salameh et al., 2015). As
propriedades anti-inflamatodrias, por sua vez, estdo associadas a inibicao da
microglia, que é fundamental no desenvolvimento e progressao de doencgas
relacionadas ao sistema nervoso central (SNC) e do sistema cardiovascular
(Kraus et al., 2005; Morimoto et al., 2005; Wang et al., 2019). Assim, observa-se
0 uso desse medicamento em modelos experimentais de depressao e ansiedade
(Camargos et al., 2020; Reis; Casteen; llardi, 2019; Zhang et al., 2019)
insuficiéncia cardiaca (Wang et al., 2019) e isquemia/reperfusao (Salameh et al.,
2015).

Ainda, a minociclina é considerada um inibidor ndo seletivo das MMPs.
Sua agéo, possivelmente, esta ligada a capacidade desse composto em ligar-se
a ions metalicos, impedindo a acao dessas proteases. Dessa forma, ratos
tratados com esse composto apresentaram diminuicdo dos niveis de MMP-2 e 9
quando submetidos a isquemia (Machado et al., 2006) e de MMP-9 em modelos
de miocardite autoimune (Matsumoto; Park; Kohyama, 2009). No entanto, ainda
nao se sabe se um tratamento com minociclina pode ter efeitos benéficos no

modelo de exposicao a dieta HC.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DANOS AO SISTEMA CARDIOVASCULAR ASSOCIADOS ADIETAHC

Os alimentos ultraprocessados caracterizam-se por possuirem uma alta
densidade energética e altos indices de acucares refinados (Elizabeth et al.,
2020). Estudos indicam que esse tipo de alimentacdo esta diretamente
associado ao surgimento de doengas cardiovasculares (Alzoubi et al., 2013;
Bruno et al., 2023; Hu, 2010; Yang et al., 2014) e ao aumento da mortalidade
(Dehghan et al., 2017; Seidelmann et al., 2018). E importante ressaltar, que os
danos cardiacos podem decorrer de medidas adaptativas do coragéo ao grande
consumo de carboidratos, ou a influéncia dos mesmos no metabolismo cardiaco
(Bruno et al., 2023; Johnson et al., 2007).

Sabe-se que, o consumo excessivo de carboidratos refinados contribui
para a expansao do tecido adiposo, o que ocorre pelo alto indice glicémico
dessas dietas, que ira favorecer um aumento nos niveis de insulina pés-prandial
e com isso a oxidagcdo de glicose, pela insulina. Desse modo, observa-se o
aumento dos depdsitos de gorduras, pela maior incorporagéo de lipidios. Além
disso, verifica-se um aumento da expressao de enzimas e fatores de transcricéo
que sao responsaveis pelo metabolismo lipidico, como acetil-CoA carboxilase
(ACC), lipoproteina lipase (LPL), proteina de ligagdo ao elemento responsivo a
carboidratos (ChREBP), receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma
(PPARYy) e proteina de ligagao ao elemento regulador de esterol -1 (SREBP-1)
(Ferreira et al., 2014; Oliveira et al., 2013). O aumento da adiposidade, por sua
vez, ira promover a liberagdo de mediadores pro e anti-inflamatdrios e disfungdes
metabdlicas como resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (Oliveira et al.,
2013).

Bruno et al. (2023), demonstrou aumento na resisténcia a insulina e com
isso diminuicdo da fungdo cardiaca e hipertrofia ventricular esquerda em
camundongos que consumiram dieta HC por 8 semanas. Ainda, foi observado
aumento de MMP-2, que foi relacionado diretamente a processo de necrose e

fibrose no tecido cardiaco desses animais (Bruno et al., 2023).
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As MMPs sao uma familia de mais de 20 endopeptidases. Elas sao
classificadas, com base em seus substratos, em colagenases, estromelisinas,
matrilisinas, MMPs de membrana e gelatinases. As MMPs sdo dependentes de
calcio e sao responsaveis pelo remodelamento da matriz extracelular. Essas
proteases sao formadas por um pré-peptideo, um sitio catalitico contendo zinco,
um peptideo ligante e um dominio de hemopexina. Seu pré-peptideo tem
atividade inibitéria, quelando o sitio ativo de zinco com um grupo cisteina
sulfidrila, mantendo a MMP em sua forma zimogénica, isso é, no pro-forma
latente (Figura 1). A atividade é adquirida pela protease quando ocorre a
clivagem do residuo de cisteina, com consequente rompimento do dominio
inibitério, sendo que, isso pode ocorrer pela acdao de compostos como
plasminas, outras MMPs e peroxinitrito (Guimaraes et al., 2010; Hu et al., 2007,
Myasoedova et al., 2018; Wang; Khalil, 2018) (Figura 2). Ainda, a atividade
dessas enzimas também é regulada pelo equilibrio entre as MMPs e seus
inibidores teciduais (Garcia et al., 2016; Guimaraes et al., 2010; Hu et al., 2007).

Dentre as MMPs, as de maior relevancia nas doencgas cardiovasculares
sdo as gelatinases, responsaveis pela degradagéo do colageno desnaturado e o
colageno intacto tipo IV (Henriet; Emonard, 2019; Kandasamy et al., 2010). As
gelatinases sao representadas pela MMP-2, que é constitutiva, e a
metaloproteinase- 9 (MMP-9), que é induzivel (Guimaraes et al., 2010; Hu et al.,
2007). A MMP-2 apresenta papel proeminente na lesdo cardiaca, pois também
leva a lise de proteinas sarcoméricas, como troponina | e cadeia leve de miosina
-1, tendo como consequéncia uma disfungdo contratil miocardica (Ali et al.,
2012). AMMP-9 é responsavel pelo processo de cicatrizagao de feridas no tecido
cardiaco. Nesse sentindo, os mediadores inflamatérios irdo influenciar a
expressao de MMP-9, que, por sua vez, ira realizar uma retroalimentagao,
regulando a resposta inflamatéria. Assim, em condicdes fisiopatoldgicas, as
propriedades proteoliticas da MMP-9 estimulam a resposta inflamatéria, sendo
importantes nas fases de iniciacdo, execucdo e resolugcdo de processos
inflamatérios, contribuindo para a iniciagcdo da patogénese e progressdao das
doencas (Becirovic-Agic et al., 2021; Hu et al., 2007; Yabluchanskiy et al., 2013).
Inibidores de MMPs, como a minociclina, tem sido utilizado nas doengas onde

ha excesso da atividade dessas enzimas (Myasoedova et al., 2018).
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Figura 1 — Estrutura geral das gelatinases MMP-2 e MMP-9. Apenas a MMP-9
possui a regido semelhante ao colageno do tipo V.
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‘ | “dobradica” hemopexina

CaCeee
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Fonte: Adaptado de Kurzepa et al., 2014.

Figura 2- Ativagcado das metaloproteinases de

matriz 2, por meio das ERO e ERN.
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Fonte: Adaptado de Kandasamy et al., 2010.
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2.2 DANOS AO SNC E NA MICROBIOTAASSOCIADOS A DIETAS RICAS
EM CARBOIDRATOS

Conforme descrito anteriormente, o aumento do tecido adiposo é
responsavel por uma maior produgao de NO, que atua como um facilitador dos
estados de ansiedade, por regular o eixo HPA. Isso ocorre, devido a ativagéo
das células microgliais, pela maior circulacdo de mediadores inflamatdrios,
principalmente macréfagos, culminando em uma regulagdo positiva da
expressao do oxido nitrico sintase induzivel (INOS) (Gomes et al., 2020;
Mukherjee et al., 2023; Sanchez; Guerin; Fonken, 2019). Santos et al. (2018)
demonstraram que a exposi¢cao a uma dieta HC por 12 semanas, levou a uma
diminuicdo da permanéncia dos camundongos nos bragos abertos do labirinto
em cruz elevado (LCE), que é um teste amplamente utilizado para caracterizar
comportamentos semelhantes a ansiedade em roedores, apds estes serem
expostos a estresse de contengdo por 2 horas, sugerindo que a dieta HC
apresenta um efeito tipo ansiogénico. Além disso, estes animais apresentaram
maior tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda, indicando assim
o desenvolvimento um comportamento do tipo depressivo (Pentkowski et al.,
2021; Santos et al., 2018).

Adicionalmente, foi observado um aumento do tempo de laténcia para
comer em camundongos que receberam dieta HC durante 12 semanas, pelo
teste de alimentagao suprimido de novidade. Essa alteracdo comportamental foi
seguida de aumento dos niveis de nitrito, sugerindo uma maior formagao de NO
(Gomes et al., 2020). Complementarmente, um declinio cognitivo foi
demonstrado em ratos que receberam uma dieta rica em sacarose como base,
com prejuizos de memoria (Alzoubi et al., 2013) e aprendizado motor (Flores-
Fuentes et al., 2021).

Por outro lado, temos que o consumo de dietas ricas em agucares €
responsavel por uma disbiose intestinal, isso €, um desequilibrio da composi¢ao
da microbiota intestinal (Howe et al., 2016; Kong et al., 2019). A microbiota
intestinal é composta pelos filos Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacterias. Os

filos Firmicutes e Bacteroidetes sao os mais abundantes e estio diretamente
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relacionados com a modulagao do sistema imune, e dessa forma, o desequilibrio
entre esses filos, levam a indugao da inflamagao e neuroinflamagao (de Noronha
et al., 2024; Vinke; El Aidy; van Dijk, 2017; Jandhyala et al., 2015).

Camundongos tratados com uma dieta rica em sacarose por 13 semanas
apresentaram aumento de Firmicutes e Proteobacterias, com diminuicdo de
Bacteroidetes (Kong et al., 2019). Além disso, camundongos submetidos a uma
dieta ocidental (rica em agucares e gordura) por 4 (Fleissner et al., 2010) e 8
semanas (Turnbaugh et al., 2009), também apresentaram aumento de
Firmicutes em relagcao aos Bacteroidetes. Semelhantemente, observa-se uma
diminuicdo de Bacteroidetes e aumento de Firmicutes em roedores submetidos
a modelos de estresse agudo (Bailey et al., 2011) e crénico (Zhang et al., 2021)
ou em humanos com quadros de ansiedade (Kim et al., 2022) e depresséo (Chen
et al., 2018). Assim, as variagdes nas proporgdes entre esses filos ndo se
relacionam apenas com quadros de obesidade (Lau et al., 2016), mas também
com o desenvolvimento de doengas mentais, como ansiedade e depressao,
segundo estudos clinicos e pré-clinicos (Xiong et al., 2023).

Diante disso, sugere-se que as alteragbes de humor podem estar
associadas a comunicagao bidirecional do eixo intestino-cérebro, onde o nervo
vago aferente seria o principal canal, levando informagdes para o SNC e
recebendo informacdes dele. Ainda, as alteragcdes na produgao de substancias
como serotonina e dopamina e a inflamacé&o gerada pelas dietas ricas em
acucares podem atuar modulando as respostas cerebrais (Collins; Surette;
Bercik, 2012; Cryan; Dinan, 2012; Winter et al., 2018). Por fim, acredita-se que
a inflamagéo de baixo grau seria o ponto de ligacdo entre a obesidade e os
transtornos de humor (Naseribafrouei et al., 2014). Nesse sentido, embora ja
tenham sido observadas alteracbes comportamentais na dieta HC, conforme
mencionado acima, ainda ndo se sabe se ocorre disbiose pelo consumo dessa

dieta.

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E ALTERACOES CARDIOVASCULARES

Os mediadores inflamatorios liberados durante o consumo da dieta HC,

culminam no processo de estresse oxidativo. Desse modo, observa-se que
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camundongos tratados com dieta HC por 4 semanas apresentam um aumento
da peroxidacéo lipidica e ERO no tecido cardiaco (Bruno et al., 2023). Esses
dados vao ao encontro de estudos anteriores, que, ao avaliarem os efeitos dos
carboidratos de forma geral em roedores, observaram aumento de malonaldeido
(MDA) (Vileigas et al., 2021; De Barrios Freitas et al., 2017), nitrotirosina (Roberts
et al., 2000), bem como diminuicdo da atividade das enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx) (De Barrios Freitas et
al., 2017; Venkateshan et al., 2016) no tecido cardiaco.

O estresse oxidativo € definido como o desequilibrio entre a producao de
ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) e seu sistema antioxidante (Ktadna
et al., 2012; Tsutsui; Kinugawa; Matsushima, 2011; Valko et al., 2006, 2007).
Sendo que, os danos gerados por esse processo relacionam-se ao surgimento
e manutencdo de doencas cardiovasculares, como hipertensdo, insuficiéncia
cardiaca e aterosclerose (Jensen et al., 2013; Kameda et al., 2003; Tsutsui;
Kinugawa; Matsushima, 2011; Valko et al., 2007). As ERO e ERN sao produtos
originados do metabolismo celular e estdo ligados a atividade de sinalizagéo
intracelular. Sdo derivados da cadeia mitocondrial, da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (NOX) e da xantina oxidase e do 6xido
nitrico sintase (NOS) (Van der Pol et al., 2019). Os principais representantes
s&0 o0 anion superoéxido (O2), o perdxido de hidrogénio (H202) e o NO (Griendling;
Sorescu; Ushio-Fukai, 2000; Tsutsui; Kinugawa; Matsushima, 2011; Valko et al.,
2006). O Oz é produzido pelo processo de respiragdo mitocondrial e NOX. A
xantina oxidase, através da oxidagao da hipoxantina e xantina em acido urico,
produz Oz e H202. NOS, por sua vez, ira formar NO, utilizando o BH4 como
cofator (Van der Pol et al., 2019).

