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“Um cientista no seu laboratório não é apenas um técnico: é, também, uma criança 

colocada à frente de fenômenos naturais que impressionam como se fossem um conto de 

fadas.” 

Marie Curie  
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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: O aumento do risco cardiovascular está associado a fatores extrínsecos 

como hábitos alimentares e nível de atividade física. Por sua vez, esses fatores podem 

afetar o equilíbrio de fatores intrínsecos, como os mecanismos relacionados com o 

processo inflamatório e fibrose cardíaca. Apesar da interação entre esses mecanismos 

intrínsecos e extrínsecos terem sido amplamente estudados, pouco se sabe sobre o efeito 

da dieta low carb/high fat (LCHF) e treinamento resistido (TR), quando realizados em 

longo prazo, no risco cardiovascular. OBJETIVO: Verificar os efeitos em longo prazo 

da dieta LCHF, associada ou não ao TR, na inflamação crônica, remodelamento, fibrose 

e hipertrofia do ventrículo esquerdo. MATERIAIS E MÉTODOS: Trinta e seis ratos 

machos Sprague Dawley foram submetidos a 21 semanas de dieta controle ou LCHF e 

distribuídos de forma aleatória nos grupos: i) dieta Controle-Sedentário (CONT-S n=9); 

ii) dieta Controle-Treinado (CONT-TR n=9); iii) dieta LCHF-Sedentário (LCHF-S n=9) 

e; iv) dieta LCHF-Treinado (LCHF-TR n=11). Os grupos treinados realizaram três 

sessões de treinamento por semana (4 a 9 escaladas com progressão de carga), com 

intervalos de 48 horas entre as sessões. As análises realizadas foram, qRT-PCR (TNF-α, 

Osteopontina, MCP-1, CTGF, TGF-β, MMP-2, TIMP-1 e 2, COL-I), Elisa (IL-10), 

zimografia (MMP-2 e 9), avaliação do conteúdo de fibras colágenas (coloração de 

picrosirius), hipertrofia de cardiomiócitos (coloração hematoxilina-eosina), peso do 

coração e ventrículo esquerdo. RESULTADOS: Não foram observadas diferenças entre 

todos os grupos para as análises de MMP, IL-10, hipertrofia de cardiomiócitos, deposição 

de fibras colágenas, peso do coração e do ventrículo esquerdo e expressão dos genes TNF-

α e CTGF. A expressão dos genes TGF-β, Osteopontina, TIMP-1 e 2, e COL-1 foram 

menores para os grupos que realizaram uma dieta LCHF quando comparados aos grupos 

CONT. Apenas o gene MCP-1 apresentou maior expressão para os grupos LCHF. Não 

foram observados efeitos significativos do TR nas análises. CONCLUSÃO: Sugerimos 

que a dieta LCHF parece não promover efeitos adversos na saúde do coração 

independentemente da associação com o TR, ao menos para os modelos de dieta e TR 

utilizados por nós ao longo do período investigado. 

 

 

Palavras chave: coração, matriz extracelular, dieta, treinamento resistido, fibrose 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Increases in cardiovascular risk are associated to extrinsic factors 

such as eating habits and physical activity level, which can affect the balance of intrinsic 

factors related to inflammatory and cardiac fibrosis mechanisms. Despite the interactions 

between the intrinsic and extrinsic mechanisms have been widely studied, little is known 

about the long-term effects low carb/high fat diet (LCHF) and resistance training (RT) in 

the cardiovascular risk. AIM: To investigate the long-term effects of low carb/high fat 

diet, associated or not to RT, in chronic inflammation, cardiac remodeling, fibrosis and 

cardiac left ventricle hypertrophy. MATERIAL AND METHODS: Thirty-six male 

Sprague Dawley rats were submitted to 21 weeks of standard diet or LCHF diet and, 

randomly assigned in four groups: i) Control Diet-Sedentary (CONT-S n=9); ii) Control 

Diet-Trained (CONT-TR n=9); iii) LCHF Diet-Sedentary (LCHF-S n=9) e; iv) LCHF 

Diet-Trained (LCHF-TR n=11). The two training groups performed 3 training sessions 

weekly (4-9 climbs with load progression), 48 hours apart. We performed qRT-PCR 

(TNF-α, Osteopontin, MCP-1, CTGF, TGF-β, MMP-2, TIMP-1 and 2, COL-I), Elisa (IL-

10), zymography (MMP-2 and 9), collagen fiber content (picrosirius stain), 

cardiomyocyte hypertrophy (hematoxylin-eosin stain), heart and left ventricular weight. 

RESULTS: No differences between all groups were found for MMP activity and IL-10, 

cardiomyocyte hypertrophy, collagen fiber content, heart and left ventricle weight and 

gene expression of TNF-α and CTGF. Gene expression of TGF-β, Osteopontina, TIMP-

1 and 2, and COL-1 were lower for the LCHF-Diet groups compared to CONT-Diet 

groups. Only the expression of MCP-1 was greater for the LCHF-Diet groups compared 

to CONT-Diet groups. No significant effects were observed for RT. CONCLUSION: 

We suggest that LCHF diet seems not to promote adverse effects on heart health 

regardless RT practice, at least for the diet, RT mode and time used herein. 

 

Keywods: heart, matrix extracellular, diet, resistance training, fibrosis 
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1 INTRODUÇÃO 

As doenças cardiovasculares afetam milhões de pessoas sendo a primeira causa 

de morte em todo o mundo segundo a Organização Mundial da Saúde ([OMS], 2020). O 

aumento do risco cardiovascular está associado a diversos fatores ambientais (e.g., 

hábitos alimentares e nível de atividade física) e seus efeitos nos mecanismos biológicos 

intrínsecos (e.g., desequilíbrios entre concentrações de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias).  Além disso, o efeito combinado de diferentes fatores ambientais como a 

atividade física e dieta na saúde cardiovascular parece ser maior quando comparado a 

cada um dos fatores isoladamente (JOHNS et al., 2014; VERONESE et al., 2016; 

ELLIOT e HAMLIN, 2018). Nesse sentido, estudos que investiguem os efeitos e 

interações desses fatores nos mecanismos biológicos intrínsecos envolvidos na 

manutenção e/ou aumento da saúde cardiovascular são essenciais.  

