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RODRIGUES, Mayra Dias. Suplementagdao materna com vitamina ¢ preserva a
funcao endotelial da aorta de ratas adultas que foram obesas durante a
infancia por supernutricao lactacional. 2026. (67) f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2026.

RESUMO

A obesidade infantil estd relacionada com o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares tanto em criangas quanto em adultos. Mulheres obesas
apresentam maior risco de desenvolver essas doencas, que pode estar associado a
niveis reduzidos de estrégeno. Estratégias para a prevencéao da obesidade infantil e
de doengas cardiometabdlicas sdo, portanto, de grande interesse. A vitamina C é
uma molécula antioxidante que pode ser utilizada como estratégia preventiva e pode
ser transferida da mae para a prole durante a amamentagao. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar se a exposicdo neonatal a vitamina C durante a lactacdo poderia
prevenir alteragdes vasculares em ratas provenientes de ninhada reduzida. No
terceiro dia pos-natal (DPN), as proles de ratas Wistar foram ajustadas para ninhada
normal (NN), com 10 filhotes/mae, ou ninhada reduzida (NR), com 3 filhotes/mae, e,
as maes receberam suplementagcdo com agua (NN e NR) ou vitamina C (NRVITC),
na dose de 75 mg/kg/dia, por gavagem, durante o periodo de lactagdo. O ganho de
peso materno e da prole foi avaliado durante todo o periodo de suplementagao.
Apds o desmame, foi realizado o acompanhamento da ingestdo alimentar e do
ganho de peso da prole feminina até a vida adulta. No DPN 120, foram avaliados:
pressao arterial e frequéncia cardiaca, a reatividade vascular da aorta toracica a
acetilcolina (ACh) e a fenilefrina (Phe), além da resposta a ACh e ao estrégeno na
presenga de antagonistas dos receptores de estrogeno a e B, a ACh na presenca
dos antagonistas indometacina e S-metil, e a analise de marcadores de estresse
oxidativo e do sistema antioxidante na aorta e no soro dos animais. As ratas dos
grupos NR e NRVITC apresentaram maior ganho de peso antes e apds o desmame
até a vida adulta, e o grupo NR apresentou aumento da presséo arterial sistdlica. A
resposta aodrtica a Phe nao foi diferente entre os grupos, porém a resposta para ACh
foi reduzida nas ratas NR, e restaurada no grupo NRVITC, sem alteragdes na
resposta ao estrogeno, a indometacina e ao S-metil. Por fim, o grupo NRVITC
apresentou menor atividade da enzima superéxido dismutase, mas aumento da
capacidade antioxidante total por aumento dos niveis de glutationa reduzida e
aumento do poder redutor através do método de FRAP, enquanto o grupo NR
apresentou menor capacidade antioxidante pelo método ABTS. Em conjunto, esses
resultados sugerem que a exposi¢cao neonatal a vitamina C é capaz de restaurar a
funcdo endotelial em ratas fémeas advindas de ninhada reduzida, e 0 mecanismo
envolvido nessa recuperagdo pode estar relacionado com a acédo antioxidante da
vitamina C.

Palavras-chave: Antioxidante; Estrogeno; Ninhada Reduzida; Reatividade vascular.
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ABSTRACT

Childhood obesity is associated with the development of cardiovascular diseases in
both children and adults. Obese women have a higher risk of developing these
diseases, which may be associated with reduced estrogen levels. Therefore,
strategies to prevent childhood obesity and cardiometabolic diseases are of great
interest. Vitamin C is an antioxidant molecule that may be used as a preventive
strategy and can be transferred from the mother to the offspring during lactation.
Thus, the aim of this study was to evaluate if neonatal exposure to vitamin C during
lactation could prevent vascular alterations in female rats from small litter. On
postnatal day 3 (PND3), the offspring of Wistar rats were adjusted to a normal litter
(NL), with 10 pups per dam, or to small litter (SL), with 3 pups per dam. The mothers
received supplementation with water (NL and SL) or vitamin C (SLVITC) at a dose of
75 mg/kg/day by gavage during the lactation period. Maternal and offspring body
weight gain were evaluated throughout the supplementation period. After weaning,
food intake and body weight gain of the female offspring were monitored until
adulthood. At PND120, the following parameters were evaluated: blood pressure
(BP) and heart rate; vascular reactivity of the thoracic aorta to acetylcholine (ACh)
and phenylephrine (Phe); as well as the response to ACh and estrogen in the
presence of estrogen receptor a and B antagonists, and the response to ACh in the
presence of indomethacin and S-methyl. Markers of oxidative stress and the
antioxidant system were also assessed. Rats from the SL and SLVITC groups
presented higher weight gain before and after weaning until adulthood, and the SL
group exhibited increased systolic blood pressure. The aortic response to Phe was
not different among the groups; however, the response to ACh was reduced in SL
rats and restored in the SLVITC group, with no changes in the responses to
estrogen, indomethacin, or S-methyl. Finally, the SLVITC group showed lower activity
of the superoxide dismutase enzyme but increased total antioxidant capacity, with
higher levels of reduced glutathione and increased reducing power by FRAP,
whereas the SL group showed lower total antioxidant capacity by ABTS. Taken
together, these results suggest that neonatal exposure to vitamin C can restore
endothelial function in female rats from small litter, and the mechanism involved in
this recovery may be related to the antioxidant capacity of vitamin C.