O sistema de defesa enzimatico, por sua vez, tém a fungao de controlar
esses compostos e é formado pelas enzimas SOD, catalase e GPx (Cnubben et
al., 2001; Ktadna et al., 2012). Resumidamente, a SOD tem a fungéo de realizar
a reagao de dismutagao, onde o Oz é convertido em H202 e oxigénio. A catalase,
entdo, age diretamente nos radicais peroxidos formados pela SOD,
transformando-os em agua e oxigénio molecular, ela € uma enzima intracelular,
sendo muito eficaz quando ha estresse oxidativo elevado (De Barrios Freitas et
al., 2017; Roberts et al., 2006). Por fim, a GPx reduz o H202 mediante oxidagao
da glutationa (GSH) a glutationa dissulfeto (GSSG). Desse modo, a GSH atua
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em varios processos, como eliminagao de radicais livres, redu¢ao de peroxidos,
desintoxicagcao de compostos eletrofilicos, entre outros (Figura 3) (Cnhubben et
al., 2001; Roberts et al., 2006).

Figura 3 - Producéo de ERO e defesa antioxidante enzimatica.

Fonte: Adaptado Van der Pol et al., 2019.

No entanto, quando ha formacdo em excesso dos compostos oxidativos,
ocorre um prejuizo no reparo realizado pelas enzimas antioxidantes culminando
em processos nocivos de oxidagao biolégica (Ktadna et al., 2012). O excesso
Oz, por exemplo, ira reagir com o NO formando peroxinitrito (Tsutsui; Kinugawa;
Matsushima, 2011), um dos reponsaveis pela peroxidacgao lipidica (Griendling;
Sorescu; Ushio-Fukai, 2000).

Nesse sentindo, substancias que apresentam propriedades antioxidantes
sdo estratégias contra o estresse oxidativo (Mota et al., 2023), podendo trazer
grandes beneficios a saude humana (Escher et al., 2018). Assim, estudos in vitro
e in vivo desses compostos sdo utilizados para uma maior compreensao dos
seus efeitos (Mota et al., 2023). Testes in vitro quimicos, como folin-ciocalteu,
capacidade de absor¢ao de radicais de oxigénio (ORAC) e atividade redutora do
radical hidroxila ((OH), sdo métodos rapidos e de baixo custo para triagem do
potencial antioxidante de uma substancia (Cruz et al., 2024; Granato et al., 2011).
Contundo, esses testes apresentam certas limitagdes, como diferengas de pH,

temperatura e sondas que ndo estdo presentes em sistemas bioldgicos
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(Granato, 2023; Cruz et al., 2024). Desse modo, os testes in vitro celulares
emergem como complemento das analises quimicas, pois, estdo mais
relacionados com os sistemas bioldgicos, tendo destaque o uso de eritrocitos
(Liu; Huang, 2015; Mota et al., 2023), que contém um importante sistema
antioxidante, e, por isso, sdo conhecidos como uma protegcdo direta do

organismo humano (Remigante et al., 2022).

Adicionalmente, ressalta-se a importancia da via oral para administragao
de medicamentos. Dessa forma, o processo de digestdo simulada que simula
as condigdes fisioldgicas in vivo, permite uma triagem mais ampla do potencial
de cada composto. E considerado, uma alternativa mais rapida, menos
dispendiosa e menos trabalhosa de avaliar a bioacessibilidade e a bioatividade
de uma molécula (Minekus et al., 2014, Mota et al., 2023).

Por fim, a associacao de testes quimicos e em células permite tragar a
capacidade antioxidante de dada substancia. No entanto, os estudos in vivo, sdo
cruciais para comparar, se os efeitos encontrados in vitro, serao reproduziveis,
por apresentarem maior similaridade metabdlica, funcional e molecular com a

fisiologia humana (Mota et al., 2023).

2.4 MINOCICLINA

O cloridrato de minociclina € uma tetraciclina de amplo espectro,
apresenta agao contra antimicrobianos ao inibir a sintese de proteinas, agindo
na subunidade ribossémica 30S da bactéria e, com isso, impede a adicdo de
aminoacidos para a formacao da cadeia peptidica (Pereira-Maia et al., 2010;
Romero-Perez et al., 2008; Sapadin; Fleischmajer, 2006). Possui uma rapida
absorcao, apresentando entre 95-100% de biodisponibilidade, além de penetrar
facilmente nos tecidos (Agwuh; MacGowan, 2006; Singh et al., 2022). No
entanto, a minociclina tem sido utilizada no tratamento de diferentes patologias,
nao relacionadas a sua acao antimicrobiana, como a esclerose, a doenca de
Parkinson (Morimoto et al., 2005), a depresséo e ansiedade (Camargos et al.,
2020; Reis; Casteen; llardi, 2019; Wang et al., 2019; Zhang et al., 2019), a
insuficiéncia cardiaca (Wang et al., 2019) e nos danos cardiacos induzidos por

isquemia/ reperfusao (Salameh et al., 2015).
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Seus efeitos benéficos em diferentes patologias tém sido associados as
propriedades antioxidantes, acgao inibitéria de MMPs e anti-inflamatodrias.
Conforme citado anteriormente, a atividade antioxidante da minociclina se
relaciona diretamente com a presenca do anel fendlico em sua estrutura e
indiretamente mediante modulacdo de agentes antioxidantes celulares (Haghi-
Aminjan et al., 2018; Salameh et al., 2015). Nesse sentindo, estudos in vitro
avaliaram o potencial antioxidante desse composto pela redu¢ao do radical
DDPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e encontraram efeito antioxidante semelhante
ao da vitamina E, que é um antioxidante fendlico. Ainda, a atividade antioxidante
da minociclina frente ao radical DPPH foi melhor que a de outros farmacos do
mesmo grupo (clorotetraciclina, doxiciclina, tetraciclina e demeclotetraciclina)
(Ktadna et al., 2012; Kraus et al., 2005).

Em estudos in vivo, como no modelo experimental de infarto do miocardio
em ratos, o tratamento com minociclina levou a melhora da disfun¢do cardiaca
(tamanho do infarto, fracdo de ejecao e pressao diastdlica final) (Wang et al.,
2019). Além disso, o tratamento com minociclina em modelo de
isquemia/reperfusao cardiaca levou a uma diminui¢cdo da relagcdo GSSG/GSH
em ratos (Romero-Perez et al., 2008) e dos marcadores de apoptose e das ERO
e ERN em coelhos (Salameh et al., 2015), reduzindo assim o estresse oxidativo.

As tetraciclinas também s&o conhecidas como inibidoras n&o seletivas
das MMPs. Acredita-se que sua acgao estd na capacidade de ligar a ions
metalicos, como calcio e zinco, impedindo a atividade dessas proteases. Dentre
as tetraciclinas, a minociclina € considerada um dos melhores inibidores de
gelatinases, além de ser um medicamento de baixo custo e de uso aprovado em
humanos (Hu et al., 2007). Observa-se que a minociclina atuou reduzindo os
niveis de MMPs cardiaca, além do tamanho do infarto do miocardio em ratos que
passaram por isquemia/reperfusdo (Romero-Perez et al., 2008). Ainda, o
tratamento com minociclina diminuiu os niveis de MMPs em cérebros de ratos
submetidos a acidente vascular cerebral isquémico (Machado et al., 2006). Em
humanos com acidente vascular cerebral, a minociclina preveniu o agravamento
de lesdes isquémicas pela redugédo das MMPs, (Garrido-Mesa; Zarzuelo; Galvez,
2013).
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A minociclina também possui efeitos inibitérios na microglia do cérebro,
células primarias do SNC que medeiam a neuroinflamagao (Kraus et al., 2005;
Wang et al., 2019). A neuroinflamacéo ndo apresenta papel crucial apenas no
desenvolvimento de depressdo e ansiedade, mas também colabora nas
fisiopatologias de doencas cardiovasculares, como a insuficiéncia cardiaca; pois
promove o aumento de citocinas pro-inflamatérias e angiotensina Il. O aumento
da angiotensina Il contribui para uma maior ativagao das células da microglia,
nos nucleos regulatorios cardiovasculares, elevando as ERO nessa regiao,
levando, desse modo, a uma disfungao cardiaca. O tratamento de camundongos
submetidos a danos neuronais isquémicos ou inducéo de estresse oxidativo no
SNC por glutamato, com minociclina, culminou em efeitos neuroprotetores e
diminuicdo da formacdo de radicais livres e a peroxidagao lipidica no

prosencéfalo desses animais (Morimoto et al., 2005; Reis; Casteen; llardi, 2019).

De forma geral, a minociclina tem sido administrada principalmente por
via oral (Wang et al., 2019) e intraperitoneal em protocolos experimentais
(Camargos et al., 2020; Morimoto et al., 2005; Zhang et al., 2019). No entanto,
€ importante ressaltar, que a via oral € uma das principais vias de administracao
de medicamentos, e por isso, elucidar perfil de acdo de um composto apos o
processo de digestao é fundamental. Nesse sentido, embora a biodisponibilidade
da minociclina seja elevada, ainda n&o se sabe se o processo digestivo pode

interferir no seu potencial antioxidante.

Assim, o consumo de dieta HC leva ao aumento de estresse oxidativo,
alteracgbes cardiovasculares, e ao desenvolvimento de doengas relacionadas ao
SNC. Ainda, a minociclina € um medicamento com atividade antioxidante, acao
inibidora de MMPs e que apresenta efeitos cardiovasculares benéficos em
diversas patologias. No entanto, ainda ndo se sabe se: 0 processo de digestao
simulada seria capaz de alterar as propriedades antioxidantes desse composto;
o tratamento com a minociclina seria capaz de reduzir as alteragdes cardiacas e
comportamentais causadas pelo consumo de dieta HC em camundongos; a dieta
HC causaria disbiose em camundongos e se ela seria modulada pelo tratamento

com minociclina (Figura 4).



Figura 4 - Esquema geral do estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do processo de digestdo simulada na atividade
antioxidante da minociclina. E avaliar os efeitos do tratamento com minociclina
nas alteragbes cardiacas, comportamentais e na microbiota de camundongos

que receberam dieta HC por 12 semanas.

3.2 OBJETICOS ESPECIFICOS

¢ Digestao in vitro da minociclina e avaliagao dos efeitos do composto bruto

e digerido sobre:

a) atividade antioxidante;
b) protecéo dos eritrocitos humanos contra a oxidacao;
C) e protecdo contra a oxidacao plasmaética.

e Avaliar as alteracdes causadas pela exposi¢ao crénica a uma dieta HC

em camundongos e os efeitos do tratamento com a minociclina sobre:

a) 0 comportamento do tipo ansioso;

b) a microbiota;

c) a determinacdo de parametros bioquimicos;
d) o estresse oxidativo cardiaco;

e) a atividade de MMPs;

f) e oremodelamento cardiaco.
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4 MATERIAS E METODOS

O presente estudo dividiu-se em duas partes. Primeiramente, avaliou-se
0s mecanismos associado a atividade da minociclina in vitro. Posteriormente,
observou-se os efeitos do tratamento com minociclina nas alteragdes cardiacas,
comportamentais e na microbiota de camundongos causados pelo consumo

cronico de dieta HC.

4.1 ENSAIOS IN VITRO

O estudo da minociclina in vitro foi realizada em parceria com o Prof. Dr.
Daniel Granato. Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Bioatividade e

Aplicagdes da Universidade de Limerick, em Limercik, Irlanda.

411 Digestao

A minociclina é utilizada na dose convencional de 100 mg (ANVISA).
Nesse sentindo, para o processo de digestao in vitro “INFOGEST”, utilizou uma
concentracédo de 20 mg/mL (0,04 mol/L), onde foi utilizado 5 mL para o teste. O
teste € dividido em fase oral, gastrica e intestinal. Para a fase oral foram
adicionados: 4 mL de fluido salivar, 475 uL agua destilada, 25 pL CaClz e 500 pL
de amilase, incubando a 37°C por 2 minutos e 100 rpm. Apds dois minutos,
adicionou-se 8,5 mL de fluido gastrico, 5 yL CaClz, ajustando o pH para 3 com
11 uL HCI. Em seguida foi adicionado 984 pL de agua destilada e 500uL de
pepsina, incubando a 37°C por 2h e 100 rpm. Depois de 2 horas, adicionou-se
8,5 mL fluido intestinal, 40 yL CaClz, ajustando o pH para 7 com 4 uL de NaOH.
Logo apds, adicionou-se 3956 uL agua destilada, 2,5 mL de bile e 5 mL de
pancreatina, incubando novamente por 2 h nas mesmas condi¢cdes. Apos esse
periodo, a solugao foi centrifugada por 5 min, 10000 rpm, 4° C. O sobrenadante
foi coletado, obtendo um volume final de 42 mL. Portanto, a concentragao final
da amostra digerida foi de 2,38 mg/mL (0,005 mol/L) (Figura 5) (Brodkorb et al.,
2019; Minekus et al., 2014).
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Figura 5 - Minocilina bruta e digerida.
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Fonte: Da autora.