O coração é formado por componentes celulares e não celulares organizados em 

uma rede tridimensional chamada matriz extracelular cardíaca (MECC)(VALIENTE-

ALANDI et al., 2016). A MECC é estruturalmente composta principalmente pelos 

colágenos do tipo fibrilar I e III (MIENALTOWSKI e BIRK, 2014; VALIENTE-

ALANDI et al., 2016; WITTIG e SZULCEK, 2021). As fibras colágenas estão em 

constante remodelamento para garantir as funções mecânicas, físicas e bioquímicas 

fundamentais do coração (KIM et al., 2011; VALIENTE-ALANDI et al., 2016; WITTIG 

e SZULCEK, 2021). Contudo, esse remodelamento pode se tornar patológico caso os 

mecanismos físicos e/ou químicos que o controlem sejam desregulados (KONG et al., 

2014; LI et al., 2018; FRANGOGIANNIS, 2019b). Dentre esses mecanismos, disfunções 

inflamatórias crônicas que desequilibram a produção das citocinas tais como fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), proteína quimioatrativa de monócitos (MCP-1) e 

Osteopontina tem recebido grande atenção (BARTEKOVA et al., 2018; LI et al., 2018; 

FRANGOGIANNIS, 2019a; FAN e KASSIRI, 2021; LÓPEZ et al., 2021). Estas 
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citocinas aumentam os níveis do fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) e do 

fator de transformação do crescimento beta (TGF-β), estimulando os fibroblastos 

cardíacos a se transformarem em miofibroblatos (DANIELS et al., 2009; FAN et al., 

2012; LI et al., 2018; FAN e KASSIRI, 2021; LÓPEZ et al., 2021). Em conjunto, esses 

fatores promovem o desequilíbrio na atividade das metaloproteinases de matriz (MMPs) 

e dos seus inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), responsáveis por degradar 

as fibras de colágeno e inibir a atividade das MMPs, respectivamente (TURNER e 

PORTER, 2012; FAN e KASSIRI, 2021; LÓPEZ et al., 2021). Uma vez que a atividade 

das MMPs e TIMPs são desreguladas pelo processo inflamatório, ocorre uma deposição 

excessiva de fibras colágenas tipo I e III nos cardiomiócitos (SIVASUBRAMANIAN et 

al., 2001; FRANGOGIANNIS, 2019a; LÓPEZ et al., 2021). De forma contínua e 

prolongada esse processo resulta em fibrose cardíaca acompanhada de aumento do 

tamanho do coração, hipertrofia do ventrículo esquerdo e dos cardiomiócitos, com 

consequentemente aumento do risco cardiovascular (DANIELS et al., 2009; LAFUSE et 

al., 2020; LÓPEZ et al., 2021). Embora esses mecanismos tenham sido amplamente 

estudados, pouco se sabe sobre os efeitos de diferentes fatores extrínsecos e tampouco 

sobre a interação entre esses fatores nos mecanismos supracitados. 

Um dos fatores extrínsecos que mais afetam o risco cardiovascular são os hábitos 

alimentares. Em especial, as dietas com baixos níveis de carboidratos (~30% da ingesta 

calórica diária) e altos níveis de gordura (~60% da ingesta calórica diária) (low carb/high 

fat [LCHF]) vem sendo amplamente recomendadas. Embora alguns estudos tenham 

demonstrado que a dieta LCHF promove rápida perda de peso, diminuição dos perfis 

inflamatórios e consequentemente do risco cardiovascular (RUTH et al., 2013; TOBIAS 

et al., 2015; NOAKES e WINDT, 2017), esses resultados não são universais entre os 

trabalhos que investigaram dietas com alto teor de gordura em humanos (HALTON et al., 



5 
 

2006; FUNG et al., 2010; YANG et al., 2021). É possível que essa divergência ocorra 

pela dificuldade de se manter esse tipo de dieta por um longo período em humanos. De 

fato, a própria comunidade científica destaca a possibilidade de variações alimentares ao 

longo desses estudos (NOTO et al., 2013; ROSS et al., 2021). Portanto, o uso de modelo 

animal é uma alternativa que permite maior validade interna durante um período de 

intervenção prolongado. Nesse sentido, ao investigar o efeito de uma dieta com alto teor 

de gordura (modelo semelhante a dieta LCHF) em ratos, o estudo de WANG et al. (2015) 

demonstrou hipertrofia e fibrose cardíaca após 11 meses com esta alimentação. Outros 

estudos demonstraram que ratos submetidos a dieta LCHF apresentaram alteração 

atividade da MMP-2 (LEITE et al., 2013), declínio da contractilidade cardíaca, redução 

do volume sistólico e débito cardíaco (NILSSON e ERICSSON, 2016). Em conjunto, 

esses estudos nos permitem especular que a dieta LCHF pode aumentar o risco de doenças 

cardiovasculares, apesar desse modelo de dieta ser recomendado para diminuição do risco 

cardiovascular. Contudo, o protocolo de dieta utilizado por WANG et al. (2015) e LEITE 

et al. (2013) não foram o LCHF propriamente dito. Além disso, os estudos que de fato 

utilizaram a dieta LCHF, não investigaram os efeitos dessa dieta nos mecanismos 

relacionados ao remodelamento patológico cardíaco e fibrose (NILSSON e ERICSSON, 

2016). 

Dentre as outras intervenções recomendadas para aumentar a saúde 

cardiovascular, o treinamento resistido (TR) tem sido amplamente estudado (HASKELL 

et al., 2007; TIAN e MENG, 2019; ASHTON e TEW, 2020). Estudos demonstraram que 

a pratica regular de TR promove melhora geral na saúde do coração (ASHTON e TEW, 

2020; LEKAVICH et al., 2021) e diminui fatores que contribuem para o aumento do risco 

cardiovascular como a adiposidade corporal (RAMOS-CAMPO et al., 2021) e o perfil 

inflamatório (MARTINS et al., 2018; SARDELI et al., 2018; SILVA et al., 2018; 
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KOLAHDOUZI et al., 2019). Adicionalmente, estudos demonstraram que o TR é eficaz 

em normalizar a atividade das MMP-2 e 9 e também reduzir a deposição de colágeno na 

MECC de ratos idosos (GUZZONI et al., 2017) ou submetidos a dieta LCHF (LEITE et 

al., 2013). Embora essas evidências nos permitam sugerir que o TR é um método capaz 

de melhorar a saúde cardiovascular, ainda não se sabe qual o efeito dessa intervenção na 

fibrose cardíaca quando associada a outra intervenção, como a dieta LCHF em longo 

prazo. Desse modo, nosso objetivo é investigar os efeitos em longo prazo da dieta LCHF, 

associada ou não ao TR, na inflamação crônica, remodelamento e fibrose do ventrículo 

esquerdo cardíaco de ratos machos. 