Key-words: Antioxidant; Estrogen; Small Litter; Vascular Reactivity.
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1 INTRODUGAO

1.1 SISTEMA VASCULAR NO DESENVOLVIMENTO DA HIPERTENSAO

O sistema vascular € composto por vasos que, junto ao coragao,
mantém o fluxo sanguineo e fornecem aos tecidos nutrientes, oxigénio e hormonios.
Os vasos sanguineos sao envoltos pelo tecido adiposo perivascular e compostos por
diferentes camadas, sendo elas: camada adventicia, formada por fibroblastos e
tecido conectivo, a camada média, formada pelas células musculares lisas, além de
conter colageno e elastina, e, por fim, a camada intima, composta por uma
monocamada de células endoteliais que fazem a interface entre o sangue e as
outras camadas presentes nos vasos. Ainda, a camada intima tem como suporte
uma lamina basal e tecido conectivo formado por colageno e fibras elasticas (Bkaily;
Jacques, 2023).

Apods a formacgao dos vasos sanguineos, as células que compdem
0s vasos alcangam o estado de quiescéncia que é ativamente mantido por
mecanismos regulados pelo fluxo sanguineo laminar que garante que o endotélio
assuma suas fungdes (Augustin; Koh, 2024). O endotélio, ou camada intima
vascular, controla fungcbes como a de permeabilidade vascular, facilitagcdo do fluxo
sanguineo, além de ter propriedades anticoagulante e antitrombodtica (Gimbrone;
Garcia-Cardefia, 2016). Ainda, tem papel chave para a homeostase vascular e
manutengao do tonus vascular, garantindo a perfusdo sanguinea e a manutengao da
pressao arterial por produzir e liberar mediadores de vasoconstricdo e de
vasodilatagao (Augustin; Koh, 2024).

Os mediadores contrateis provenientes do endotélio incluem
endotelina-1, prostanoides produzidos e liberados por ciclooxigenases (COX), e a
angiotensina Il (Ang Il), potente molécula vasoconstritora que participa da regulagcéo
da pressao arterial. Os mediadores de relaxamento sdo o Oxido nitrico (NO) e
prostaciclinas (Vanhoutte et al., 2017; Bkaily, Jacques, 2023). O NO é um gas
sintetizado pelas células endoteliais fundamental para os vasos sanguineos. Além
de ser a principal a substancia promotora de relaxamento dos macrovasos, o NO
também possui papel protetor, atuando na modulacdo da resposta contratil do
sistema vascular e na redugdo da formagao de placas de ateroma (Vanhoutte et al.,
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2017).

Junior et al. (2019) observaram que a supernutricdo pos-natal leva a
disfuncdo endotelial na aorta de ratos Wistar avaliados na vida adulta.
Recentemente, nosso laboratorio demonstrou que ratas Wistar adultas, também
advindas de ninhada reduzida, apresentaram disfungao endotelial na aorta toracica,
com comprometimento na capacidade de relaxamento do vaso. A disfungéo
endotelial caracteriza-se pela perda ou comprometimento das fungdes fisioldgicas do
endotélio, que é causada por um conjunto de fatores. O desequilibrio entre a
producgao e liberagdo de mediadores derivados do endotélio, a presenga de estresse
oxidativo e alteragdes no fendtipo das células endoteliais que comprometem sua
plasticidade sao condigdes que favorecem um ambiente pré-trombdtico, a
inflamacé&o vascular e contribuem para o remodelamento vascular e a progresséo de
doencgas (McCarthy et al., 2026). Uma das consequéncias da disfungcdo endotelial é
a perda na capacidade da manutengcdo do tdénus vascular, condicdo geralmente
atribuida pela reducao na resposta vasodilatadora, marcada por um desequilibrio na
producao e/ou biodisponibilidade de mediadores vasorrelaxantes, culminando em
alteragcdes na reatividade vascular (Gimbrone, Garcia-Cardefa, 2016; Bkaily,
Jacques, 2023).

No modelo de ninhada reduzida, o mecanismo envolvido na
disfungdo endotelial ainda n&o estd completamente esclarecido, mas sugere-se que
em machos (Junior et al.,, 2019) e fémeas (Moura, 2024) exista um aumento na
geracao de espécies reativas ao oxigénio (EROs), uma maior ativagao do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e de mediadores inflamatérios com
comprometimento da producéo/biodisponibilidade de NO.

Em vasos de individuos com obesidade e em hipertensos ha
aumento da expressao da enzima COX-2, que resulta na produgcao de prostanoides,
que sao vasoconstritores. Além disso, sabe-se que ha aumento da atividade da Ang
Il em receptores de angiotensina 1 (AT1R), o que causa aumento do estresse
oxidativo por diversos mecanismos, dentre eles: i) disfungdo mitocondrial, com
aumento da geragdo de EROs e reducdo da atividade da enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD), ii) maior expressao/ativacdo da enzima NADPH
oxidase, aumentando a produgdo de anions superoxido, € a expressao de genes
pro-inflamatérios que favorecem a inflamacao vascular. Esses mecanismos podem

levar ao desacoplamento da enzima NO sintase endotelial (eNOS), que deixa de
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produzir NO e passa a produzir anion superoxido, contribuindo também para o
aumento da geracdo e liberagio de EROs. Com isso, a redugdo da
biodisponibilidade de NO se relaciona tanto com sua menor produgao, quanto por
aumento de sua oxidagao (Ajoolabady; Pratico; Ren, 2024).