41.2 Atividade antioxidante da minociclina digerida e nao digerida

Para determinagdo da atividade antioxidante utilizou-se os seguintes
testes: atividade redutora do reagente de Folin-Ciocalteu, atividade de captura
do 'OH e ORAC. A concentragao utilizada de minociclina foi de 20 mg/mL (0,04
mol/L) para o composto ndo digerido e 2,38 mg/mL (0,005 mol/L) para o
composto digerido (célculo descrito anteriormente). Os experimentos foram

realizados em quadruplicata.

Para a determinagao de Folin-Ciocalteu, adicionou-se 25 pyL de amostra,
200 pL de agua destilada, 25 uL de Folin-Ciocalteu e apés 5 minutos 25 uL de
carbonato de sddio. A leitura foi realizada em leitor de microplacas, apos 60
minutos a 725 nm. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido
galico por grama de amostra (R?= 0,9983; faixa de trabalho 16 a 160 mg/L)
(Margraf et al., 2015).

Para determinar a atividade de captura do "OH, 375 uL de amostra foram
incubadas com 75 yL de FeS04.7 H20 (1 mmol/L) e 50 pL de H202 (15 mmol/L).
Apos 5 minutos, adicionou-se 375 uL de fenantrolina (1 mmol/L). A leitura foi

realizada em leitor de microplacas, a 536 nm ap6s 20 minutos. Os resultados
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foram expressos em mg de acido galico por grama de amostra (R?= 0,989; faixa
de trabalho 25 a 1,5625 mg/L) (Mukhopadhyay et al., 2016).

Por fim, o ORAC avalia o tempo e grau de inibicdo de determinado
antioxidante, sendo, portanto, uma técnica de area sob a curva. Para o teste, 25
ML de amostra foram incubados com 150 pL de fluoresceina (40 nmol/L) por 30
minutos a 37°C. Apds esse periodo adicionou-se 25 L de dicloridrato de 2,2’-
azobis (2-amidinopropano) (AAPH) (153 mmol/L), um indutor de radicais peroxil,
e realizou-se a leitura por fluorescéncia, em leitor de microplacas, durante 90
minutos (excitagédo: 485 nm, emissao: 535 nm). O branco continha apenas PBS
e o controle negativo continha no lugar da amostra 25 pyL de PBS. Para a analise,
somente foram usados os 60 pocos internos da placa de 96 pogos. Os pogos
externos, foram colocados 275 uL de agua, para evitar o efeito da temperatura.
Os resultados foram expressos em mg de acido ascérbico equivalente por grama
de amostra (R?>= 0,9872; faixa de trabalho 2,5 a 150 pmol/L) (Granato et al.,
2011).

41.3 Protegao dos eritrocitos humanos contra a oxidagao

A atividade antioxidante e protegao celular em eritrocitos foi determinado
da seguinte forma: o sangue humano de um voluntario saudavel foi coletado em
tubos contendo heparina. Os eritrécitos foram separados do plasma e lavados
com PBS (5 mmol/L) centrifugando 3 vezes (1200 g, 5 minutos) (Comité de ética
2023_02_01_S&E, Universidade de Limerick, Irlanda) (Anexo A). Durante cada
lavagem, o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, os eritrocitos foram
suspensos em PBS a 20%. Para o protocolo, 100 uL de suspenséo de eritrocitos
foram incubados a 100 pL de PBS (controle positivo), quercetina nas
concentragdes de 25 e 50 mg/mL (padréo) ou amostra de minociclina bruta e
digerida nas concentragdes de 25,50 e 100 pg/mL por 20 minutos, a 37°C e 150
RPM. Em seguida, adicionou-se 200 pyL de AAPH (200 mM) por 2 horas, 37°C e
150 RPM, promovendo assim a reacao de oxidacao eritrocitaria. Para o controle
negativo utilizou-se apenas PBS + eritrécitos. Apos esse tempo, os tubos foram
centrifugados a 1200 g por 10 minutos. Para avaliagdo dos processos oxidativos,

apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi utilizado para dosar a hemdlise
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induzida por AAPH e substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e o
sedimento foi utilizado para avaliagdo dos niveis intracelulares de ERO. O ensaio

foi realizado em quadruplicata.

Para a determinacédo da hemdlise 100 pL foi adicionado a 200 uL de PBS.
A total hemolise por sua vez, foi determinada usando 100 uL de suspenséao de
eritrocitos e 300 uL de agua destilada, apds, centrifugou-se a 1200g por 10
minutos a 4°C. A leitura foi realizada em 523 nm, em leitor de microplacas A
porcentagem de hemolise foi calculada pela seguinte féormula: ((Aamostra- Abranco) /
(Atotal hemolise ~Abranco)) *100 (Liu; Huang, 2015; Remigante et al., 2022).

A peroxidagdo lipidica foi realizada pela adigdo de 250 pL do
sobrenadante a 250 pL de acido tricloroacético e centrifugado a 1200g por 10
minutos. Apos a centrifugagao, 300 uL do sobrenadante foram adicionados a 300
ML de acido tiobarbiturico (TBA) (1%) por 30 minutos a 95°C. A reagdo foi
resfriada em banho de gelo e a absorbancia medida em leitor de microplacas, a
532 nm. Para o controle positivo substituiu amostra por PBS. A taxa de
peroxidagao lipidica foi calculada pela seguinte formula: ((Aamostra — Abranco) /
(Acontrole positivo— Abranco)) *100 (Liu; Huang, 2015; Remigante et al., 2022).

Para mensurar os niveis intracelulares de ERO, o sedimento foi lavado
com 400 uL PBS e centrifugados a 1200 g por 3 minutos. Apds, as células foram
suspensas em 400 uyL de solugdo de diacetato de 2’,7’- diclorofluoresceina
(DCFH-DA) (100 pM) e 300 pL foram transferidos para uma microplaca e
incubado a 37°C por 20 minutos, em auséncia de luz. A intensidade de
fluorescéncia foi medida em 485 e 520 nm, em leitor de microplacas, e a geragao
de ERO foi calculada pela seguinte férmula: ((Aamostra — Abranco) / (Acontrole positivo —
Abranco)) *100 (Liu; Huang, 2015; Remigante et al., 2022).

Para avaliagao da atividade das enzimas antioxidantes, apds o processo
de centrifugacao, adicionou-se 0,6 mL de agua destilada a fim de promover a lise
celular. O lisado celular foi centrifugado a 1200g por 10 minutos e o sobrenadante
foi utilizado para a determinacao da atividade das enzimas (Liu; Huang, 2015;
Remigante et al., 2022). A concentragdo proteica de cada amostras foi

mensurada utilizando-se o método de Bradford (Ernst; Zor, 2010).
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Para a determinacdo da catalase, monitorou-se a velocidade de
decomposi¢do do H202 por 60 segundos, utilizando espectrofotometro. O
resultado foi obtido subtraindo o valor inicial de absorbancia do valor final e
expressos como U/mg proteina, onde U corresponde a atividade da enzima que

promove a hidrélise de 1 pmol de H202 por minuto (Aebi, 1984).

Para a determinagéo da atividade da SOD as amostras foram incubadas
com 50 pL de Hidroxilamina, 100 pL de hipoxantina e 100 uL de xantina oxidase,
deixando em banho maria a 37° C por 30 minutos. Depois, 1 mL do reagente C
(solucdo de acido sulfanilico, a-naftilenodiamino e acido acético glacial) foi
adicionado, deixando em temperatura ambiente por 20 minutos. A leitura foi
realizada em espectrofotdometro em 550 nm. Os resultados foram expressos em
U/mg proteina, na qual 1 U corresponde a atividade da enzima capaz de inibir
50% da reacao (Yanagui, 1984).

4.1.4 Protecao contra a oxidagao plasmatica

Para testar a atividade antioxidante da minociclina contra os produtos de
oxidacao fluorescente (FIOP’s), utilizou-se plasma humano de um voluntario
saudavel (Comité de ética 2023 _02_01_S&E, Universidade de Limerick, Irlanda)
(Anexo A). O plasma heparinizado foi separado por centrifugagcéo (900 g, 5
minutos). Em seguida 200 uL de plasma foi adicionado a 50 yL de amostra ou
PBS (controle) e incubado por 15 minutos a 37°C. Apds esse periodo, adicionou-
se 100 pL de CuClz (300 pmol/L) e incubou por 120 minutos a 37°C e 150 rpm.
A seguir, adicionou-se 1 mL de etanol - éter (3:1 v/v) aos tubos, agitando em
vortex e centrifugando a 12000g por 3 minutos. Transferiu-se 200 yL do
sobrenadante para uma microplaca e a fluorescéncia foi medida em A) Aexcitagao
= 360 nm, Aemissao = 420 nm (para mensurar FIOP’s total), (B) Aexcitagio = 320 nm,
AEmisszo = 420 nm (para mensurar hidroperoxidos lipidicos), (C) Aexcitagao = 400 nm,
Aemissso = 475 nm (para mensurar MDA), utilizando leitor de microplacas. Os
resultados foram expressos em porcentagem em comparagdo com o branco

(Jensen et al., 2013; Wu et al., 2007). O ensaio foi realizado em sextuplicata.
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4.2 ENSAIOS IN VIVO

421 Protocolo experimental

Camundongos Balb/C, machos, entre 6 a 7 semanas, foram obtidos do
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-
UFMG) e mantidos agrupados no biotério do Departamento de Farmacologia
da Universidade Federal de Minas Gerais, com ciclo claro-escuro 12 horas,
racdo e agua ad libitum. O protocolo a ser seguido foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG), protocolo 065/2017 (Anexo B). Os
animais foram inicialmente divididos em dois grupos. Um grupo recebeu racao
padrdo para roedores (Nuvilab-CR1) e outro recebeu a dieta HC durante 12
semanas. A dieta HC foi constituida de 45% de leite condensado, 10% de
acucare 34 % de dieta padréo (Oliveira et al., 2013; Santos et al., 2018). Quanto
a concentracdo de macronutrientes, a dieta padrdao apresentou 65,8% de
carboidratos, 3,2% de gorduras e 31 % de proteina; possuindo 4 kcal/g. Ja a
dieta HC, € composta por 74,2% de carboidratos, 5,8% de gorduras, 20% de
proteina e 4,4 Kcal/g (Oliveira et al., 2013). A dieta foi preparada no laboratorio
uma vez por semana e congelada, afim de manter a qualidade da alimentacgéao.

O controle de peso e a de ragcao foram monitorados durante todo o
protocolo. Na 10° semana, cada grupo foi subdividido em dois grupos, um deles
recebeu o cloridrato de minociclina diluido em agua destilada na dose de 50
mg/kg/dia e o outro recebeu agua destilada, por gavagem, durante 15 dias.
Portanto, o protocolo experimental constituiu de 4 grupos: dieta padréo + agua,
dieta padréo + minociclina, dieta HC + agua, dieta HC + minociclina; sendo que
cada grupo era composto por 17 animais. A dose foi baseada em estudos
anteriores, onde o tratamento com minociclina nessa concentracdo atuou
contra o comportamento do tipo ansioso (Han et al., 2020; Wang et al., 2019;
Kumar et al., 2012) e danos cardiovasculares (Wang et al., 2019). Acrescenta-
se, que asolucdo de cloridrato de minociclina foi preparada no momento da
administracdo, com luz apagada e auxilio de recipientes ambar. O pH foi

conferido antes da aplicagdo para garantir que ndo houvesse degradacéo. O
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cloridrato de minociclina apresenta alta solubilidade em agua, formando uma
solucdo acida e bastante estavel. Porém, para garantir sua estabilidade
a solugcdo ndo deve apresentar pH abaixo de 2 e nao estar em solucbes
de hidréxidos alcalinos. Além disso, o p6 foi mantido em auséncia de luz intensa
e umidade. E importante ressaltar que, ap6s algum tempo de repouso, a
solucédo se torna turva, indicando assim sua degradacéao e, portanto, ndo pode
ser mais utilizada (Leitédo, 2001).

Ao final do tratamento, apds coleta das fezes, os animais foram
submetidos a teste comportamental de LCE e eutanasiados por decapitacao.
Foram coletados o sangue, coracdo e tecido adiposo (retroperitoneal,

mesentérico e epididimal) (Figura 6).

Figura 6 - Desenho experimental.
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Fonte: Da autora.

4.2.2 indice de adiposidade

O tecido adiposo branco foi previamente coletado, pesado e utilizado para
o calculo do indice de adiposidade, que € um dos parametros utilizados para
caracterizar o modelo de exposigao a dieta HC em camundongos. Esse indice
foi calculado pelo somatério do peso dos tecidos adiposos epididimal,
retroperitoneal e mesentérico (Pta), multiplicado por 100 e dividido pelo peso
corporal (Pc) (Oliveira et al., 2013), conforme equacao: Indice de Adiposidade
(%) = Pta x 100/ Pc.
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4.2.3 Avaliagao comportamental

Um dia apdés a finalizagdo do protocolo, foi realizada a avaliagéo
comportamental pelo teste de LCE. O LCE consiste em dois bragos abertos (30
x 5 x 0,25 cm) e dois bragos fechados de mesmo tamanho, porém, com paredes
de 20 cm de altura. Os bragos similares sao cruzados em angulo reto e
conectados por uma area central. O aparelho é elevado a 60 cm do chao. A
atividade foi registrada por 5 minutos, utilizando uma camera digital.
Posteriormente, foram analisados o tempo gasto na exploracdo dos bragos
abertos e fechados utilizando o software EthoVision® (Noldus, The Netherlands),
a frequéncia de grooming (Silva et al., 2022) e o numero head dipping (Dalvi;
Rodgers, 1999; Silva et al., 2022).