Nossa hipótese é de que independentemente da associação com o TR, a dieta 

LCHF em longo prazo promoverá: 1) aumento dos marcadores de inflamação crônica; 2) 

desbalanço das MMPs e TIMPs e; 3) aumento na deposição de colágeno na MECC 

resultando em fibrose do ventrículo esquerdo de ratos. Se a nossa hipótese for confirmada, 

demonstraremos que a dieta LCHF não é benéfica ao coração, mesmo quando associada 

ao TR. 

2 MÉTODOS 

2.1 Animais 

Foram utilizados 36 ratos Sprague Dawley, com 28 dias de idade, provenientes do 

Biotério central da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho (Unesp). 

Todos os procedimentos realizados com os animais foram conduzidos de acordo com as 

Normas Nacionais de Ética na Experimentação Animal descritos por SILVA et al. (2016) 

e foram aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de São Carlos 

(processo: 2932120515). Os procedimentos foram realizados com todos os cuidados 

necessários para diminuir ao máximo o sofrimento dos animais. 
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2.2 Delineamento Experimental  

Inicialmente, os animais foram mantidos em biotério com temperatura entre 22 e 24°C e 

luz com ciclo invertido claro-escuro de 12 horas pelo período de 7 dias para aclimatação. 

Durante esse período, todos os animais receberam uma dieta padrão. Ao final dos 7 dias 

de aclimatação, os animais foram randomizados nos grupos: dieta pobre em carboidrato 

e rica em gordura (LCHF; n=18) ou dieta controle (CONT; n=18). A água e a comida 

foram administradas ad libitum. Após 10 semanas o grupo LCHF foi subdividido em 

LCHF sedentário (LCHF-S; n=9) e LCHF mais treinamento resistido (LCHF-TR; n=9) 

enquanto o grupo CONT foi subdividido em CONT sedentário (CONT-S; n=9) e CONT 

mais treinamento resistido (CONT-TR; n=9). Antes do início do programa de TR, os 

animais dos grupos LCHF-TR e CONT-TR realizaram um teste para a determinação da 

carga de treinamento. Então, os grupos LCHF-TR e CONT-TR foram submetidos a 10 

semanas de TR enquanto os grupos LCHF-S e CONT-S permaneceram sedentários. Ao 

término das 10 semanas, os animais dos quatro grupos foram eutanasiados.  

 

 

Figura 1. Procedimento realizados ao longo das semanas. 

 

2.3 Eutanásia e armazenamento de amostras 

Para a eutanásia os animais permaneceram em jejum por 5 horas durante a noite e foram 

sacrificados na manhã seguinte por decapitação por guilhotina. Para os grupos TR, o 
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procedimento ocorreu 48 horas após o termino da última sessão de treino. Imediatamente 

após a eutanásia, as amostras de sangue foram coletadas e processadas, assim como o 

ventrículo esquerdo do coração foi removido, pesado e dissecado (Figura 2) e armazenado 

a -80ºC para as análises posteriores. 

 

Figura 2. Procedimento realizados para estocagem de amostras. 

 

2.4 Dieta 

A dieta controle utilizada foi a AIN-93M (10% de gordura, 15% de proteína e 75% de 

carboidrato) enquanto a dieta LCHF foi a AIN-93M modificada (60% de gordura, 10% 

de proteína e 30% de carboidrato). Com relação ao valor calórico total, as dietas controle 

e LCHF continham 3,85Kcal/g e 5,410Kcal/g de energia, respectivamente. Ambas as 

dietas foram adquiridas pela Prag Soluções Comércio e Serviços Ltda (Jaú, SP - Brasil). 

A ingestão alimentar foi monitorada três vezes por semana.  

 

2.5 Treinamento Resistido 

2.5.1 Familiarização 

Inicialmente, os animais foram posicionados na parte inferior de uma escada com 1,10m 

de altura por 0,18m de largura, espaçamento de 2cm entre os degraus e com 80º de 

inclinação. A escada utilizada para a familiarização dos animais foi a mesma utilizada 

posteriormente para o teste de força máxima e realização dos protocolos de treinamento. 
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Para estimular os animais a escalarem a escada, foi realizado um estímulo “tipo pinça” 

no início da cauda. Esse procedimento foi realizado até que os animais subissem a escada 

3 vezes consecutivas sem o estimulo de pinça na cauda. O processo de familiarização foi 

realizado pelo período de uma semana, nos mesmos dias da semana em que as sessões de 

treinamento aconteceriam. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Escada utilizada para familiarização, teste de força máxima e protocolo de treinamento. 

2.5.2 Determinação da Carga de Treinamento 

O teste de carga máxima consistiu na realização de escaladas com sobrecargas 

progressivas adicionadas a cauda. Na primeira escalada foi utilizada uma sobrecarga 

correspondente a 75% da massa corporal do rato. A cada escalada realizada com sucesso 

foram adicionados 30 gramas para a próxima tentativa até que o animal não conseguisse 

escalar toda a escada. A maior sobrecarga carregada com sucesso foi considerada sua 

carga máxima. O número de escaladas até a obtenção da carga máxima dos animais foi 

entre 4 e 8 tentativas.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Aparatos de sobrecarga. 
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2.5.3 Protocolo de Treinamento 

As sessões de treinamento foram compostas por 4 a 9 escaladas, nas quais os animais 

conseguiram subir de 8 a 12 degraus por escalada. As primeiras quatro escaladas foram 

realizadas com 65%, 85%, 95% e 100% de carga máxima de cada animal. Nas escaladas 

subsequentes foram adicionados 30 gramas até que o animal não conseguisse completar 

a escalada ou até que tivesse completado 9 escaladas. O intervalo de recuperação entre as 

escaladas foi de 2 minutos. Foram realizadas 3 sessões de treinamento semanais com 

intervalo mínimo de 48 horas entre as sessões. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo experimental do protocolo de treinamento resistido (RODRIGUES et al., 

2017). 