A perda da homeostase do endotélio favorece o estabelecimento e a
progressao de varias doengas como a aterosclerose e hipertensdo. Na obesidade,
alteracbes tanto na fungdo endotelial, quanto na estrutura de vasos podem resultar
em hipertensao arterial. Existe uma relacao bidirecional entre disfungcdo endotelial e
hipertensdo em que tanto o remodelamento vascular quanto o comprometimento da
vasodilatagdo colaboram para o aumento da resisténcia vascular e,
consequentemente, da pressao arterial. Como também, o aumento da pressao
arterial contribui para o estresse mecanico e o estiramento da camada endotelial, o
que amplifica dano estrutural e disfungao endotelial (McCarthy et al., 2026).

A regulacao da pressao arterial € mediada por diferentes fatores,
que vao regular o débito cardiaco e a resisténcia periférica total, e o SRAA tem papel
nessa regulagado. Individuos obesos podem ter o aumento na atividade simpatica
renal que estimula a secreg¢ao de renina. A maior geragcdo de Ang ll, pela liberagcao
de renina e angiotensinogénio, e 0 aumento na retengcao de sodio pela liberacdo de
aldosterona, que é estimulada pela Ang Il, sdo alguns mecanismos que podem estar
desregulados em individuos obesos que podem aumentar a pressao arterial por
interferir no volume sistélico e na resisténcia periférica total (Landsberg et al., 2013).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensdo, a
hipertensdo arterial se caracteriza por elevagao persistente da pressao arterial,
sendo considerada hipertensdo arterial, em humanos, quando a pressao arterial
sistélica € maior ou igual a 140 mmHg e/ou quando a presséao diastolica € maior ou
igual a 90 mmHg. Mundialmente, a hipertensdo € o maior fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e morte prematura em mulheres,
sendo que a partir dos 30 anos o aumento da pressao arterial € mais caracteristico
em mulheres do que em homens (Chapman et al., 2023).

O ganho de peso parece ser crucial para o estabelecimento de
hipertensao arterial tanto em criangas, quanto em adultos. Em um estudo de coorte,
criancas com sobrepeso ou obesas aos 5 e 14 anos, ou com o indice de massa
corporea (IMC) normal aos 5 e obesas aos 14 tiveram aumento nas pressdes

arteriais sistolica (PAS) e diastolica (PAD), quando comparadas a criangas com IMC
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normal nas duas idades. Além disso, em outro estudo, jovens adultos (idade média:
25 anos) que mantiveram IMC dentro de 2 kg/m? do peso basal em consultas
durante 15 anos néo apresentaram diferencas em PAS e PAD, diferentemente de
quem ganhou peso. Como exemplo, mulheres que ganharam peso ao longo desses
anos obtiveram aumento em PAS de 9,8 mmHg para 12,5 mmHg (Landsberg et al.,
2013).

1.2 OBESIDADE E O MODELO DE NINHADA REDUZIDA

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (2021), a
obesidade se caracteriza pelo acumulo excessivo ou anormal de tecido adiposo que
pode impactar a saude do individuo. No Brasil, a porcentagem de adultos com
obesidade vem aumentando progressivamente, sendo 11,6% em 2006 e passando
para 24,8% em 2023, com prevaléncia em mulheres (Brasil, 2024), assim como a
obesidade infantil. Ainda, criancas obesas ou com sobrepeso possuem mais
chances de apresentar obesidade na vida adulta e de desenvolver doengas
cardiovasculares precocemente (OMS, 2021).

Antigamente, a obesidade era definida com base no indice de massa
corporeo (IMC). No entanto, diretrizes mais recentes tém proposto uma abordagem
mais abrangente para sua caracterizagdo. Em 2025, foi incorporado o escore
PREVENT, que permite estimar o risco cardiovascular associado a obesidade,
considerando nao apenas o IMC, mas também paradmetros metabdlicos, como
pressao arterial, glicemia, colesterol e taxa estimada de filtragdo glomerular (Saraiva
et al., 2025), compreendendo a obesidade como uma doencga sistémica que envolve
multiplos tecidos e sistemas. Assim, a obesidade clinica é definida pela presenca de
excesso de adiposidade associada a alteragdes funcionais em tecidos e 6rgaos
(Rubino et al., 2025).