4.2.4 Dosagem de corticosterona e determinagao dos parametros

bioquimicos

Apds a eutanasia, o sangue foi coletado em tubos heparinizados e
centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos, a 4°C. O plasma obtido foi utilizado
nos ensaios. E importante ressaltar, que a coleta do sangue foi realizada no
periodo da manha, das 7 as 9 horas, a fim de garantir veracidade na dosagem
de corticosterona.

Para a dosagem de corticosterona, 25 pL de plasma foi adicionado a 1 mL
de etanol absoluto. Apds agitagdo, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 3000 rpm e 4°C. Os pellets foram desprezados, e os sobrenadantes
coletados em novos tubos e submetidos a liofilizacao.

No dia do radioimunoensaio, as amostras liofilizadas foram reconstituidas
com 2,5 mL de tampao gel e agitadas. As amostras entédo, foram analisadas em
duplicatas de 500 uL e incubadas com o anticorpo anti-corticosterona (AB-cort-
C8784-100TST) e com o antigeno marcado com tricio (3H-corticosterona), para
ensaio de competigdo. Para separagao da fragao livre da ligada, foi adicionada
uma solucdo de carvao-dextran 0,5/0,05%, seguida por centrifugagdo a 2500
rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi vertido em tubos apropriados contendo

2 mL de liquido de cintilacdo biodegradavel (ScintiSafe Econo 1, Fisher Scientific
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SX20-5) e a leitura foi realizada em cintilador para radiacao B (Beckman, USA).
A concentracdo minima detectavel foi de 0,12 pg/dL (Cruz et al., 2012; Marin;
Cruz; Planeta, 2007).

Para determinagdo do colesterol e triglicérides utilizou-se o teste
enzimatico colorimétrico seguindo as instrugcbes dos kits (Bioclin, Brasil,
Referéncia K083 e K117, respectivamente). Para ambos, 10 yL de amostra foi
adicionado a 1 mL do reagente enzimatico e levados a banho-maria por 10
minutos. Apds esse processo, a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 500
nm. Os resultados foram calculados multiplicando a absorbancia da amostra pelo
fator de calibragéo e expressos em mg/dL.

Para determinacao da atividade de CK-MB (Creatinina Quinase fragao
MB), foi utilizado o teste cinético, seguindo as instru¢des do Kit (Bioclin, Brasil,
Referéncia K069). Para o teste, 6 yL de amostra foi adicionado a 150 pL de
reagente de trabalho (4 partes do tampao e 1 parte da enzima) em uma placa de
ELISA e mantidos a 37°C por 5 minutos. Realizou-se a leitura em leitor de
microplacas, a 340 nm, disparando o cronometro no tempo zero e repetindo as
leituras no tempo 1, 2 e 3 com temperatura controlada a 37°C. Os resultados
foram calculados através das diferengas de absorbéncia por minuto (AA/min)

multiplicado por 8254 e expressos em U/L.

4.2.5 Extracao de DNA fecal

Apos a finalizacdo do protocolo experimental, os animais foram
acondicionados individualmente em caixas plasticas forradas com papel toalha
estéril e esperou-se até que ele defecasse voluntariamente. Em seguida, com o
auxilio de uma ping¢a, o material fecal foi transferido para um tubo eppendorf
também estéril.

O acido desoxirribonucleico (DNA) total foi extraido de amostras fecais
dos grupos de acordo com os dados do fabricante do Mini Kit Stool QEAamp
DNA (QIAGEN Inc., Valencia, CA, EUA). Pellets fecais de cada grupo foram
suspensos em solucao salina estéril. O InhibitEX Buffer do kit foi utilizado para
reduzir os efeitos dos inibidores da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) nas

amostras de fezes. O DNA total foi purificado em uma coluna QlAamp e
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quantificado em fluorimetro Invitrogen Qubit Fluorometer (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA). Um nanograma de DNA total por amostra foi
utilizado para analisar as sequéncias de acido ribonucleico ribossémico 16S

(rRNA) por gPCR (Reagao em cadeia da polimerase em tempo real).

Tabela 1: Sequéncia dos primers dos filos bacterianos para analises de qPCR.

Primer Sequéncia
Bactérias totais F 5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3°
Bactérias totais R 5"-AAGGAGGTGWTCCARCC-3*
Bacteroidetes F 5“-GTTTAATTCGATGATACGCGAG-3"
Bacteroidetes R 5"-TTAASCCGACACCTCACGG-3"
Gammaproteobacterias F 5-GCTAACGCATTAAGTRYCCCG-3"
Gammaproteobacterias R 5-GCCATGCRGCACCTGTCT-3"
Firmicutes F 5"-GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA-3"
Firmicutes R 5"-AGCTGACGACAACCATGCAC-3"

Fonte: do autor
Legenda: Simbolos dos nucleotideos: R=AouG; Y=Cou T, W=AouT; S=CouG.

4.2.6 Atividade da SOD

Amostras do tecido cardiaco coletadas e congeladas foram
homogeneizadas com PBS pH 7,4 e levadas a centrifuga a 3000 rpm por 15
minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado no ensaio. Para determinacao da
atividade da SOD foi adicionado a 10 upL do sobrenadante, 50 pL de
hidroxilamina, 100 uL de hipoxantina e 100 yL de xantina oxidase, deixando em
banho maria a 37° C por 30 minutos. Depois, adicionou-se 1 mL do reagente C
(solugdo de acido sulfanilico, a-naftilenodiamino e acido acético glacial),
deixando em temperatura ambiente por 20 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro em 550 nm. Os resultados foram expressos em U/mg
proteina, na qual 1 U corresponde a atividade da enzima capaz de inibir 50% da
reagdo (Yanagui, 1984). A concentragdo proteica de cada amostras foi

mensurada utilizando-se o método de Bradford (Ernst; Zor, 2010).
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4.2.7 Atividade da catalase

As amostras de tecido cardiaco coletadas e congeladas foram
homogeneizadas com PBS pH 7,4 e levadas a centrifuga a 3000 rpm por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para determinar a velocidade de
decomposi¢cao do H202 por 60 segundos, a 250 nm, por espectrofotbmetro.
Resumidamente, adicionou-se 1 yL da amostra a PBS, e apds zerar o
equipamento, adicionou-se solugdo de H202a 100 mM. O resultado foi obtido
subtraindo o valor inicial de absorbancia do valor final e expressos como U /mg
proteina, onde 1 U corresponde a atividade da enzima que promove a hidrélise
de 1 ymol de H202 por minuto (Aebi, 1984). A concentragao proteica de cada

amostras foi mensurada utilizando-se o método de Bradford (Ernst; Zor, 2010).

4.2.8 Atividade da GPx

As amostras de tecido cardiaco coletadas e congeladas foram
homogeneizadas com PBS pH 7,4 e levadas a centrifuga a 3000 rpm por 15
minutos a 4°C. Em seguida, 20 yL do sobrenadante foi incubado com GSH (6
mM), PBS pH 7,4, NADPH (1mM) e glutationa redutase (1,8 U) durante 3
minutos. Apos esse periodo a reacao foi iniciada pela adigcdo de terc-butil-
hidroperoxido (70 mM). Durante todo o experimento, a absorbancia foi
monitorada a 340 nm, 37°, sob agitacdo em espectrofotdmetro. A cinética de
oxidagao do NADPH foi determinada através do coeficiente de extingdo molar do
mesmo, a 340 nm. O resultado foi obtido subtraindo os valores obtidos antes da
adicao do terc-butil-hidroperdxido dos valores obtidos na presenca do mesmo e
expressos como unidades/mg proteina, onde 1U corresponde a atividade da
enzima capaz de hidrolisar 1 ymol de NADPH por minuto (Sinetx et al., 1975). A
concentracao proteica de cada amostras foi mensurada utilizando-se o método
de Bradford (Ernst; Zor, 2010).
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4.2.9 Niveis de GSH

As amostras de tecido cardiaco coletadas e congeladas foram
homogeneizadas com PBS pH 7,4 e levadas a centrifuga a 3000 rpm por 15
minutos a 4°C. Em seguida, 100 uL do sobrenadante foi adicionado a 100 uL de
acido ftricloroacético (0,0125%), permanecendo ao gelo por 30 minutos e
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, adicionou-se 100
ML da amostra, 200 pL de tampéo tris pH 8,0 e 5 pL de acido 5,5-ditiobis (2-
nitrobenzoico) em placas de 96 pocos (DTNB; 3,96 mg de DTNB em 1 mL de
metanol). Quando o &cido entra em contato com o grupo SH — tiol dos grupos
sulfidrilicos, produz uma coloragdo amarela, a qual é lida em leitor de
microplacas, a 415 nm. Os valores foram expressos em ug GSH/mg de proteina
(Simplicio et al., 2015). A concentragao proteica de cada amostras foi mensurada

utilizando-se o método de Bradford (Ernst; Zor, 2010).

4.210 Determinagao dos niveis de TBARS

Foi avaliada através da determinacdo de TBARS. O MDA €& um produto
natural formando pela peroxidacéo lipidica. Em altas temperaturas, o MDA reage
com o TBA, formando o aducto MDA-TBA que pode ser medido por métodos
colorimétricos (530-540 nm) ou fluorimétricos (5630-540 nm).

Portanto, para esse o teste, amostras de tecido cardiaco coletadas e
congeladas, foram homogeneizadas em tampé&o de lise (1 ml de PBS 10x; 0,1
ml de igepal; 0,05 g de deoxicolato de sodio; 0,1 ml de dodecil sulfato de sédio
(SDS) 10%; agua destilada qsp 10 ml; 4 pL de fluoreto de fenilmetanossulfonil e
5 uL do inibidor de protease) e centrifugadas a 1600 g por 10 minutos a 4°C.
Para a realizacido do ensaio 150 yL do sobrenadante, foi adicionado a 25 yL de
SDS 8,1% e 1 mL de reagente de cor (acido acético, NaOH e TBA) e levados a
100°C por 1 hora. A leitura foi realizada em leitor de microplacas, a 540 nm.
(TBARS assay Kit, Cayman Chemical Company MODIFICADO). Os resultados
foram expressos como nmol/mg proteina. A concentragdo proteica de cada

amostras foi mensurada utilizando-se o método de Bradford (Ernst; Zor, 2010).
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4.2.11 Determinacao de ERO in situ

Para analisar os niveis de ERO in situ no coracao foi utilizada uma sonda
dihidroetideo (DHE) em uma concentragcéo de 10 pymol/l (Viel et al., 2008). Os
tecidos congelados em OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA), utilizando
acetona e gelo seco foram cortados em criostato a 5 um de espessura. Os cortes,
foram incubados com DHE por 30 minutos em camara umida e escura e em
seguida lavados com tampao PBS. Os cortes foram avaliados em microscopio
de fluorescéncia acoplado a camera fotografica (Zeiss, AxioSCope A1) e as
imagens foram fotografadas em aumento de 400x. A quantificagdo da
intensidade de fluorescéncia vermelha emitida foi realizada utilizando o

programa ImageJ.

4.2.12 Determinacao de Oz

As amostras de tecido cardiaco coletadas e congeladas foram utilizadas
para determinar a concentragdo de O3z, utilizando o ensaio de
quimioluminescéncia derivado de lucigenina. Resumidamente, os tecidos foram
homogeneizados em tampao fosfato e transferidos para placas de 96 pogos. O
substrato NADPH (0,1 mM) foi adicionado a suspensao contendo 50 ul do
homogenato, lucigenina (5 yuM) e tampao de ensaio. A luminescéncia foi medida
utilizando um leitor de microplacas e os resultados foram expressos como
unidades relativas de luz (RLU))mg de proteina (Do Vale et al., 2020). A
concentragéo proteica de cada amostras foi mensurada utilizando-se o método
de Bradford (Ernst; Zor, 2010).

4.2.13 Determinacao de H20:

O substrato fluorogénico Amplex® Red (#A22188, Invitrogen, Carlsbad,

CA) foi utilizado para determinar a concentragao de H202 em tecidos cardiacos.
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As amostras coletadas foram homogeneizadas em solucédo de Krebs pH 7,4 e
centrifugadas a 1000 xg, 10 min e 4°C. O sobrenadante (50 pl) foram incubadas
por 30 min (no escuro a 25°C) com o reagente Amplex ® Red. A fluorescéncia foi
analisada usando o espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse (Aexcitagaso= 571 nm,
Aemissao= 585 nm). Os resultados foram expressos como pmol H202, mg de
proteina (Carda et al., 2015; Do Vale et al., 2020). A concentragéo proteica de
cada amostras foi mensurada utilizando-se o método de Bradford (Ernst; Zor,
2010).