2.6 Análises Histológicas 

Os tecidos do ventrículo esquerdo foram embebidos em paraplast e cortados em 

micrótomo com espessura de 5µm. Os cortes foram montados em lâminas de vidro e 

mantidos em forno seco a 60oC overnight para adesão do corte na lâmina. Para as 

colorações e análises de histoquímica, os cortes foram desparafinizados e hidratados em 

uma bateria de xilol, álcool e água. Para cada uma das amostras duas lâminas foram 

preparadas, de modo que uma foi corada com hematoxilina-eosina (HE) e a outra com 

Picrosirius. As lâminas coradas com HE e Picrosirius foram digitalizadas e transformadas 



11 
 

em imagem a partir do escâner de lâminas (Pannoramic Digital Slide Scanners system, 

3D HISTECH, Ltd.). Os campos a serem analisados foram selecionados através do 

software do mesmo fabricante em um aumento de 40X, nas regiões 0, 3, 6 e 9 horas. As 

amostras de tecido coradas com HE foram utilizadas para avaliar a hipertrofia de 

cardiomiócitos. Para isso, o diâmetro de 100 cardiomiócitos foi analisado por meio da 

função “reta” do software ImageJ (National Institutes of Health), onde uma linha foi 

traçada na altura do núcleo, perpendicular ao eixo da fibra. As amostras coradas com 

Picrosirius foram utilizadas para a quantificação de fibras de colágeno. Foram analisadas 

oito imagens por animal pelo método de contagem de pontos. Uma grade com 512 

cruzamentos foi aplicada nas imagens usando o software ImageJ (National Institutes of 

Health). Com o mesmo software, a função “multiponto” foi utilizada para contar todos os 

pontos que se sobrepuseram às fibras de colágeno. 

 

2.7 Zimografia 

A técnica de zimografia foi utilizada para mensurar a atividade das Pró-MMP-2, MMP-2 

intermediária e MMP-2 Ativa e MMP-9 conforme descrito por CLEUTJENS et al. 

(1995). Em um tubo de 2 ml, fragmentos de ventrículo esquerdo com peso aproximado 

de 20 mg foram adicionados em tampão de extração (ácido cacodílico 10mM – pH 5/ 

NaCl2 0,15M / ZnCl2 10mM/ CaCl2 20mM/ NaN3 1,5mM/ Triton X-100- 0,01%). As 

amostras permaneceram sob agitação magnética em câmara fria por 24 horas. Em 

seguida, foram centrifugadas por 20 minutos a 1400RCF rcf, em temperatura de 4ºC 

(Eppendorf® Centrifuge 5430/5430R, Germany). O sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo e a quantificação de proteína total foi realizada pelo método de Lowry’s. As 

amostras juntamente com tampão de amostra foram aplicadas em géis de poliacrilamida 

com SDS e gelatina para subsequente realização de eletroforese. Durante as fases de 
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empilhamento e separação, a corrida foi feita a 85V e 100V, respectivamente. Ao termino 

da eletroforese os géis receberam 2 lavagens de 20 minutos em Triton X-100; 2,5%. Os 

géis foram incubados por 20 horas a 37ºC em tampão de incubação (Tris 50mM/ CaCl2 

5mM – pH 8 / N2N3 0,02% / ZnCl2 10mM). Em seguida, foram corados com solução 

corante (Brilhante Blue 0,25% / Isopropanol 50% / Ácido Acético 10%) e descorados 

com solução descorante (Metanol 10% / Ácido Acético 10%/ Água Miliq 80%). Os géis 

foram fototodocumentados no equipamento Molecular Imager® ChemiDoc™XRS+ 

Image Sydtem (Bio-Rad). A análise densitométrica das bandas foi realizada usando o 

software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD). 

 

2.8  qRT-PCR  

O RNA total foi extraído de amostras contendo 25 mg do tecido ventricular esquerdo 

usando o reagente TRIZOL® (Invitrogen Corporation, Califórnia, EUA) de acordo com 

as especificações do fabricante. A integridade e qualidade do RNA purificado foram 

analisadas utilizando eletroforese em gel de agarose e pela análise de absorbância 

(NanoDrop 2000) das amostras a 260 e 260/280nm, respectivamente. Para a remoção do 

DNA genômico, 1 μg do RNA total de cada amostra foi tratado com DNase I (Invitrogen 

Corporation California, USA) de acordo com as recomendações do fabricante. O RNA 

tratado foi reversamente transcrito em cDNA usando GoScript™ Reverse Transcriptase 

(Promega Corporation, Madison, WI, USA). A expressão dos genes foi analisada por 

qRT- PCR através dos primers específicos contidos na Tabela 1. O melhor gene 

constitutivo foi determinado pelo programa RefFinder 

(https://www.heartcure.com.au/reffinder/), sendo considerado o GAPDH como o melhor 

gene para a normalização dos dados. Os resultados foram expressos utilizando o método 

do ciclo de limiar comparativo (2-ΔΔCt) (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). 

https://www.heartcure.com.au/reffinder/
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Tabela 1. Sequência dos primers utilizados para a realização da qRT-PCR dos genes alvos. 

 

2.9  Elisa 

A concentração de IL-10 no plasma sanguíneo foi medida por ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) com uma diluição de 1: 2. O método seguiu as especificações dos 

kits OptEIA (BD Biosciences®) (IL-10: Cat. No. 555134). A absorbância em 450 nm foi 

medida usando um leitor de microplacas. As concentrações das amostras foram 

calculadas a partir da curva de titulação dos padrões de citocinas e das concentrações 

finais de proteína no plasma, e foram expressas em pg / mg-1. 