Segundo o conceito das Origens Desenvolvimentistas da Saude e
da Doenga (DOHaD), a exposig¢ao do individuo a determinados fatores ambientais
em periodos criticos de desenvolvimento, chamados de janela de plasticidade, como
a primeira infancia, pode levar a adaptacbes no desenvolvimento corpdreo que
podem torna-lo propenso a doengas ao longo da vida (Hoffman et al., 2021). Isso
ocorre porque insultos ocorridos no inicio da vida podem induzir modificacoes

epigenéticas persistentes no genoma, contribuindo para alteragbes fenotipicas e em
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sistemas regulatérios ao longo da vida (Lisboa et al.,, 2021). Dentre os fatores
ambientais, a alimentagcdo € considerada um agente responsavel por essas
adaptagdes. O aumento do consumo de alimentos hipercaléricos e o favorecimento
dessa ingestdo logo na infancia pode estar associada ao desenvolvimento da
obesidade infantil.

Na obesidade, o aumento da ingesta alimentar altera o metabolismo
de lipidios e carboidratos. O aumento destes nutrientes pode levar ao aumento da
atividade mitocondrial e da liberagdo de radicais livres (Rudich; Kanety; Bashan,
2007; de Oliveira et al., 2010), que, em excesso, podem levar a alteragdes funcionais
dos tecidos, incluindo o sistema vascular. Um dos modelos animais que promove
alteracbes cardiometabdlicas, vasculares e de peso em roedores, e permite uma
analise integrada das repercussdes sistémicas associadas ao fendtipo obeso é o
modelo de ninhada reduzida (Habbout et al., 2012; Habbout et al., 2013; Junior et
al., 2019).

O principio do modelo de ninhada reduzida consiste na redugéao do
tamanho da ninhada de roedores trés ou quatro dias apds o nascimento, em que sao
mantidos de trés a quatro filhotes por mae, representando o grupo ninhada reduzida,
e oito a doze filhotes por maes em ninhadas controle durante o periodo de
amamentacdo. Logo, os animais de ninhada reduzida possuem menor competicao e,
assim, maior ingestdo de leite materno do que ratos em ninhada normais, além da
composic¢ao do leite da mae ser mais lipidica e menos proteica (Cunha et al., 2009).
Como resultado, animais provenientes de ninhada reduzida apresentam maior
ganho de peso corporal e adiposidade antes do desmame do que os criados em
ninhada normal.

Autores descrevem que a aorta de ratos criados em ninhadas
reduzidas possui reduc¢ao na resposta a acetilcolina e ndo ao nitroprussiato de sédio,
indicando um comprometimento na fungao endotelial. Ja outros observaram redugao
na resposta dos dois farmacos, o que pode indicar alteragdo tanto na funcéao
endotelial, quanto nas células musculares, além de observarem aumento na
resposta vasoconstritora a fenilefrina (Josse et al., 2020). Além de mudangas
relacionadas a reatividade vascular, também €& observado em roedores desse
modelo, aumento nas pressdes arteriais sistdlica e diastdlica, e alteragdes
morfofisiolégicas como aumento da espessura e rigidez vascular como

consequéncia do aumento na deposicdo de colageno e menor densidade de fibras
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elasticas (Josse et al., 2020).

Convém destacar que fémeas de ninhada reduzida apresentam
disturbios reprodutivos, como desregulacdo em ciclos estrais, reducao de fertilidade,
reducdo no numero de foliculos primordiais e redugdo nas concentracoes
plasmaticas de estradiol. Ratas Wistar com 90 dias exibem uma diminuigdo nos
niveis de estrogeno quando comparadas a ratas de ninhada normal (Stopa et al.,
2021). De fato, existem diferengas relacionadas ao sexo no modelo de ninhada
reduzida, porém, mesmo com os niveis reduzidos de estradiol, ainda se sugere que
este horménio possui um efeito protetor nas fémeas, atenuando disturbios

metabdlicos (Souza; Moura; Lisboa, 2022).
1.3 ACAO DO ESTROGENO NO SISTEMA VASCULAR

E bem descrito na literatura que o estrégeno é um horménio sexual
com atividade vasoprotetora. Mulheres antes da menopausa possuem menor chance
de desenvolver doengas cardiovasculares do que homens. Contudo, de acordo com
estudos, ha maior propensdo em mulheres de desenvolver doencas
cardiovasculares associadas a obesidade apds a menopausa, e 0 risco se iguala
com os homens mesmo antes desse periodo, o que pode estar relacionado com a
reducao dos niveis de estrégeno em mulheres obesas (Faulkner et al., 2019;
Faulkner, 2021). Além disso, mulheres obesas sdo mais propensas a desenvolver
hipertensdo em comparagao a homens obesos (Landsberg et al., 2013).

A via gendbmica de respostas vasculares do estrogeno estéo
relacionadas com os receptores nucleares alfa (ERa) e beta (ER[). Estes receptores
sao intracelulares e, quando ativados, o complexo estrogeno com receptor interage
na regiao promotora de genes com elementos relacionados com a resposta
estrogénica, mas, também pode mediar a fungdo de outros fatores de transcrigéo. O
estrogeno também pode gerar respostas rapidas, chamadas de ndo gendmicas
(Meyer et al., 2009).