4.2.14 Zimografia em gel

A quantidade de MMP-2 e MMP-9 nos tecidos cardiacos, foi determinada
por meio da técnica de zimografia (Castro et al., 2008; Ceron et al., 2010;
Martinez et al., 2008). Trata-se de uma técnica em que um gel de eletroforese &
copolimerizado ao substrato para as enzimas em estudo. O substrato utilizado
foi a gelatina, devido ao fato das MMPs-2 e 9 serem gelatinases. As amostras
de coragao foram trituradas e homogeneizadas em tampéo de extragao (tampao
CaCl2 10 mM, tris-HCI 50 mM, pH 7,4; contendo os inibidores de proteases NaF
50 mM, Ortov 50 mM, fenantrolina 20 mM; seguindo a seguinte proporgéo: 20 pyL
NaF, 20 pL Ortov, 50 pL fenantrolina para 910 pL de tampao). As amostras entao
foram centrifugadas a 4°C a 3000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante

separado.

Deste sobrenadante, quantificou-se a proteina por meio do método de
Bradford (Ernst; Zor, 2010), e calculou um volume correspondente a 30 ug de
proteina. Em seguida, transferiu-se a quantidade de cada amostra para a
concentracao de proteina determinada para tubos de 0,5 mL e adicionou a cada
um deles a quantidade necessaria de tampao de amostra ndo redutor 6X,

congelou-se as amostras preparadas em -20°C.

Para preparar os géis, fez-se inicialmente o gel de separagao 10% (7,308
mL agua destilada; 3,75 mL da solugao 40% acrilamida/bisacrilamida; 3,75 mL
de tampéo tris CI/SDS 4X pH 8,8; 0,188 uL de gelatina; 100 pL de persulfato de

amoénio; 20 uL de TEMED), e apds polimerizagéo, aplicou-se em cima o gel de
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largada 3,9% (3,212 mL de agua destilada; 0,488 pL da solugédo 40%
acrilamida/bisacrilamida; 1,25 mL de tampéao tris CI/SDS 4X pH 6,8; 50 yL de
persulfato de aménio; 10 yL de TEMED), inserindo junto a estes géis os pentes
para a formacado de pocos. Antes de aplicar as amostras no gel, elas foram

colocadas em banho-maria por 15 minutos a 37°C.

O padrao utilizado na corrida foi o soro fetal bovino. Apds eletroforese,
estes géis foram submetidos a 2 banhos de 30 minutos de triton a 2%, para
remover o SDS e foram colocados em solugcédo tris-HCI 50 mM para a
renaturacao das proteinas e ativacao enzimatica, por 24 horas. Posteriormente,
foram fixados e corados com solugdo Coommassie Blue 0,05% por 1,5 horas,
levando a uma coloragdo completa do gel. Para a visualizagcdo das bandas
correspondentes as MMPs em estudo, utilizou-se descorante feito de metanol a
30% e acido acético a 10%, trocando o descorante em trés tempos: 15 minutos,
30 minutos, e 60 minutos. Observou-se a degradagao da gelatina incorporada
ao gel por meio da formagéao de bandas claras contra o fundo azul do corante. A
quantificacdo das bandas das MMPs foi realizada usando o programa de
imagens Imaged. A forma latente e ativa da MMP-2 e MMP-9 foram identificadas

por meio do peso molecular: 72 kDa e 92 kDa, respectivamente.

4.215 Zimografia in situ

A zimografia in situ, € uma técnica que possibilita a detecgao de atividade
gelatinolitica diretamente no tecido. Ela tem como principio a incubagéo de
tecidos nao fixados com um substrato especifico, que ao ser degradado por
gelatinases/colagenases presentes no tecido, sdo microscopicamente
detectaveis sob fluorescéncia excitada. Quanto mais intensa a fluorescéncia,

maior a atividade gelatinolitica (Frederiks; Mook, 2004)..

O tecido congelado com OCT (SAKURA FINETEK, TORRANCE, CA,
USA) com acetona e gelo seco, foram seccionados em criostato com espessura
de 5 uym. Para esta analise foi utilizado DQ gelatin (D12054, Thermo Fischer,

EUA) na concentragao de 1,0 pyg/mL em tampéao tris-CaCl 2 50 mmol/L.



47

Os cortes cardiacos foram incubados em 20 uL da solugcao de DQ, durante
30 minutos em camara escura e umida. Em seguida, os tecidos foram lavados 3
vezes com PBS pH7,4. Os cortes foram avaliados em microscépio de
fluorescéncia acoplado a céamera fotografica (Zeiss, AxioSCope A1) e as
imagens foram fotografadas em aumento de 400x. A quantificacdo da atividade

gelatinolitica in situ foi medida utilizando o programa ImageJ.

4.2.16 Histologia

Os coragdes dos animais foram fixados em paraformaldeido 4%, cortados
meédio-ventricular em duas partes e processados pela técnica de inclusao em
parafina (Bruno et al., 2023). Apos a inclusdo, os tecidos foram cortados em
microtomo rotativo (Leica: modelo RM2125RT, Nussloch-Alemanha), obtendo-se
cortes de 5 uM de espessura que foram depositados em laminas. Para avaliar a
presengca de infiltrados inflamatérios, as laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina e fotografadas utilizando o microscépio Zeiss AxioCam
ICc3 acoplado ao software AxioVision, no aumento de 400x, capturando 10
imagens microscopicas para cada animal. Para a analise do colageno, as
ldaminas foram coradas com Picro Sirius red e observadas sob microscopia de
campo claro e luz polarizada (Mata-Santos et al., 2014). As imagens foram
capturadas em campos consecutivos no aumento de 200x, sem sobreposicao,
cinco foto por animal. A quantificagdo foi realizada utilizando o método de
contagem de pontos do software Image- Pro Plus 6.3® e os resultados expressos

em porcentagem (Rich; Whittaker, 2005).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no nosso estudo foram analisados com o
programa GraphPad Prism 8 e expressos como meédia + erro padrdo da média
(E.P.M.). A comparacdo entre dois grupos foi realizada pelo teste T para
amostras pareadas. A analise envolvendo mais grupos foi realizada pela

Analise de Variancia (ANOVA one way e two way), seguida pelo pés-teste de
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Tuckey’s. Foram considerados significativos valores de p<0,05. Ressalta-se
que os dados seguem uma distribuicdo normal, constatada pelo teste de
Shapiro-Wilk.
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIOS IN VITRO

511 Atividade antioxidante

Ao comparar a minociclina bruta com a minociclina digerida (Tabela 2),
observa-se que a minociclina digerida demonstrou maior atividade redutora do
reagente de Folin Ciocalteu e aumentou a eficiéncia do composto em capturar o

‘OH. Além de aumentar a absorg¢ao de radicais de oxigénio.

Tabela 2 - Atividade antioxidante da minociclina bruta e digerida.

Minociclina Minociclina
Bruta digerida
Atividade redutora do reagente Folin 473+ 2 586,400 + 8*
Ciocalteu (mg AGE/q)
"OH scavenging (mg AGE/qg) 52+1 505,500 + 6*
ORAC (umol AAE/q) 2211 + 30 16045 + 319*

Fonte: Da autora.

Legenda: AGE: acido gélico equivalente, AAE: 4cido ascorbico equivalente. *p<0,05 monociclina
bruta.

5.1.2 Protecgao dos eritrocitos contra a oxidagao

Os dados indicam que a exposi¢ao dos eritrécitos ao AAPH aumentou a
porcentagem de hemodlise, peroxidagao lipidica e ERO (p< 0,05; Figura 7 A-C).
O tratamento nas diferentes doses e em ambas a formas, apresentou diminui¢cao
da hemdlise, sendo que a minociclina bruta na concentracdo de 100 pg/mL

demonstrou efeitos melhores do que a quercetina (Figura 7 A, p<0,05).

Em relagao a peroxidagao lipidica observa-se que apenas os tratamentos
com quercetina na dose de 50 pg/mL, minociclina bruta nas doses de 50 e 100

pMg/mL e minociclina digerida na dose de 25 ug/mL, apresentaram efeitos
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protetivos contra a esse dano (Figura 7B, p<0,05). Além disso, nao se verifica

efeitos do tratamento contra a formag¢ao de ERO (p>0,05, Figura 7C).

Fonte: Da
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Figura 7 - Protec&o dos eritrocitos contra a oxidagéao.
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Atividade da minociclina bruta e digerida sobre a oxidagdo induzida por AAPH.
Analises realizadas em quadruplicata. (A) Porcentagem de hemdlise, (B) porcentagem
de peroxidacéo lipidica e (C) porcentagem de geracdo de ERO. Dados expressos em
porcentagem. Teste ANOVA one way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc, p<0,05,
*p<0,05 x CN, **p<0,05 x CP e #p<0,05 x Q25 e Q50. CN: controle negativo, CP:
controle positivo, Q25: quercetina 25 mg/mL, Q50: quercetina 50 mg/m, MB25:
minociclina bruta 25 pg/mL, MB50: minociclina bruta 50 pug/mL, MB100: minociclina
bruta 100 pg/mL, MD25: minociclina digerida 25 pg/mL, MD50: minociclina digerida 50
pg/mL, MD100: Minociclina digerida: 100 pg/mL.

Perfil das enzimas antioxidantes
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Em relagédo a atividade das enzimas antioxidantes, observa-se que
exposi¢cao ao AAPH levou a diminuicdo da atividade da catalase (Figura 8A) e
aumento da atividade da SOD (Figura 8B). No entanto, o tratamento com a
minociclina nao foi capaz de reverter a diminuigéo da atividade da catalase, nem
o aumento da SOD (p< 0,05).

Figura 8 - Atividade das enzimas antioxidantes in vitro.
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Fonte: Da autora.

Legenda: Atividade da minociclina bruta e digerida sobre a enzimas antioxidantes em modelo de
oxidacao induzida por AAPH. Analises realizadas em quadruplicata. (A) Atividade da
catalase (dados expressos em unidade por miligrama de proteina), (B) atividade da
SOD (dados expressos em porcentagem de inibicdo por miligrama de proteina). Teste
ANOVA one way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc, p<0,05, *p<0,05 x CN, **p<0,05
x CP. CN: controle negativo, CP: controle positivo, Q25: quercetina 25 mg/mL, Q50:
quercetina 50 mg/m, MB25: minociclina bruta 25 ug/mL, MB50: minociclina bruta 50
pg/mL, MB100: minociclina bruta 100 ug/mL, MD25: minociclina digerida 25 ug/mL,
MD50: minociclina digerida 50 pg/mL, MD100: Minociclina digerida: 100 pyg/mL.

5.1.4 Protecao contra a oxidagao plasmatica

Observa-se na Figura 9 A-C que a minociclina apresentou resultados
melhores do que a quercetina contra a formacao de FIOP’s, de hidroperéxidos
lipidicos e MDA (p<0,05). Ademais, a minociclina digerida em ambas as doses
levou uma maior protecdo contra a formacao e hidroperdxidos lipidicos em

comparagao com a sua forma bruta (p<0,05.)



Figura 9 - Protecao contra a oxidagao plasmatica.
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Legenda: Atividade da minociclina bruta e digerida contra a oxidagdo plasmatica. Analises
realizadas em sextruplicata. (A) Porcentagem FLOP’s total, (B) porcentagem de
hidroperoxidos lipidicos, (C) porcentagem MDA. Dados expressos em porcentagem.
Teste ANOVA one way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc, p<0,05, *p<0,05 x CP,
#p<0,05 x Q25 e Q50, 4p<0,05 x MB 25, MB50 e MB100. CN: controle negativo, CP:
controle positivo, Q25: quercetina 25 mg/mL, Q50: quercetina 50 mg/m, MB25:
minociclina bruta 25 pg/mL, MB50: minociclina bruta 50 yg/mL, MB100: minociclina
bruta 100 pg/mL, MD25: minociclina digerida 25 ug/mL, MD50: minociclina digerida 50
pg/mL, MD100: Minociclina digerida: 100 pg/mL.

5.2 ENSAIOS IN VIVO

5.21 Evolugao ponderal
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Na Figura 10, observa-se a evolugao do peso corporal dos animais (em
gramas) durante as 12 semanas de dieta padrdo e dieta HC. Nao foram
encontradas alteragdes no peso corporal entre os grupos (p>0,05). Ainda, a
administragao de minociclina ou agua da 10° a 12° semana, nao afetaram o peso
corporal dos animais (p>0,05).

Figura 10 - Evolugao ponderal e efeitos da minociclina sob o peso (em gramas).
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Fonte: Da autora.

Legenda: Evolugéo do peso corporal de camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta
HC por um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua
na mesma proporgdo na 10° e 12° semana, n=6/grupo, dados expressos em grama
(9). Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc. HC: dieta rica em
carboidratos refinados.

5.2.2 Consumo de ragao

Na Figura 11, podemos observar o consumo de ragao (em gramas)
durante as 12 semanas de dieta padrao ou dieta HC, com a administracdo de
minociclina ou agua na 10° e 12° semana. Nas primeiras semanas houve um
maior consumo de dieta HC em relagao a dieta padrao (p<0,05), sendo que néo

ha diferenca significativa apds a 4° semana de dieta.
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Figura 11- Consumo de ragao diario e sobre a influéncia da administragdo de
agua ou minociclina (em gramas).
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Fonte: Da autora.

Legenda: Consumo de ragdo de camundongos Balb/C machos, expostos ou nao a dieta HC por
um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma
proporgéo na 10° e 12° semana, n= 6/grupo, dados expressos em grama (g). Teste
ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padrao. HC:
dieta rica em carboidratos refinados.