 

2.10  Análise Estatística 

Após passar por inspeção visual, a normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Para os dados normais utilizamos a análise de variância ANOVA 

two-way e para os não-normais a análise de variância Kruskal-wallis, para comparar o 

efeito das condições LCHF-S, LCHF-TR, CONT-S e CONT-TR nas variáveis 

dependentes (i.e., marcadores inflamatórios, atividade das MMPs e TIMPs, expressão 

gênica, fibrose cardíaca, largura dos cardiomiócitos, peso do ventrículo esquerdo e peso 

do coração). Em caso de valores de F significativos, um post-hoc de Tukey ou Dunn 

Genes Forward 5´- 3´ Reverse 5´- 3´ Nº de acesso 

TNF-α CCAGAACTCCAGGCGGTGTC GGCTACGGGCTTGTCACTCG XM_008772775.2 

MCP-1 AGCCAGATGCAGTTAATGCCC ACACCTGCTGCTGGTGATTCT NM_002982.4 

OSTEOPONTINA GACTTTGGCAGCTCAGAGGA TCTGCTTCTGACATGGGTCA NM_001106.4 

CTGF CAGGCTGGAGAAGCAGAGTCGT CTGGTGCAGCCAGAAAGCTCAA NM_022266.2 

TGF-β1 CCCCTGGAAAGGGCTCAACAC TCCAACCCAGGTCCTTCCTAAAGTC NM_021578.2 

COL1A1 ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG NM_053304.1 

TIMP-1 ATAGTGCTGGCTGTGGGGTGTG TGATCGCTCTGGTAGCCCTTCTC NM_053819.1 

TIMP-2 GGACACGCTTAGCATCACCCAGA GTCCATCCAGAGGCACTCATCC NM_021989.2 

MMP-2 CTGGGTTTACCCCCTGATGTCC AACCGGGGTCCATTTTCTTCTTT NM_031054.2 

GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGT GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA XR: 598347.1 
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foram aplicados para realização de comparações múltiplas para os respectivos testes de 

variância. O programa estatístico usado foi o GraphPad Prism® (GraphPad, San Diego, 

CA, USA, 1998) e o valor de P significativo foi determinado como P<0,05. 

 

3 RESULTADOS 

3.1 Análise de Zimografia 

Não foram observados efeitos de dieta ou treinamento para a Pró-MMP-2 (Figura 6 

B), MMP-2 Intermediária (Figura 6 C) e MMP-2 Ativa (Figura 6 D) (P > 0.05). 

 

Figura 6. Bandas representativas das Pró-MMP-2, MMP-2 intermediária e MMP-2 ativa em gel 

de zimografia com gelatina (A). Resposta do grupo controle sedentário (CONT-S), controle 
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treinado (CONT-TR), low carb high fat sedentário (LCHF-S) e low carb high fat treinado (LCHF-

TR) na atividade da (B) Pró-MMP-2, (C) MMP-2 Intermediária e (D) MMP-2 Ativa. Os valores 

são apresentados como mediana (linha), com intervalo interquartil (caixa), valores máximo e 

mínimo e média (+). n=9 por grupo. 

 

3.2 Hipertrofia cardíaca 

Não foram observados efeitos de dieta ou treinamento para o peso do coração 

(Figura 7 A), peso do ventrículo esquerdo (Figura 7 B) e largura dos cardiomiócitos 

(Figura 7 C) entre os grupos (P > 0.05). 
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Figura 7. Resposta do grupo controle sedentário (CONT-S), controle treinado (CONT-TR), low 

carb high fat sedentário (LCHF-S) e low carb high fat treinado (LCHF-TR) no (A) peso do 

coração, (B) peso do ventrículo esquerdo e (C) largura dos cardiomiócitos. (D) Imagens 

representativas da análise e grupos de cortes corados com hematoxilina e eosina (HE). Barra de 

escala = 50 µm. Ampliação de 40x. Os valores são apresentados como mediana (linha), com 

intervalo interquartil (caixa), valores máximo e mínimo e média (+). n=9 por grupo. 

 

3.3 Fibrose cardíaca 

Não foram observados efeitos da dieta ou treinamento para a quantia de fibras 

colágenas no ventrículo esquerdo identificadas por coloração de picrosirius (Figura 8 A) 

(P > 0.05). 

D 
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Figura 8. Resposta do grupo controle sedentário (CONT-S), controle treinado (CONT-TR), low 

carb high fat sedentário (LCHF-S) e low carb high fat treinado (LCHF-TR) na (A) deposição de 

fibras colágenas no ventrículo esquerdo. (B) Imagens representativas da análise e grupos de cortes 

corados com Picrosirius (PS). Barra de escala = 50 µm. Ampliação de 40x. Os valores são 

apresentados como mediana (linha), com intervalo interquartil (caixa), valores máximo e mínimo 

e média (+). n=9 por grupo. 
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3.4 qRT-PCR 

3.4.1 Genes Pró-Inflamatórios 

Foi observada uma menor expressão de TGF- β para os grupos que realizaram a 

dieta LCHF, comparados aos grupos dieta CONT (P < 0.0001) (Figura 9 A). Observamos 

uma maior expressão de MCP-1 (P < 0,05) (Figura 9 B) e uma menor expressão de 

Osteopontina (P < 0,05) (Figura 9 C) para os grupos dois grupos que realizaram a dieta 

LCHF comparados aos dois grupos que realizaram a dieta CONT. Não foram observadas 

diferenças na expressão de TNF-α, entre os grupos (Figura 9 D) (P < 0,05).  Não foram 

observados efeitos do TR para nenhum dos genes analisados (Figura 9 A – D) (P > 0,05). 

 

 

 

Figura 8. Expressão gênica de (A) TGF-β, (B) MCP-1, (C) Osteopontina e (D) TNF-α. Os valores 

são apresentados como mediana (linha), com intervalo interquartil (caixa), valores máximo e 

mínimo e média (+). n=9 por grupo. * P < 0,05. *** P < 0,0001. 
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3.4.2 Genes da Matriz extracelular 

Não observamos alterações na expressão de CTGF (Figura 10 A) (P > 0.05). 

Observamos uma menor expressão de TIMP-1, para o grupo LCHF-S comparado ao 

CONT-TR (Figura 10 B) (P < 0.05). Foi observada uma menor expressão do gene TIMP-

2 para o grupo LCHF-S comparado aos dois grupos que realizaram a dieta CONT (P > 

0,001) (Figura 10 C). Também foi observada uma menor expressão de TIMP-2 para o 

grupo LCHF-TR comparado aos dois grupos que realizaram a dieta CONT (P > 0,0001) 

(Figura 10 C). Não foram observados efeitos do TR para nenhum dos genes (Figura 10 

A – C) (P > 0,05). 