O estrégeno possui um efeito vasodilatador, que envolve
mecanismos endoteliais € do musculo liso. Dentre os mediadores da resposta do
estrégeno em vasos sanguineos o mais conhecido € o 6xido nitrico (NO) (Fardoun et
al.,, 2020). O estrogeno pode aumentar a atividade da eNOS e sua expresséo

principalmente pela sinalizagcdo de ERa, o que resulta em vasodilatacao dependente
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do endotélio. Todavia, também €& possivel que o estrogeno promova vasodilatagao
independente do endotélio pela producédo de NO por células musculares lisas em
artérias coronarias de porcos (Fardoun et al., 2020).

O ERP também parece ser importante na resposta para este
hormoénio. Em meios de cultura com alta concentragdo de glicose e em roedores
hipertensos, o estrégeno aumenta a expressdao da enzima Oxido nitrico sintase
induzida (iINOS) em anéis de aorta, o que atenua a resposta a vasoconstrigcdo (Aryan
et al., 2020; Sartoretto et al., 2019). ERB também auxilia na redugdo da presséo
arterial e na inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas, juntamente com
sua acao no receptor de estrogeno acoplado a proteina G (GPER). A agao do
estrégeno via GPER também possui efeito anti-proliferativo e promove ativacéo da

eNOS em vasos sanguineos (Meyer et al., 2009).

1.4 VITAMINA C

As espécies reativas ao oxigénio incluem anions superoxido,
peréxido de hidrogénio, peroxinitrito, entre outros, e sdo moléculas altamente
instaveis. Os anions superoxido podem ser gerados no desacoplamento da eNOS,
pela cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, e ainda pela NADPH oxidase
que é considerada a maior fonte de EROs no sistema vascular. Os anions
superoxido podem ser rapidamente convertidos em H202 espontaneamente ou pela
enzima SOD, que, apesar de ser um composto mais estavel, ainda é uma espécie
reativa, e € convertida em agua pela enzima catalase (CAT) ou por outros sistemas
enzimaticos como a glutationa peroxidase (McCarthy et al., 2026). Estes séao
considerados como a defesa antioxidante primaria. A defesa secundaria € composta
pela glutationa redutase, que regenera glutationa ao reduzi-la da sua forma oxidada,
permitindo que a glutationa reduzida cumpra sua fungao de neutralizar radicais livres
(Gulcin, 2025).

Estresse oxidativo é definido como a incapacidade do sistema
antioxidante enddégeno superar um aumento subito ou prolongado da geragao de
EROs, que contribui para o desequilibrio redox e danos moleculares. Diferentes
fatores podem estar relacionados com esse desequilibrio como o aumento na
oxidagdo de compostos endogenos e exdgenos, inativagdo de enzimas

antioxidantes e reducao na produgao de moléculas antioxidantes (Gulcin, 2025).
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A vitamina C, ou acido ascorbico, € uma molécula presente em
varios alimentos, como frutas citricas e vegetais, e é considerada um antioxidante
natural ndo-enzimatico. Criangas e adultos obesos podem apresentar deficiéncia
deste micronutriente, o que pode favorecer a instalacdo da inflamacéo e de estresse
oxidativo (Wilson et al., 2024), visto que a vitamina C é considerada um composto
essencial para a saude humana, sendo obtido por meio da dieta, e suas aplicagdes
como agente antioxidante vém sendo estudadas. Em plantas, desempenha func¢des
importantes como “sequestrador” de radicais livres, cofator de enzimas e como
aceptor de elétrons, sendo capaz de reduzir as espécies reativas ao oxigénio e
outros radicais livres ao doar elétrons para estes compostos e, assim, reduzir o
estresse oxidativo e os danos causados pela oxidagdo (Padayatty et al., 2003). As
fungdes fisiolégicas da vitamina C também se relacionam com essas, além de
participar da sintese de hormdnios, da transcricdo e regulagdo da tradugao génica
(Dosed’el et al., 2021).

Por sua acao antioxidante, esta molécula também pode ser
importante para prevengdo de disfungcdo endotelial a partir de mecanismo
envolvendo a eNOS. A tetraidrobiopterina (BH4) é utilizada como cofator pela eNOS
para sintese de NO pela conversao da I-citrulina em NO. Quando ha oxidacao da
BH4, a eNOS pode ser desacoplada e passar a produzir anion superéxido. A
vitamina C atua como protetora neste caso por recuperar a BH4 e por eliminar
radicais que podem oxidar esse composto (Mortensen; Lykkesfeldt, 2014). A
vitamina C também pode prevenir a disfuncdo endotelial por reduzir os niveis de
especies reativas de oxigénio em células endoteliais, e, assim, melhorar a
biodisponibilidade do NO, como ja demonstrado previamente em estudos em que a
utilizacdo da vitamina C promoveu aumento da vasodilatacdo em artérias braquiais
de fumantes e de pacientes com doenga coronariana (Gokce et al., 1999; Motoyama
etal., 1997).