5.2.3 indice de adiposidade

Em relacdo a adiposidade, a Figura 12 revela que os animais que
receberam dieta HC tiveram um aumento da adiposidade em relagdo ao grupo

dieta padrao (p<0,05) e o tratamento ndo reverteu essa alteragao (p> 0,05).
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Figura 12 - indice de adiposidade (%).
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Legenda: indice de adiposidade de camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC
por um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina, n= 13-16/grupo, dados
expressos em porcentagem. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-
hoc. *p<0,05 x dieta padréo. HC: dieta rica em carboidratos refinados.

5.2.4 Avaliagdo comportamental e niveis de corticosterona

No teste de LCE, avaliou-se a permanéncia dos camundongos nos bragos
abertos, tempo de grooming e numero de head dipping. Observa-se que a dieta
levou a uma diminuigdo da permanéncia dos animais nos bragos aberto (Figura
13A) e do numero de head dipping (Figura 13C), além do aumento do tempo de
grooming (Figura 12B) (p<0,05). O tratamento com a minociclina foi capaz de
reverter a diminuicdo da permanéncia dos animais nos bragos abertos e o
aumento de grooming (p<0,05). Porém, n&o se verifica altera¢cdes nos niveis de

corticosterona pela dieta ou tratamento (Figura 13D, p>0,05).
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Figura 13 - Avaliacdo comportamental e niveis de corticosterona.
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Fonte: Da autora.

Legenda: Avaliagdo comportamental e niveis de corticosterona de camundongos Balb/C machos,
expostos ou nao a dieta HC por um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina
(50 mg/Kg) ou agua na mesma proporg¢ao na 10° e 12° semana. (A) Tempo gasto nos
bragos abertos (n= 14-17/grupo, dados expressos em porcentagem), (B) tempo de
grooming (n= 9-14/grupo, dados expressos em segundos), (C) nimero de head dipping
(n= 9-13/grupo, dados expressos em numero absoluto), (D) niveis de corticosterona
(n= 6-8/grupo, dados expressos em pug/dL). Teste ANOVA two way, seguido pelo teste
Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padréo, #p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em
carboidratos refinados.

5.2.5 qPCR dos filos bacterianos da microbiota fecal

Ao realizar o qPCR do conteudo fecal, observa-se que tanto a dieta, como

a minociclina, ndo alteraram a quantidade de bactérias totais (p>0,05). Porém, a
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dieta aumentou Firmicutes e diminuiu Bacteroidetes e Gammaproteobacterias

(p<0,05). A minociclina foi capaz de reverter o aumento de Firmicutes (p<0,05).

Figura 14 - gPCR dos filos bacterianos da microbiota fecal.
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Fonte: Da autora.

Legenda: gqPCR dos filos bacterianos da microbiota fecal de camundongos Balb/C machos,
expostos ou nao a dieta HC por um periodo de 12 semanas, que receberam
minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma proporgédo na 10° e 12° semana. (A) Total
Bactérias, (B) Bacteroidetes, (C) Firmicutes, (D) Gammaproteobactéria, n= 2-3/grupo
(pool), dados expressos em 2-2¢t. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s

post-hoc. *p<0,05 x dieta padrao, *p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em carboidratos
refinados.

5.2.6 Determinagao de parametros bioquimicos

Ao avaliar os niveis de colesterol e triglicérides (Figura 15A e 15B),

verifica-se, que os animais que receberam dieta HC tiveram aumento dos seus
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niveis em relagdo ao grupo dieta padrao (p<0,05) e o tratamento com a
minociclina reverteu apenas os niveis de triglicérides (p>0,05).

Além disso, a funcao cardiaca foi determinada pela atividade da CK-MB
(Figura 15C). Observamos que a dieta HC aumenta a atividade da CK-MB

(p<0,05), e o tratamento com a minociclina atua contra essa alteragao (p>0,05).

Figura 15 - Parametros bioquimicos.
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Legenda: Parametros bioquimicos de camundongos Balb/C machos, expostos ou nédo a dieta
HC por um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua
na mesma propor¢ao na 10° e 12° semana. (A) Niveis plasmaticos de colesterol (n=
8-14/grupo, dados expressos em miligrama por decilitro), (B) niveis plasmaticos de
triglicérides (n= 10-13/grupo, dados expressos em miligrama por decilitro), (C)
atividade plasmatica de CK-MB (n=9-12/grupo, dados expressos em unidade por litro).
Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padrao,
#p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em carboidratos refinados.

5.2.7 Atividade da SOD, Catalase e GPx

A Figura 16 mostra que a dieta HC n&o levou a altera¢des da atividade da
SOD no tecido cardiaco (p>0,05). Em relagao a atividade da catalase (Figura 17)
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e da GPx (Figura 18), verifica-se que a dieta HC levou um aumento da atividade
dessas enzimas, e o tratamento com minociclina reverteu essas alteracdes
(p<0,05).

Figura 16 - Atividade da SOD.
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Legenda: Atividade da SOD de Camundongos Balb/C machos, expostos ou nao a dieta HC por
um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma
proporcao na 10° e 12° semana, n= 10-12/grupo, dados expressos em porcentagem
de inibicdo por miligrama de proteina cardiaca. Teste ANOVA two way, seguido pelo
teste Tuckey’s post-hoc. HC: dieta rica em carboidratos refinados.
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Figura 17 - Atividade da catalase.
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Legenda: Atividade da Catalase de camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC
por um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na
mesma propor¢éo na 10° e 12° semana, n= 11-14/grupo, dados expressos em unidade
por miligrama de proteina cardiaca. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste
Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padrdo, #p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em
carboidratos refinados.

Figura 18 - Atividade da GPx.
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Legenda: Atividade da GPx de camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por
um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma
proporcao na 10° e 12° semana, n= 6-7/grupo, dados expressos em unidade por
miligrama de proteina cardiaca. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s
post-hoc. *p<0,05 x dieta padréo, #p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em carboidratos
refinados.
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5.2.8 Niveis de GSH

A Figura 19, mostra os niveis cardiacos de GSH. Observa-se que o0s
animais submetidos a dieta HC tiverem diminuicdo dos niveis de GSH e o

tratamento com a minociclina foi capaz de reverteu essa alteracao (p<0,05).

Figura 19 - Niveis de GSH.

°
g 8- .
S # 1 Agua
E . " .
3 61 T Il Minociclina
T 4-
& E *
o I
2-
o)
E
2oll :
Dieta padréao Dieta HC

Fonte: Da autora.

Legenda: Niveis de GSH de camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por um
periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma
proporgao na 10° e 12° semana, n= 11-12/grupo, dados expressos em microgramas
por miligrama de proteina cardiaca. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste
Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padrdo, #p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em
carboidratos refinados.

5.2.9 Determinagao dos niveis de TBARS

Ao avaliar os niveis de TBARS (Figura 20) no tecido cardiaco, nao foi

possivel verificar alteragdes causadas pela dieta ou tratamento (p>0,05).
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Figura 20 - Niveis de TBARS.
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Legenda: Niveis de TBARS de camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por
um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma
proporcao na 10° e 12° semana, n= 9-11/grupo, dados expressos em nanomolar por
miligrama de proteina cardiaca. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s
post-hoc. p>0,05. HC: dieta rica em carboidratos refinados.

5.2.10 Determinagao de ERO in situ

Observa-se que os animais submetidos a dieta HC tiveram aumento dos
niveis de ERO in situ e o tratamento com a minociclina foi capaz de reverter esse
dano (Figura 21, p<0,05).
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Figura 21 - Determinacao de ERO in situ.
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Legenda: Avaliagao dos niveis de ERO in situ por DHE. Camundongos Balb/C machos, expostos
ou nao a dieta HC por um periodo de 12 semanas, que receberam minociclina (50
mg/Kg) ou agua na mesma propor¢gdo na 10° e 12° semana. (A) Fotografias
representativas do tecido cardiaco (400x) incubados com DHE (103 M), (B)
representagéo grafica da intensidade de fluorescéncia vermelhas dos produtos da
reacdo do DHE com Oz (n= 4/grupo, dados expressos como média + E.P.M.). Teste
ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padrao,
#p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em carboidratos refinados.

5.2.11 Determinagao de Oz e H202

Observa-se na Figura 22 A-B que a dieta levou a um aumento de O%* e

H202.0 tratamento com a minociclina reverteu essas alteragdes (p<0,05).
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Figura 22 - Determinacao de Oz e H20:.
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Legenda: Camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por um periodo de 12
semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou dgua na mesma proporgéo na 10°
e 12° semana. (A) Determinagcdo de Oz (n= 11-12/grupo, dados expressos em
unidades relativas de luz por proteina cardiaca), (B) determinagao de H202 (n= 6-

8/grupo, dados expressos em pmol H202, mg de proteina cardiaca). Teste ANOVA two
way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padréo, *p<0,05 x dieta HC.
HC: dieta rica em carboidratos refinados.

5.2.12 Zimografia em gel

Na Figura 23B, encontra-se a determinacdo de MMP-2 no tecido cardiaco.
Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos estudados
(p>0,05).

Em relagdo a MMP-9 (Figura 24B), os resultados indicam um aumento
dos seus niveis no grupo dieta HC em relagéo ao grupo dieta padrao (p<0,05) e

o tratamento com a minociclina ndo foi capaz de reverter esse dano (p>0,05).
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Figura 23 - Niveis de MMP-2 por zimografia.
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Legenda: Camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por um periodo de 12
semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma proporgao na 10°
e 12° semana. (A) Gel representativo, em escala cinza, do zimograma de extratos
cardiacos para MMP-2, (B) representagéo grafica (n= 14-17/grupo, dados expressos
como média + E.P.M.). Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc.
p>0,05. HC: dieta rica em carboidratos refinados.
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Figura 24 - Niveis de MMP-9 por zimografia.
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Legenda: Camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por um periodo de 12
semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma proporgéo na 10°
e 12° semana. (A) Gel representativo, em escala cinza, do zimograma de extratos
cardiacos para MMP-9, (B) representagéo grafica (n= 14-17/grupo, dados expressos
como média + E.P.M.). Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc.
*p<0,05 x dieta padrao. HC: dieta rica em carboidratos refinados.

5.2.13 Zimografia in situ

Na Figura 25A, observamos a representacédo grafica da atividade de
MMPs no extrato de coragao através da atividade gelatinolitica in situ. Os dados
indicam aumento da atividade nos grupos dieta HC em relagdo ao grupo dieta
padrdo (p<0,05) e o tratamento com minociclina foi capaz de reverter essa

alteragao (p<0,05).
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Figura 25 - Atividade gelatinolitica in situ.

Dieta padrio(4gua)  Dieta padrdo(minociclina)

B
© 30000~ ¥
Q
= T
g
= 20000+
© =3
— #
()
3 c T
© "~ 100001
©
S
>
'
< 0 ; T
Dieta padréo Dieta HC

zoum 20um

Dieta HC (4gua) Dieta HC (minociclina)

Fonte: Da autora.

Legenda: Camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por um periodo de 12
semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma proporgao na 10°
e 12° semana. (A) Fotografias representativas do tecido cardiaco (400x) incubados
com Dq Gelatina (1 yL/mL), (B) representagao grafica da atividade gelatinolitica in situ,
em que a intensidade de fluorescéncia verde reflete a atividade enzimatica via
degradagéao da gelatina (n= 3-4/grupo, dados expressos como média + E.P.M.). Teste
ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padréo,
#p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em carboidratos refinados.

5.2.14 Infiltrado inflamatério e colageno

Observa-se auséncia de infiltrados inflamatoérios nos tecidos cardiacos
dos animais estudados (Figura 26). No entanto, € possivel verificar um aumento
da % de colageno no grupo que recebeu dieta HC (Figura 27 B, p<0,05) e o

tratamento com a minociclina foi capaz de reverter essa alteragao (p<0,05).

O Agua
Il Minociclina
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Figura 26 - Infiltrado inflamatério.
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Legenda: Camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por um periodo de 12
semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma proporgao na 10° e 12°
semana. Fotografias representativas do tecido cardiaco (400x) corados com hematoxilina e
eosina (p>0,05, n= 4 a 6/grupo). HC: dieta rica em carboidratos refinados



69

Figura 27 - Porcentagem de colageno.
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Legenda: Camundongos Balb/C machos, expostos ou ndo a dieta HC por um periodo de 12
semanas, que receberam minociclina (50 mg/Kg) ou agua na mesma proporgéo na 10°
e 12° semana. (A) Fotografias representativas do tecido cardiaco (200x) corados com
Picro Sirius red, realizadas no campo claro e a luz polarizada. Zoom de 100% nos
pontos onde houve marcacgéo de colageno, (B) representacéo gréafica da porcentagem
de colageno intersticial (n= 4-6/grupo, dados expressos como média + E.P.M.) Teste
ANOVA two way, seguido pelo teste Tuckey’s post-hoc. *p<0,05 x dieta padrao,
#p<0,05 x dieta HC. HC: dieta rica em carboidratos refinados.
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6 DISCUSSAO

Conforme escrito anteriormente, o cloridrato de minociclina emergiu como
um composto promissor para o tratamento de diversas patologias (Morimoto et
al., 2005) e seu uso off-label esta relacionado as suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias (Salameh et al., 2015). Desse modo, o
presente estudo teve como foco inicial avaliar o poder antioxidante desse

composto, através de testes in vitro.