Figura 10. Expressão gênica de (A) CTGF, (B) TIMP-1, (C) TIMP-2. Os valores são 

apresentados como mediana (linha), com intervalo interquartil (caixa), valores máximo e mínimo 

e média (+). n=9 por grupo. * P < 0,05. *** P < 0,001. **** P < 0,0001. 
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3.4.3  Genes indicativos de Fibrose  

O grupo LCHF-S apresentou menores valores de expressão do gene Colágeno tipo 

I comparado aos grupos CONT-S (P < 0,01) e CONT-TR (P < 0,05) (Figura 11). O grupo 

LCHF-TR também apresentou menor expressão para esse gene comparado aos grupos 

CONT-S (P < 0,0001) e CONT-TR (P < 0,001) (Figura 11). Não foram observados 

efeitos do TR (P > 0,05) (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Expressão gênica do Colágeno tipo I. Os valores são apresentados como mediana 

(linha), com intervalo interquartil (caixa), valores máximo e mínimo e média (+). n=9 por grupo.  

* P < 0,05. **P < 0,01. *** P < 0,001. **** P < 0,0001. 

 

3.5 Elisa 

3.5.1  IL-10 

Não foi encontrada diferença significativa entre grupos para a concentração da 

citocina IL-10 (pg/mg-1) no plasma sanguíneo. (Figura 12) (P > 0.05) 
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Figura 12. Teste imunoenzimático ELISA. Dosagem de IL-10 entre os grupos de análise. Os 

valores são apresentados como mediana (linha), com intervalo interquartil (caixa), valores 

máximo e mínimo e média (+). n=9 por grupo. 

 

4 DISCUSSÃO 

O presente estudo investigou os efeitos da interação do modelo de dieta LCHF e do 

TR nos mecanismos envolvidos no remodelamento da MECC e na morfologia do 

coração. Nós demonstramos que a utilização da dieta LCHF associada ou não ao TR 

parece afetar a expressão de alguns genes envolvidos no processo inflamatório (TGF- β, 

MCP-1 e Osteopontina) e no remodelamento da MECC (TIMP -1 e 2). Contudo, não 

observamos diferenças na concentração de IL-10 e na atividade da Pró-MMP-2, MMP-2 

Intermediária e MMP-2 Ativa. Adicionalmente, encontramos diminuição na expressão de 

Colágeno tipo I para os grupos LCHF comparados aos grupos CONT. Apesar disso, não 

observamos efeito da dieta e/ou treinamento na deposição de fibras colágenas no 

ventrículo esquerdo. Por fim, não foram observadas alterações morfológicas cardíacas em 

nenhum dos níveis de análise (i.e., peso do coração, peso do ventrículo esquerdo e largura 

dos cardiomiócitos). 

O desequilíbrio entre as citocinas pró e anti-inflamatórias é um dos principais 

mecanismos envolvidos no aumento do risco cardiovascular (BARTEKOVA et al., 

2018). Esse equilíbrio pode ser afetado por diversos fatores extrínsecos, como as dietas e 

exercícios físicos (BARTEKOVA et al., 2018). Nesse sentido, nós expandimos os 

resultados da literatura demonstrando que a dieta LCHF modula diferentemente cada uma 

das citocinas. Enquanto observamos uma diminuição da expressão de Osteopontina e 

TFG-β e ausência de efeito para TNF-α e IL-10, houve aumento na expressão de MCP-

1. Tem sido atribuído a MCP-1 o papel de promover a infiltração de macrófagos no tecido 

cardíaco, o que pode aumentar consideravelmente o risco cardiovascular 
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(MAKAREWICZ-WUJEC e KOZLOWSKA-WOJCIECHOWSKA, 2011; LÓPEZ et 

al., 2021). Contudo, os aumentos na expressão de MCP-1 não foram acompanhados de 

alterações patológicas na histologia do coração. Esse fenômeno pode estar associado a 

dois fatores: i) os aumentos na expressão de MCP-1 podem ter sido compensados pela 

diminuição na quantia de outras citocinas (e.g., Osteopontina e TGF-β) e/ou; ii) as 

alterações na MCP-1 a nível transcricional não foi suficiente para resultar em alterações 

no restante dos mecanismos envolvidos no remodelamento patológico do coração. 

Futuros estudos devem investigar a interação da MCP-1 com outros mecanismos 

relacionados ao remodelamento patológico do tecido cardíaco. 

A literatura tem demonstrado que o consumo de dietas ricas em gordura tem sido 

associado ao aumento do risco cardiovascular em ratos (PINHEIRO et al., 2007; SENE-

FIORESE et al., 2008; GOLLISCH et al., 2009). Esse aumento do risco cardiovascular 

pode ser atribuído à disfunções nos reguladores da MECC (SPINALE, 2002; 

BARTEKOVA et al., 2018). Nesse sentido, nós demonstramos uma menor expressão de 

TIMP-1 para o grupo LCHF-S comparado ao CONT-TR e menor expressão de TIMP-2 

para os dois grupos LCHF comparados aos grupos CONT. Os TIMP-1 e 2 parecem 

regular negativamente a atividade das MMPs (ARPINO et al., 2015; FAN e KASSIRI, 

2021). Portanto, seria plausível sugerir que as diminuições na expressão desses genes 

induzidos pela dieta LCHF fossem acompanhadas de um aumento na atividade das 

MMPs. No entanto, as alterações observadas nos TIMP-1 e 2 a nível de gene não afetaram 

a atividade das MMP-2. Esses resultados não corroboram outros estudos que 

demonstraram alteração na atividade da Pró-MMP-2, MMP-2 Intermediária em ratos 

submetidos a dietas com alto teor de gordura (LEITE et al., 2013). Embora os animais 

dos grupos LCHF-S e LCHF-TR tenham recebido uma dieta com alto teor de gordura, o 

percentual de gordura encontrado dos nossos animais (dados reportados em (STOTZER 
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et al., 2018) foi menor do que os reportados por LEITE et al. (2013). Possivelmente, 

embora não tenhamos observado diferenças na ingestão calórica entre nossos grupos 