Diferentes estudos observacionais ja demonstraram correlagéo
positiva entre o conteudo de vitamina C no leite materno e a ingestao desta vitamina
por maes (Bravi et al., 2016). Ainda, a ingestdo materna de vitamina C influencia a
as concentracdes de antioxidantes no leite. De fato, um estudo demonstrou que a
suplementacdo materna com vitamina C, durante a fase lactacional, aumentou a
concentragado de antioxidantes na progénie exposta (Zarban et al., 2015), sugerindo

que ha transferéncia de antioxidantes maternos para a mae ou que a vitamina C
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promove a producado de antioxidantes na prole exposta. Entretanto, ainda ndo se
sabe se a suplementagdo materna com vitamina C durante a lactagdo poderia

proteger a progénie contra o desenvolvimento de disfung¢ao vascular na vida adulta.
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2 JUSTIFICATIVA

Insultos ocorridos no inicio da vida exercem papel determinante na
programacao de alteragbes cardiovasculares ao longo da vida e, como mencionado
anteriormente, a obesidade na infancia se apresenta como um fator de risco para o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, e mulheres obesas tem o risco ainda
maior de desenvolver essas doencgas. Adicionalmente, a deficiéncia de estrégeno em
mulheres com obesidade tem sido associada a prejuizos na fungdo vascular e o
estresse oxidativo pode ser um mecanismo central na fisiopatologia dessas
alteracdes. A agao antioxidante da vitamina C pode ter participagdo na preservacgao
da funcao endotelial, e, considerando ainda sua possibilidade de ser transferida da
mae para a prole, essa molécula pode ter papel como moduladora de desfechos
cardiovasculares programados precocemente.

Estudos que utilizam fémeas ainda sao recentes, e, existe uma
escassez de informagdes na literatura acerca dos efeitos da supernutrigdo pés-natal
em ratas, bem como dos desfechos vasculares da suplementacdo ou exposicdo a
vitamina C nesse modelo experimental. Este estudo pode ser relevante uma vez que
pode haver diferencas sexo-dependentes dos efeitos desse modelo e da vitamina C
por mecanismos hormonais, envolvendo principalmente o estrdgeno que € um
hormonio considerado vasoprotetor em mulheres.

Portanto, a hipotese inicial deste estudo é a de que o tratamento
materno com vitamina C durante o periodo lactacional podera prevenir a disfuncao
endotelial de ratas obesas na infancia, visto que a sua atividade antioxidante pode
reduzir o estresse oxidativo e o perfil inflamatério presente na obesidade. Esse
estudo pretende demonstrar que o tratamento com vitamina C pode ser um novo

meétodo preventivo para as alteragdes vasculares presentes na obesidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo avaliar se o tratamento
materno com vitamina C durante a lactacado poderia interferir no desenvolvimento de
disfungdo endotelial em ratas adultas que foram obesas na infancia por

superalimentagao durante a lactagao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a disfuncdo endotelial em ratas provenientes de ninhada
reduzida;

- Avaliar o papel do estrégeno, do estresse oxidativo e da inflamagdo na
disfungao endotelial das ratas provenientes de ninhada reduzida;

- Demonstrar se o tratamento materno com vitamina C preveniria a disfungao
endotelial de ratas de ninhada reduzida e investigar os mecanismos

envolvidos nessa prevencgao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E ACASALAMENTO

Ratos e ratas Wistar no dia pds-natal (DPN) 70 foram obtidos do
Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina. Os animais permaneceram
no Biotério de Farmacologia do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Estadual de Londrina, mantidos em condigbes padronizadas de
temperatura (21 £ 2 ° C; 12 h) e ciclo claro-escuro (luzes acesas as 6:00 da manha)
com acesso livre a ragdo (Nuvilab, NUVITAL) e agua. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em
experimentagcdo da UEL (OF. CIRC. CEUA n. 050/2024, protocolo CEUA n.
026.2024).

Ap06s o periodo de habituagao de 7 dias, uma fémea em pro-estro foi
mantida com um macho durante a noite por um periodo de 12 horas para o
acasalamento. Na manha seguinte, foi realizado o esfregaco vaginal em uma lamina
através da coleta de secrecdo vaginal utilizando uma pipeta contendo salina, que foi
observada a fresco em microscépio de luz. A prenhez foi confirmada pela presenca
de espermatozoides com ou sem a presenca de células caracteristicas da fase de
estro, sendo este dia considerado o dia gestacional (DG) 0. Com a confirmacao da
prenhez as ratas foram mantidas em gaiolas individuais até o nascimento dos
filhotes, e em gaiolas coletivas com seus filhotes até o desmame. Apods
acasalamento, realizou-se eutanasia dos machos por decapitagdo. O
acompanhamento de peso materno foi realizado durante toda a gestacédo a cada 5
dias até o nascimento dos filhotes.