Como o tratamento dos camundongos com minocilina foi realizado pela
via oral, decidiu-se avaliar o efeito da digestdo simulada no potencial antioxidante
in vitro da minociclina, comparando a sua forma bruta e digerida. O processo de
digestao levou aumento da atividade da minociclina nos testes de folin-ciocalteu,
atividade captura do ‘'OH e ORAC. De acordo com Faissner et al. (2017), a
minociclina bruta apresentou atividade de ORAC melhor do que o acido galico,
na dose de 5 pM. O uso de acido ascorbico e acido galico como controles
positivos, se deve ao fato de que, ambos possuem um potencial antioxidante
conhecido (Arrigoni; De Tullio, 2002; Faissner et al., 2018). Ademais, um estudo
envolvendo animais com diabetes, observou que o uso de doxiciclina na dose de
15 mg/kg por 4 semanas, levou a uma maior atividade de ORAC em relagéo ao
grupo diabético sem tratamento (Atalay et al., 2011). Todavia, os dados na
literatura para a atividade direta da minociclina sdo escassos (Kraus et al., 2005)
e até onde se sabe, esse € o primeiro trabalho que compara a atividade da

minociclina antes e apds o processo de digestao.

O processo de digestdo simulado € um método rapido e de baixo custo
para prever a bioacessibilidade e a bioatividade de moléculas (Colombo et al.,
2021; Minekus et al., 2014). Realiza-se a simulagcéo das fases oral, gastrica e
intestinal através de adicdo de enzimas digestivas e alteracdes de pH (Kamal et
al., 2023; Minekus et al., 2014). Estudos indicam que substancias como soro de
camelo (Kamal et al., 2022) e tdmaras (Kamal et al., 2023) demonstram a
melhora da atividade antioxidante apds a digestao pelo método de DDPH (Kamal
et al., 2022, 2023), corroborando os dados encontrados.
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Adicionalmente, o efeito protetivo da minociclina bruta e digerida foi
testado em eritrocitos. Conforme citado, as células vermelhas sdo de grande
relevancia biolégica, pois, apresentam um poderoso sistema antioxidante (Liu;
Huang, 2015; Remigante et al., 2022). Nesse sentido, a minociclina inibiu a
hemolise eritrocitaria em ambas as formas, principalmente na dose de 100
pg/mL, que se apresentou melhor que a quercetina, um importante antioxidante
natural (Remigante et al., 2022). Ainda, a hemdlise dos eritrocitos é
desencadeada pela oxidacéo de lipideos e proteinas de membrana (Liu; Huang,
2015), assim, a dosagem de TBARS se tornam importante, pois, este é
considerado um marcador de peroxidagao lipidica (Silva et al., 2022). No
presente estudo, houve protecdo da minociclina bruta contra a peroxidagao
lipidica nas doses de 50 e 100 uyg/mL. Em contraste, a dose de 25 ug/mL foi a
unica que apresentou protecdo, apos o processo de digestdo. Esses dados,
corroboram o estudo de Liu; Huang (2015) com cha preto na sua forma bruta,
demonstrando efeitos contra a hemolise eritrocitaria e peroxidagao lipidica nas

concentracdes de 83 a 415 pg/mL.

A exposicdo ao AAPH levou a um aumento da produgcdo de ERO,
diminuicdo da atividade da catalase e aumento da atividade da SOD. O
tratamento com a minociclina por sua vez em ambas as formas, nao foi capaz
de evitar essas alteragcbes. Estudos anteriores demonstraram resultados
opostos, onde a utilizagdo de compostos fendlicos levou a uma diminuicao da
produgao de ERO nos eritrécitos expostos a AAPH (Cruz et al., 2024; Liu; Huang,
2015). Ainda, se observa uma melhora da atividade das enzimas antioxidantes
pelo uso do cha preto (Liu; Huang, 2015). No entanto, faltam estudos que
avaliem a atividade da minociclina em eritrécitos, porém, a comparacdo com
outros compostos fendlicos é valida, visto que a minociclina é considerada um
composto fendlico, devido a sua estrutura (Kazmi et al., 2021). Ainda, acredita-
se que a discrepancia dos resultados pode estar associada aos mecanismos de
acao de um composto em sistemas quimicos e bioldgicos. Assim, apesar da
minociclina ter apresentado uma potente atividade antioxidante nos testes
quimicos de folin-ciocalteu, atividade captura do 'OH e ORAC, esses testes néo

consideram os mecanismos complexos presentes nos sistemas biologicos, e por
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isso, ndo preveem os reais beneficios de um composto (Granato, 2023; Granato
et al., 2018).

Para finalizar as analises in vitro, avaliou-se os efeitos da minociclina
contra a oxidagdo plasmatica. Foi observado que a minociclina apresentou
resultados melhores do que os encontrados com a quercetina contra a formacao
de FLOP’s, hidroperoxidos lipidicos e MDA. Adicionalmente, a minociclina
digerida levou a um efeito mais pronunciado contra a formacédo de
hidroperdxidos, quando comparada com sua forma bruta. Esses dados indicam,
que a minocilina pode agir semelhantemente ao cha preto, suprimindo a
oxidagao de lipoproteinas plasmaticas, e com isso, inibir os efeitos oxidativos

causados pelo cobre (Liu; Huang, 2015).

Ressalta-se que o processo de formagao de compostos lipidicos € dividido
em trés partes: iniciacado, propagacao e terminagao. Na etapa de iniciagao o ferro
ou cobre na presenca de H202, ira ser oxidado mediante reacdo de Fenton,
produzindo o ‘OH ou peroxila, que por sua vez vao reagir com um lipidio
insaturado, formando um radical lipidico. Na etapa de propagacéao esse radical
lipidico reagira com o oxigénio molecular, formando um radical peroxil, que pode
associar a outro lipidio insaturado, formando um hidroperéxido lipidico e um
radical lipidico, perpetuando a reacdo em cadeia. Na etapa de terminacao, dois
radicais peroxil reagem entre si, formando um nao radical (Gaschler; Stockwell,
2017; Jomova; Valko, 2011; Pham et al., 2013). Ainda, além do hidroperdxido
lipidico que € um produto primario do processo de peroxidacao, outros produtos
secundarios podem ser gerados, como o MDA (Ayala; Mufioz; Arglelles, 2014).
Os compostos antioxidantes, podem atuar doando elétrons na fase de
terminagao, cessando o processo de peroxidagao, bem como impedindo a etapa
de propagacgao (Ayala; Mufoz; Arguelles, 2014; Gaschler; Stockwell, 2017;
Pisoschi; Pop, 2015).

Assim, o potencial antioxidante da minociclina foi realgado quando a droga
passou pelo processo de digestdo simulada, pois teve efeitos parciais nos danos
oxidativos em eritrocitos, com diminuicdo da porcentagem de hemodlise e
peroxidacgao lipidica. Ainda, esse composto foi eficiente em proteger o plasma

contra os FIOP’s tanto na sua forma bruta, como na digerida.
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Conforme mencionado anteriormente, a dieta HC tem sido associada a
expansao do tecido adiposo e, com isso, a liberacdo de mediadores inflamatérios
que podem prejudicar a fungéo cardiovascular (Ferreira et al., 2014; Oliveira et
al., 2013). Além disso, ela tem sido associada ao desenvolvimento de
comportamento tipo ansioso devido a maior produgdao de NO (Gomes et al.,
2020; Sanchez; Guerin; Fonken, 2019). Ainda é possivel que ocorra uma
alteragdo da microbiota intestinal, fato observado em estudos onde
camundongos foram submetidos a diferentes modelos de dieta, como a dieta
ocidental (Turnbaugh et al., 2009) ou a da sacarose (Kong et al., 2019).
Inicialmente serdo abordados os efeitos da dieta nos parametros
comportamentais e na microbiota dos camundongos estudados. Em seguida, as

alteracdes plasmaticas e cardiovasculares.

A associacdo da dieta HC com o comportamento do tipo ansioso ainda
nao esta totalmente elucidada. Por isso, os animais passaram por testes
comportamentais, dosagem de corticosterona e avaliagdo da microbiota. Para
avaliar os parametros comportamentais, utilizamos o teste de LCE, onde uma
maior permanéncia dos animais nos bragos fechados sugere que ele estd mais
ansioso, pois os ambientes abertos s&o considerados aversivos (Almeida et al.,
2022; Pellow et al., 1985). Além disso, analisou-se grooming e head dipping no
LEC. O teste de grooming avalia o comportamento de autolimpeza do animal,
sendo que o aumento do comportamento, indica um aumento da ansiedade (Hu
et al., 2017). O teste de head dipping, por sua vez, é resposta exploratoria do
animal, sendo caracterizado pelo movimento de “abaixar a cabega” (“mergulha”)
no LEC. Essa resposta exploratéria tende a ser prejudicada em situagdes de

estresse (Silva et al., 2022).

No presente trabalho, verificou-se que os animais que consumiram a dieta
HC, apresentaram uma diminuicdo da permanéncia nos bragos abertos, além de
aumento de grooming e diminuigdo de head dipping. Esses dados corroboram
os estudos anteriores, onde roedores submetidos a dietas ricas em acgucares
apresentaram aumento de comportamento tipo ansioso (Gomes et al., 2020;
Santos et al., 2018). O tratamento dos camundongos que receberam a dieta
com minociclina aumentou a permanéncia nos bracos abertos e diminuiu o

tempo de grooming nesses animais. De modo Semelhante, roedores submetidos
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a estresse cronico imprevisivel (Zhang et al., 2019) ou acidente vascular cerebral
isquémico (Camargos et al.,, 2020), apresentaram um aumento da entrada e
permanéncia nos bragos abertos do LCE quando tratados com minociclina em

diferentes doses.

Sabe-se que, a disbiose causada pelo consumo de carboidratos refinados
em excesso, favorece a diminuicdo de acidos graxos de cadeia curta, que séo
importantes imunomoduladores. Com isso, ocorrem modificagdes da resposta
imunologica da mucosa intestinal, afetando a integridade da camada de muco,
culminando em uma maior permeabilidade intestinal (Christ; Lauterbach; Latz,
2019; Fajstova et al., 2020; Khan et al., 2020). Assim, ocorre uma maior
infiltracdo de microrganismos e seus componentes, que sdo reconhecidos pelo
sistema imunoldgico, gerando uma resposta pro-inflamatéria, que de forma
continua, culmina na inflamagédo sistémica de baixo grau, favorecendo o
surgimento de diversas patologias (Christ; Lauterbach; Latz, 2019; Fajstova et
al., 2020; Khan et al., 2020).

Além disso, a inflamagao ocasionada pela dieta HC tem sido associada
ao seu poder ansiogénico. Pois, durante o processo inflamatério, ocorre a
liberacdo de mediadores como fator de necrose tumoral -a (TNF- a) e NO
(Gomes et al., 2018, 2020; Sanchez; Guerin; Fonken, 2019) que favorecem uma
maior ativacdo do eixo HPA, que € responsavel pela resposta ao estresse
(Gomes et al., 2020). Ademais, essa inflamagao seria o ponto de encontro entre
a obesidade e os transtornos de humor (Naseribafrouei et al., 2014). No entanto,
apesar do desenvolvimento do comportamento tipo ansioso pelos camundongos
que receberam a dieta HC, ndo foram observadas alteragcdes nos niveis de
corticosterona neste estudo. Esse resultado pode indicar que a dieta esteja
atuando como um estressor crénico, que leva a uma adaptagdo do organismo
(Wen, 1998). Resultado similar foi observado em roedores submetidos a
modelos de estresse por um periodo prolongado (Dal-Zotto; Marti; Armario,
2000; Du Preez et al., 2021).

Ainda, estudos indicam que camundongos submetidos a diferentes
modelos de dietas ricas em acucares (Fleissner et al., 2010; Kong et al., 2019;
Turnbaugh et al., 2009) apresentam alteracbes da microbiota, com aumento de

Firmicutes e Proteobactérias, acompanhado de diminuicdo de Bacteroidetes.
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Esse mesmo perfil de disbiose foi observado em roedores submetidos a modelos
de estresse agudo e crénico (Bailey et al., 2011; Winter et al., 2018; Zhang et
al.,, 2021). De modo semelhante, verificou-se um aumento de aumento de
Firmicutes, acompanhado de diminuicdo de Bacteroidetes no presente estudo,
apesar de ter ocorrido uma diminuicdo das Proteobactérias. Até o momento,
esse € o primeiro trabalho a avaliar se a dieta HC causa disbiose em
camundongos. Esses dados reforgam a hipétese de que a dieta HC possa atuar

como um fator ansiogénico.

A minociclina modulou beneficamente a microbiota dos animais
estudados, o que foi observado coma diminuigcdo de Firmicutes. Um efeito
benéfico desse composto na microbiota ja havia sido demonstrado em
camundongos submetidos a modelo de estresse cronico imprevisivel (Yang et
al., 2020), o que corrobora os achados do presente trabalho. Os efeitos da
minociclina nos parametros de ansiedade, podem ainda estar associados a
conhecida atividade neuroprotetora desse composto, que ativou a micréglia e
diminui a neuroinflamagdo, em modelos de estresse oxidativo induzido por
glutamato em células neuronais (Kraus et al., 2005) e isquemia cerebral em
camundongos (Morimoto et al., 2005). No entanto, a ndo avaliacdo de
componentes da resposta inflamatéria e efeito neuroprotetor sao limitagdes

desse estudo.