(dados reportados em (STOTZER et al., 2018), essa falta de alinhamento entre os 

resultados de LEITE et al. (2013) e os nossos tenham ocorrido pelas diferenças na 

composição da dieta LCHF. Nosso modelo de dieta LCHF foi composto por 60% de 

gordura, 10% de proteína e 30% de carboidrato, enquanto LEITE et al. (2013) utilizou 

30% de gordura, 15% de proteína e 55% carboidrato. Nesse sentido, é possível que, 

embora a dieta LCHF possa afetar a expressão das TIMP-1 e 2, os efeitos deletérios dessa 

dieta na atividade da MMP-2 seja observado apenas quando o modelo de dieta utilizado 

é capaz de induzir aumentos muitos expressivos no peso dos animais. Essa hipótese pode 

ser sustentada pelo fato de que o desarranjo da atividade da MMP-2 está relacionado a 

existência de um processo inflamatório crônico, típico do quadro de obesidade (ESSER 

et al., 2014; MAURIZI et al., 2018). A esse respeito, assim como nos mecanismos 

inflamatórios mencionados anteriormente, o aumento na expressão de genes que podem 

afetar a atividade das MMPs pode ter sido compensado pela diminuição na expressão de 

outros. Com relação ao efeito do exercício, nossa hipótese era de que os efeitos deletérios 

da dieta LCHF na atividade da MMP-2 não seriam atenuados com a prática do TR. 

Contudo, os animais LCHF-S e LCHF-TR não desenvolveram esses efeitos deletérios 

induzidos pela dieta quando comparado aos grupos de dieta controle independentemente 

da realização do TR ou não. Adicionalmente, não observamos diferenças para nenhuma 

das formas da MMP-2 entre os animais CONT-S e CONT-TR. Nos achados de LEITE et 

al. (2013) somente para a atividade da Pró-MMP-2 foi observado um aumento para o 

grupo controle que realizou TR comparado ao controle sedentário, enquanto não houve 

diferença entre esses dois grupos para as MMP-2 intermediária e MMP-2 Ativa. Em 

conjunto com os achados da literatura, nossos resultados sugerem que o TR, como 
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realizado neste experimento, parece ter pouco efeito sobre a atividade da MMP-2 no 

coração de ratos considerados não obesos (dados reportados em (STOTZER et al., 2018). 

O remodelamento cardíaco é um processo fisiológico dinâmico que ocorre 

principalmente pelo turnover (i.e., relação entre síntese e degradação) de colágeno a fim 

de manter as funções desse órgão (BISHOP e LAURENT, 1995; LÓPEZ et al., 2021). 

Quando a taxa de síntese aumenta desproporcionalmente comparada à taxa de degradação 

de colágeno, um processo de fibrose cardíaca pode rapidamente ser iniciado (BISHOP e 

LAURENT, 1995; FRANGOGIANNIS, 2019a). Dentre os fatores que podem favorecer 

o surgimento da fibrose cardíaca, a utilização de dietas com alto teor de gordura tem 

recebido destaque (HALTON et al., 2006; FUNG et al., 2010; RUTH et al., 2013; 

TOBIAS et al., 2015). Embora alguns estudos tenham demonstrado que esses modelos 

de dieta induzem fibrose cardíaca em ratos (PINHEIRO et al., 2007; WANG et al., 2015), 

esses resultados não são universais (CARROLL et al., 2006). Nesse sentido, embora 

tenhamos demonstrado uma menor expressão do gene de Colágeno tipo I para os grupos 

LCHF comparados aos CONT, não encontramos diferenças entre o percentual de fibras 

colágenas entre os tipos de dieta, independentemente da realização do TR. É possível que 

a diferença encontrada na expressão de Colágeno tipo I entre os grupos não tenha sido 

suficiente para promover alterações a nível histológico. Um dos principais mecanismos 

pelos quais a fibrose cardíaca se desenvolve é o desbalanço na atividade das MMPs, uma 

vez que uma diminuição na atividade das MMPs pode resultar em uma deposição 

excessiva de colágeno na MECC (SPINALE, 2002; AHMED et al., 2006; LÓPEZ et al., 

2021). Considerando que o nível de atividade da MMP-2 foi similar entre os animais 

LCHF e CONT, é plausível sugerir que a dieta LCHF não foi capaz de gerar desarranjos 

na atividade dessa enzima.  
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Com relação ao efeito do exercício físico, Pinheiro et al. (2007) demonstraram que o 

treinamento aeróbico foi capaz de diminuir a fibrose cardíaca em animais submetidos a 

dieta controle e também a com alto teor de gordura, quando comparado aos seus controles 

sedentários. De fato, o efeito do treinamento aeróbio na diminuição da fibrose cardíaca 

tem sido demonstrado com consistência na literatura, até mesmo em modelos que 

envolvem outros “gatilhos” da fibrose que não a dieta (e.g., envelhecimento) (KWAK et 

al., 2011; ROSSONI et al., 2011). Já com relação aos efeitos do TR na fibrose cardíaca, 

a literatura ainda é bastante escassa. GUZZONI et al. (2017)  investigaram o efeito do TR 

na fibrose cardíaca induzida pelo envelhecimento. Os resultados demonstraram que o TR 

foi capaz de induzir diminuição na fibrose cardíaca dos animais idosos e jovens treinados, 

quando comparados aos seus controles sedentários. Pelo nosso conhecimento, nosso 

estudo foi o primeiro a investigar a interação da dieta LCHF com um protocolo de TR. 

Ao contrário da fibrose induzia pelo envelhecimento reportada por Guzzoni et al. (2017), 

o modelo de dieta LCHF não foi capaz de induzir fibrose cardíaca nos nossos animais. 

Adicionalmente, Guzzoni et al. (2017) reportaram aumento na atividade da MMP-2 e 

diminuição da fibrose cardíaca para o grupo de ratos jovens treinados quando comparados 

aos seu pares sedentários. Nós por outro lado, não observamos diferenças na atividade da 

MMP-2 e fibrose cardíaca entre nossos animais CONT-S e CONT-TR, apesar do 

protocolo de TR ter sido similar ao de Guzzoni et al. (2017). É possível que essa 

divergência entre os resultados tenha ocorrido pela diferença na duração do protocolo de 

TR entre os estudos (12 semanas no estudo de Guzzoni vs. 10 semanas no nosso estudo). 