4.2 TRATAMENTO MATERNO

Trés dias apds o nascimento dos filhotes, no DPN 3, o tamanho das
ninhadas foi ajustado e foram mantidos 3 filhotes, 2 machos e 1 fémea, para o grupo
ninhada reduzida (NR), e 10 filhotes, 5 machos e 5 fémeas, para o grupo ninhada
normal (NN) com cada mae. Em seguida, as maes foram tratadas com agua ou

vitamina C (75mg/kg) por via oral durante a lactagao (Quadro 1), logo, o tratamento
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materno foi iniciado no dia lactacional (DL) 3 e terminou no DL 20, um dia antes do
desmame. Assim, as ratas e suas ninhadas foram distribuidas em trés grupos
experimentais: 1) NN + agua, 2) NR + agua e 3) NR + vitamina C. A dose foi
determinada considerando a quantidade diaria de consumo de vitamina C
recomendada para uma mulher adulta, de acordo com o Instituto de Medicina dos
Estados Unidos (2000). Durante o periodo de tratamento, foram avaliados nas mées
sinais de toxidade, como mudangas comportamentais (agitagdo ou letargia),
alteragdes neurologicas (convulsdo, tremor, rigidez muscular e hiperreflexia) e sinais
autondbmicos (lacrimejamento, piloerecédo, alteracdo pupilar). As maes foram
pesadas todos os dias e os filhotes foram pesados nos DPN 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21.
Apos o desmame, a progénie feminina foi mantida em gaiolas
coletivas, com 3 a 4 ratas por gaiola para os grupos NR e com 5 ratas por gaiola
para o grupo NN. Também foram avaliados peso e ingestdo alimentar a cada 5 dias
do DPN 21 ao DPN 120 (detalhes descritos no item 5.4). Os experimentos foram
realizados apenas na progénie feminina na vida adulta e em estro-fisiolégico para
reduzir a interferéncia das variagdes hormonais do ciclo estral sobre a funcao
vascular (Higashi et al., 2018; Silva et al., 2023; Vidigal et al., 2022). Todo o

protocolo experimental esta descrito na Figura 1.

Quadro 1 — Grupos experimentais.

Grupos Intervencgao

Ninhada normal

(NN): Ratas (n=17) - 4gua administrada por gavagem.

Ninhada reduzida

(NR): Ratas (n=32) - 4gua administrada por gavagem.

Ninhada reduzida
exposta a vitamina |Ratas (n=31) — vitamina C administrada por gavagem.
C (NRVITC):

Intervengdo nos diferentes grupos experimentais.

Figura 1 — Delineamento experimental.
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Acompanhamento de peso Acompanhamento de peso e ingestdo
materno e da prole alimentar da prole
A A :
f Y \
DPN 3 DPN 21 DPN 110 DPN 120

271N

Acasalamento | | Gestagao Desmame Aferigdo da pressao arterial

Reducéo do tamanho Fim do tratamento

daninhada g SO

Eutanasia

Parédmetros biométricos

Inicio do tratamento |

Reatividade vascular

Coleta de tecidos

o
L Estresse oxidativo
Grupo Grupo Grupo ; —
Ninhada Normal Ninhada Reduzida Ninhada Reduzida | u LLLL
(NN) (NR) tratado com Vitamina C TTTER:]
n=30 n=32 (NRVITE) . =
n=31

Fonte: o préprio autor.

DPN: dia p6s-natal; RT-PCR: Reagédo em cadeia de polimerase; n: nUmero de animais por grupo.

4.3 PRESSAO ARTERIAL INDIRETA

No DPN 110, as pressdes arteriais sistolica e diastolica, e a
frequéncia cardiaca foram medidas pelo método indireto de pletismografia de cauda,
utilizando o equipamento CODA, Kent 19 Scientific, Torrington, CT, como
previamente descrito por nosso grupo (Novi et al., 2021). Para isso, as ratas foram
colocadas em um cilindro de acrilico para imobilizacdo, com abertura para o focinho
e a cauda, e depois foram posicionadas em uma plataforma aquecida cuja
temperatura foi mantida constante até o final do experimento. Apds, um oclusor e um
sensor de pressao foram posicionados na porcao proximal da cauda da rata
consciente juntamente com um manguito inflavel. Ao bombear ar para o manguito e,
em seguida, liberar a pressao, o sensor foi capaz de registrar a pressao arterial dos
animais.

Inicialmente, os animais foram ambientados no aparelho durante 10
medic¢des de aclimatagcdo que nao foram utilizadas na computagao dos resultados. A

seqguir, foram obtidas 20 leituras para cada animal, sendo os valores obtidos como
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resultado provenientes das médias de 10 leituras estaveis e homogéneas.

4.4 ACOMPANHAMENTO DE PESO E INGESTAO ALIMENTAR

A progénie feminina de todos os grupos teve o consumo alimentar e
0 ganho de peso corporal monitorados a cada 5 dias, do DPN 21 até o DPN 110.
Para tanto, as ratas receberam uma quantidade conhecida de ragao e 24h depois
essa ragao foi pesada. O calculo da ingestdo alimentar foi realizado utilizando a
seguinte formula: (peso inicial da ragdo — peso da ragdo apds 24 h) / numero de

animais por gaiola.

4.5 COLETA DE TECIDOS E PARAMETROS BIOMETRICOS

A partir do DPN 120, as ratas foram pesadas e anestesiadas
(tiopental sodico, 40 mg/kg, i.p.) para a eutanasia e coleta de tecidos. Apos
anestesia, o comprimento nasoanal (cm) foi medido com o auxilio de uma régua. Em
seguida, os tecidos adiposos perigonadal e retroperitoneal, o Utero e os ovarios
direito e esquerdo foram removidos e pesados. Além disso, o sangue foi coletado e
centrifugado a 3500 rpm, por 20 min a 4°C para obtencdo do soro dos animais.
Segmentos da aorta toracica foram coletados, dissecados e armazenados a -80°C
para as analises de estresse oxidativo. Os pesos dos 6rgaos e tecidos foram
normalizados pelo peso corporal de cada animal. O indice de Lee foi calculado
utilizando-se a raiz cubica do peso corporal, em gramas, dividida pelo comprimento

nasoanal, multiplicado por 100 (Bernardis; Patterson, 1968).