Adicionalmente, o aumento da ingestdo de ragdo nos animais que
consumiram a dieta HC nas primeiras semanas de protocolo foi observado nesse
trabalho, tornando-se nao significativo apds a 4°semana de dieta. Ainda, néo
houve diferengas do peso corporal dos camundongos ao longo das 12 semanas
de consumo de dieta HC. Do mesmo modo, estudos anteriores, observaram um
aumento da ingestao de ragdo nos camundongos que consumiam dieta HC nas
primeiras semanas, porém isso nao afetou o peso corporal ao longo do protocolo
(Gomes et al., 2018; Oliveira et al., 2013). A n&o alteragcéo do peso dos animais
pela dieta HC, pode ser justificada, pelo fato da dieta ser isocalorica em relagao
a dieta padrao. Nesse sentindo, as alteragcdes cardiacas decorrente da dieta HC
estariam associadas a sua composi¢ao e nao ao consumo caldrico, visto que, o

excesso de carboidratos refinados relaciona-se aos fatores de risco para
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doengas cardiovasculares, como o aumento da adiposidade visceral e
dislipidemia (FENG et al., 2015).

Assim, apesar do peso dos camundongos néo ter sido influenciado pela
dieta, eles apresentaram um maior indice de adiposidade no presente trabalho.
Estudos anteriores corroboram esses achados, pois demonstraram que o
consumo da dieta HC pode aumentar o tecido adiposo ja nos primeiros dias de
dieta, independentemente da mudanca de peso corporal (Bruno et al., 2023;
Oliveira et al., 2013; Zicker et al., 2019). Esse aumento ocorre por uma maior
ativacdo das vias lipogénicas, devido ao seu alto indice glicémico, sendo
responsavel por aumento de mediadores inflamatérios que favorecem as
disfuncbes metabodlicas (Campbell; Senior; Bell-Anderson, 2017; Ferreira et al.,
2014; Oliveira et al., 2013).

Além disso, foi observado nesse estudo o aumento dos niveis de
colesterol e triglicérides nos camundongos expostos a dieta HC. De acordo com
a literatura, esse tipo de dieta leva a uma disfungdo do metabolismo lipidico
(Oliveira et al., 2013; Zicker et al., 2019), que, por sua vez, resulta na formagao
de placas ateroscleréticas (Kamalakkannan et al., 2016; Xie et al., 2020; Zhang
et al., 2022). Desse modo, quando a atividade da CK-MB foi avaliada, observou-
se um aumento dessa isoenzima nos animais expostos a dieta HC. A CK-MB é
um marcador de dano no miocardio, e esta aumentada quando existe lesdes ou
doengas cardiovasculares pré-estabelecidas (Hoshino et al., 2009; Wang et al.,
2021). Donner et al. (2015), verificaram que ratos submetidos a dieta de
cafeteria, composta por 65% de carboidrato e 16% de gordura, apresentaram
maiores niveis de CK- MB, indicando, que a dieta HC possa atuar de forma
semelhante, sendo um fator de risco para complicagdes cardiovasculares
(Donner et al., 2015).

Diferente do presente estudo, Coker et al. (2022) observaram que o
tratamento com minociclina por 6 semanas na dose de 40mg/kg em
camundongos C57BL/6J submetidos a uma dieta rica em gordura levou a
diminui¢ao do indice de adiposidade (Coker et al., 2022). Ainda, a administragcéo
de minociclina nas doses de 45 e 90 mg/kg por 3 semanas, causou efeitos
protetores em ratos com cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina,

observados pela diminuicdo da CK-MB (Naderi et al., 2023). Essas diferencas
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podem estar associadas ao tempo de tratamento ou ao diferente tipo de modelo

experimental.

Por outro lado, em relagao ao perfil lipidico, a minociclina atuou diminuindo
niveis de triglicérides, assim como o observado em ratos diabéticos tratados com
esse composto (Glauce et al., 2014). E, apesar de ela ndo modificar os niveis
de colesterol, a diminuigdo de triglicérides € um indicativo que a minociclina

melhorou o perfil lipidico no presente estudo.

Em relagao a avaliagao do estresse oxidativo, a dieta HC nao foi capaz de
alterar os niveis de TBARS, todavia, houve uma diminuigao dos niveis de GSH
e aumento dos niveis de ERO in situ, Oz e H202. Embora Bruno et al. (2023),
verificaram que o consumo da dieta HC por 8 semanas levou a um aumento de
ERO in situ e TBARS no tecido cardiaco, o presente estudo € o primeiro que
avalia os efeitos do consumo prologando da dieta HC, sobre o estresse oxidativo
cardiaco durante 12 semanas. Os resultados encontrados, véo ao encontro de
estudos que observaram um aumento de MDA cardiaca em ratos que
consumiram dietas ricas em frutose (Putakala et al., 2017; Ahmed et al., 2021;
Ahmed et al., 2023). Ainda, o consumo de frutose levou a um aumento dos niveis
de NADPH oxidase, O2 e H202 (EI-Wakf et al., 2024), além ocasionar a deplecao
de GSH (Putakala et al., 2017; EI-Wakf et al., 2024) no tecido cardiaco de ratos.

Conforme mencionado, as dietas a base de acucares regulam
positivamente iINOS, levando a uma maior produgao de NO (Gomes et al., 2020;
Pakdeechote et al., 2014). Paralelamente, elas levam a uma maior atividade da
NADPH oxidase, resultando em uma maior producdo de ERO no sistema
cardiovascular (Roberts et al., 2000, 2006). O excesso de O2"reage com o NO
para formar o peroxinitrito, um oxidante potente, responsavel pela modulagao
das fungdes celulares por ocasionar nitragao de proteinas (Bourgoin et al., 2013;
Pakdeechote et al., 2014; Roberts et al., 2000). E importante ressaltar, que a ndo
alteracdo nos niveis de TBARS no presente estudo pode estar relacionada a
baixa especificidade da técnica, pois, o TBA néo reage apenas com o MDA, mas
com outros produtos de peroxidacao, limitando assim a acessibilidade para a
reacao MDA-TBA (Aguilar Diaz De Leon; Borges, 2020).



78

Além disso, nesse trabalho foram avaliadas a atividade das enzimas
catalase SOD e GPx. A dieta HC ndo alterou a atividade da SOD, mas alterou a
da catalase e da GPx. De acordo com a literatura, ratos que receberam dieta
contendo 35 % carboidratos refinados, 50 % de gordura e 2 % de colesterol por
12 semanas apresentaram diminui¢cao da atividade da SOD e catalase cardiaca
(Ahmed et al., 2023). Semelhantemente, ratos submetidos a uma dieta rica em
frutose por 60 dias (Putakala et al., 2017) apresentaram diminuigao na atividade
da catalase, SOD e GPx no tecido cardiaco. No entanto, o aumento da atividade
da catalase e da GPx verificado nesse estudo, pode sugerir uma tentativa de
compensagao da enzima contra o aumento dos niveis de ERO in situ, O2 e H20:2
observados (Arja et al., 2013; Gasparini et al., 2021). Ainda, o aumento da
atividade da GPx nos camundongos que receberam dieta HC corrobora a
diminuicdo de GSH nesses animais, pois, como citado anteriormente, a GPx
realiza a redugdo do H202 mediante oxidacdo GSH (Jomova et al., 2024).
Adicionalmente, a nao alteragao na atividade da SOD pode estar associada ao

modelo de dieta utilizado.

O tratamento com minociclina reverteu a diminuigdo de GSH e o aumento
de ERO causado pela dieta HC, além de restaurar a atividade da catalase e
diminuir GPx. Nesse sentido, ratos diabéticos tratados com minociclina na dose
de 50 mg/kg durante 15 dias, apresentaram aumento dos niveis de GSH, o que
corrobora os dados do presente trabalho (Mehta; Banerjee, 2019). De modo
semelhante, o efeito antioxidante da minociclina foi demonstrada em modelo de
cardiotoxicidade induzida em ratos onde foi observada uma diminuicdo nos
niveis de MDA e restauracao da atividade das enzimas antioxidantes (Naderi et
al., 2023). Por fim, o tratamento com minociclina apresentou um efeito
cardioprotetor em modelo de cardioplegia em coelhos com diminui¢do dos niveis
de MDA e nitrotirosina (Salameh et al., 2015).

Conforme descrito anteriormente, o estresse oxidativo pode ativar as
MMPs (Kandasamy et al., 2010; Van der Pol et al., 2019), que possuem agao
pro-fibrética, favorecendo a sintese e degradagao de colageno, principalmente
colageno tipo | (Hori et al., 2012; Cau et al., 2015). Nesse sentido, os
camundongos submetidos a dieta HC tiveram aumentos da atividade

gelatinolitica da MMP-9, por zimografia em gel, mas ndo da MMP-2 no presente
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trabalho. Esses resultados divergem dos de Bruno et al. (2023), que
demonstraram aumento da atividade de MMP-2 por zimografia em gel em
camundongos tratados com dieta HC por 4 semanas, sem alteragéo da atividade
da MMP-9. No entanto, quando avaliados por 8 semanas de tratamento com
dieta HC, esses animais ndo apresentaram mais essa alteracdao (Bruno et al.,
2023). Assim, € provavel que a ativagcdo da MMP-2 ocorra apenas em uma fase
inicial de consumo da dieta e que com o passar do tempo passe a ser observada
a ativacdo a MMP-9, sendo importante ressaltar que neste estudo os animais

foram submetidos a 12 semanas de dieta.

Em relagdo a atividade gelatinolitica in situ, houve um aumento da
atividade no grupo que foi submetido a dieta HC, sendo que, essa alteragao pode
estar relacionada com a maior a atividade da MMP-9 observada na zimografia
em gel. Ademais, como descrito, a MMP-9 regula os processos inflamatorios,
que, por sua vez, iram favorecer a expressao da mesma, e por isso, tem grande
importancia nas doengas cardiovasculares (Hu et al., 2007; Yabluchanskiy et al.,
2013). No entanto, nao foram observados infiltrados inflamatoérios nos coragdes
dos animais nesse estudo. Esse resultado difere dos achados de Abu-Elsaad;
El-Karef (2018), que verificam presenca de infiltrados inflamatérios no tecido
cardiaco de ratos submetidos a uma dieta rica em carboidratos e gordura por 16
semanas (Abu-Elsaad; El-Karef, 2018). Essa discrepancia pode estar associada

ao modelo animal, tempo de dieta ou tipo de dieta utilizada.

Além disso, o tratamento com a minociclina foi capaz de reverter o
aumento da atividade das MMPs . Nesse sentindo, um estudo demonstrou que
ratos submetidos a isquemia e tratados com minociclina na dose de 25 mg/kg a
cada doze horas, tiveram uma reducao da atividade de MMP-9 em relacédo ao
grupo controle no tecido cardiaco (Romero-Perez et al., 2008). Ademais, ratos
com cardite autoimune tratados com minociclina na dose de 50 mg/kg durante
3 semanas, apresentaram diminui¢cao da atividade de MMP-9, mas ndo MMP-2
(Matsumoto; Park; Kohyama, 2009).

Corroborando a alteracdo da atividade da MMP-9, foi observado o
aumento da porcentagem de colageno intersticial no tecido cardaco dos animais
submetidos a dieta HC. O aumento da deposicao de colageno favorece o

desenvolvimento de fibrose cardiaca, culminando na insuficiéncia cardiaca (Cau
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et al., 2015; Hori et al., 2012). O aumento de colageno no tecido cardiaco, ja
havia sido demonstrado em roedores que foram tratados com dietas ricas em
acgucares (Bruno et al., 2023; Giani et al., 2010; Mellor et al., 2011). Ainda, o
tratamento com a minociclina reverteu esse dano, corroborando estudos em que
o tratamento com minociclina diminuiu a deposi¢ao de colageno no coragao de
roedores com carga tumoral (Devine; Eichenseer; Wold, 2016) ou miocardite
autoimune (Han et al., 2011). Essa melhora, possivelmente esta relacionada com
efeito inibitério da minociclina nas MMPs e sua atividade antioxidante (Devine;
Eichenseer; Wold, 2016).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados in vitro indicam que a minociclina apresenta um bom
potencial antioxidante, sendo esse realgcado quando a droga passa pelo
processo de digestdo simulada. O composto agiu parcialmente nos danos em
eritrocitos, diminuicdo a porcentagem de hemolise e peroxidacao lipidica e
protegeu o plasma contra os FIOP’s tanto na sua forma bruta, como na digerida
(Figura 28).

Em relagdo aos ensaios in vivo, consumo da dieta HC por 12 semanas
alterou a microbiota, levou ao desenvolvimento de um comportamento do tipo
ansioso, aumentou o estresse oxidativo cardiaco e ativagdo das MMPs,
resultando em remodelamento cardiaco. O tratamento com minociclina foi capaz
de modular a microbiota e as alteragdes comportamentais causadas pela dieta
e atenuou o estresse oxidativo, a atividade da MMP e o remodelamento cardiaco

causado pela dieta HC (Figura 28).

Figura 28 - Conclusdes do estudo.
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