Nesse sentido, nós encorajamos futuros estudos a investigarem o time-course da fibrose 

cardíaca e nos mecanismos envolvidos nesse processo. 

O aumento da deposição de colágeno no coração é sugerido como um dos principais 

mecanismos responsáveis pela hipertrofia patológica do coração (TIMMS et al., 2002; 
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AHMED et al., 2006; HALLIDAY e PRASAD, 2019). A hipertrofia do coração, em 

especial a do ventrículo esquerdo, ocorre principalmente pelo aumento das dimensões dos 

cardiomiócitos (WANG et al., 2015; HALLIDAY e PRASAD, 2019) e é responsável por 

aumentar de três a cinco vezes a chance de morte por problemas cardíacos (TIMMS et 

al., 2002). A literatura tem demonstrado que dietas ricas em gordura são capazes de 

aumentar o peso do coração, do ventrículo esquerdo e as dimensões dos cardiomiócitos 

(PINHEIRO et al., 2007; WANG et al., 2015). Contudo, esses resultados não são um 

consenso (LEITE et al., 2013). Nesse sentido, nossos resultados também não 

demonstraram aumentos no coração em nenhum dos níveis de análise (i.e., peso do 

coração, peso do ventrículo esquerdo e aumento na largura dos cardiomiócitos) induzidos 

pela dieta LCHF. Nos estudos onde foi observado aumento do coração e/ou ventrículo 

e/ou cardiomiócitos, também foi observado um elevado nível de fibrose cardíaca 

(PINHEIRO et al., 2007; WANG et al., 2015). Já o estudo que não observou aumento do 

coração e ventrículo esquerdo, não realizou medidas de fibrose cardíaca. Contudo, 

baseados nos nossos resultados, podemos sugerir que os aumentos das dimensões dos 

cardiomiócitos, peso do ventrículo esquerdo e coração parecem não acontecer, ao menos 

quando o modelo de dieta LCHF não induz a fibrose cardíaca. Adicionalmente, não 

observamos efeito do TR (i.e., CONT-S vs. CONT-TR e LCHF-S vs. LCHF-TR) na 

hipertrofia cardíaca em nenhum dos níveis de análise. Embora seja comum que a literatura 

reporte que o TR é capaz de induzir hipertrofia cardíaca fisiológica (MELO et al., 2018), 

esses resultados também não são consensuais. Nesse sentido, nós corroboramos os 

resultados de outros estudos que também não encontraram efeito tanto do TR (GUZZONI 

et al., 2017) quanto de outros métodos de treinamento (PERRAULT e TURCOTTE, 

1994; FEWELL et al., 1997; MORÁN et al., 2003; WANG et al., 2010; LEITE et al., 

2013; STURGEON et al., 2015) na hipertrofia do coração. É provável que a ausência do 
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efeito do TR tenha ocorrido pela baixa frequência de treinamento utilizada no nosso 

estudo (GUZZONI et al., 2017). 

Nosso estudo traz à luz algumas reflexões importantes. Inicialmente, havíamos 

hipotetizado que a dieta LCHF promoveria um desequilíbrio no perfil inflamatório e na 

atividade da MMP-2, resultando em uma excessiva deposição de colágeno na MECC com 

consequente hipertrofia do coração, que não poderiam ser minimizados pelo TR. 

Contudo, observamos que a dieta LCHF foi tão efetiva quanto a CONT em manter a saúde 

do coração, independentemente da prática do TR. É importante salientar que apesar dos 

grupos CONT e LCHF terem iniciado o período de dieta com o mesmo peso, por volta 

da semana 5 os animais LCHF apresentaram um menor peso corporal comparado aos 

CONT (ewpSTOTZER et al., 2018). Quando os animais foram subdivididos nos grupos 

CONT-S, CONT-TR, LCHF-S e LCHF-TR, os LCHF-S e LCHF-TR ainda tinham menor 

peso comparado aos seus controles (dados reportados em (STOTZER et al., 2018). 

Somente na semana 13 e 19 o grupo LCHF-S atingiu o mesmo peso que o CONT-S e 

ultrapassou o peso do LCHF-TR, respectivamente (dados reportados em (STOTZER et 

al., 2018). De fato, o percentual de gordura observado nos nossos animais LCHF-S e 

LCHF-TR (~30-35%) (dados reportados em (STOTZER et al., 2018) foi menor 

comparado aos animais LCHF-S e LCHF-TR no estudo de Leite et al. (2013) (~48-55%). 

Nesse sentido, nossos animais LCHF-S e LCHF-TR permaneceram em uma condição de 

sobrepeso comparado aos seus controles por um período muito curto. Essas observações 

podem ajudar a explicar o fato dos mecanismos envolvidos na deposição excessiva de 

colágeno na MEC bem como a hipertrofia cardíaca não terem sido induzidos pela dieta 

e/ou atenuados pelo TR. Portanto, nossos resultados não devem ser extrapolados para 

modelos de dieta que induzam o ganho de peso bem como para sujeitos que já são obesos. 

Adicionalmente, nossos resultados também não devem ser extrapolados para outros 
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tecidos além do cardíaco. Esses fatos nos permitem especular que os efeitos deletérios no 

coração são causados pela obesidade ao invés da dieta LCHF propriamente dita. Nesse 

sentido, encorajamos futuros estudos a investigarem outros modelos de dietas ricas em 

gordura, principalmente as do tipo insaturadas e que não induzam a obesidade (e.g., dieta 

do mediterrâneo) na saúde do coração (SALAS-SALVADÓ et al., 2018; MAZZOCCHI 

et al., 2019). 

 

5 CONCLUSÃO 

Nossa hipótese inicial era de que a dieta LCHF, promoveria um aumento dos 

marcadores de inflamação crônica, desbalanço das MMPs e TIMPs, maior deposição de 

colágeno na MECC resultando em fibrose e hipertrofia do ventrículo esquerdo, 

independente da realização do TR. No entanto, as alterações encontradas nos marcadores 

envolvidos no perfil inflamatório e no remodelamento da MECC, não foram capazes de 

gerar fibrose e hipertrofia cardíaca. Dessa forma, sugerimos que a dieta LCHF parece não 

promover efeitos adversos na saúde do coração independentemente da associação com o 

TR, ao menos para os modelos de dieta e TR utilizados por nós ao longo do período 

investigado. 
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