4.6 REATIVIDADE DA AORTA TORACICA

A partir do DPN 120, as fémeas dos diferentes grupos experimentais
foram anestesiadas com tiopental sddico (40mg/kg, i.p) para a remogao da aorta
toracica, como previamente descrito pelo nosso grupo (Higashi et al., 2018; Silva et
al., 2023). Para avaliacao da reatividade ex vivo, a aorta foi seccionada em quatro
segmentos (3mm de comprimento) e, para analisar a influéncia do endotélio sobre a
resposta vascular, em alguns anéis a monocamada de células endoteliais foi

removida mecanicamente utilizando um gancho de metal e algodéo (anéis de aorta
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E-), e em outros, a camada endotelial foi preservada (anéis de aorta E+). Esses
anéis de aorta foram montados em um banho de 6rgaos isolados, contendo solugéao
de Krebs-Henseleit modificada (em mM: 118 NaCl, 4.7 KCI, 25 NaHCOs, 2.5
CaCl2.2H20, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgS04.7H20, 11 glucose, e 0.01 EDTA), aerados
com 95% de O2 e 5% de CO2 a 37 °C e pH 7,4. A integridade das células
musculares lisas foi verificada por meio da adi¢ao de KCI (cloreto de sodio: 90mM) e
a integridade do endotélio por meio do relaxamento causado pela acetilcolina (ACh:
3 UM, #A6625, Sigma-Aldrich®, EUA) em anéis contraidos com concentragéo
submaxima de fenilefrina (Phe: 3 uM, #P6126, Sigma-Aldrich®, EUA). O endotélio foi
considerado removido se o relaxamento induzido por ACh foi menor que 5% em
relagdo a contragdo com Phe. Posteriormente, foram realizadas curvas
concentracéo-efeito cumulativas para Phe (1nM-300uM) ou ACh (1nM-30uM). As
respostas vasoconstritoras estdo expressas como gramas (g) de tensédo e as de
relaxamento expressas como porcentagem (%) de relaxamento em relagédo a
contragao induzida por Phe. A resposta maxima (Rmax) e o log da concentragcéo do
agonista que resultou em 50% da Rmax (pD2) foram obtidos a partir das curvas e
calculados utilizando uma analise de regressdao nao-linear (GraphPad Prism
software, EUA).

Em uma outra série de experimentos, para avaliar os
mecanismos envolvidos na disfuncdo endotelial, curvas concentracdo-efeito
cumulativas foram performadas para ACh, na presenga dos antagonistas de ERa e
ERB) metil-piperidino-pirazol (MPP: 1 umol/L, #M7068, Sigma-Aldrich®, EUA) e 4-[2-
fenil-5,7-bis(trifluorometil)pirazol[1,5-a]pirimidin-3-il[fenol (PHTPP: 1 umol/L,
#SML1355, Sigma-Aldrich®, EUA), respectivamente; da indometacina (INDO: 0,1
pmol/L, #7378, Sigma-Aldrich®, EUA), inibidora néo seletiva da COX; e do S-metil-
isotioureia (S-metil: 1 umol/L, #M84445, Sigma-Aldrich®, EUA), inibidor mais seletivo
da iINOS. A partir dessas curvas, a Rmax e o pD2 foram obtidas e novamente
calculadas através da analise de regressao nao-linear (GraphPad Prism software,
EUA).

Além disso, para avaliar o papel do estrogeno na funcao vascular,
curvas para este horménio (E2: 30 umol/L, #E2758, Sigma-Aldrich®, EUA) foram
realizadas em anéis E- e E+ na presenga ou ndo dos seguintes antagonistas ou
inibidores: MPP, PHTPP, e, L-NAME (Nw-nitro-L-arginina metil éster: 10 umol/L,
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#N5501, Sigma-Aldrich®, EUA), um inibidor n&do seletivo da eNOS. A analise das

curvas para o estrogeno foi realizada através da area sob a curva.

4.7 EQUILIBRIO REDOX

A aorta toracica foi homogeneizada em solugé&o salina tamponada
com fosfato (PBS) e as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos na
temperatura de 4°C. O sobrenadante resultante foi separado e armazenado sob
refrigeragcdo. A quantificacdo de proteinas foi determinada através do método de
Bradford (Bradford, 1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo,
sendo a absorbancia medida a 595 nm. Para a curva de calibracdo, uma solugao de
BSA 1mg/ml foi diluida em solug¢des nas concentragdes de 0,06 mg/mL, 0,12 mg/mL,
0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL, e estas submetidas a reacédo de Bradford.

A partir das leituras obtidas e da curva de calibragdo, foram
realizados calculos para a diluicdo das amostras de modo que a concentragao final

de proteinas de cada amostra fosse 1 mg de proteina/ml.

4.7.1 Lipoperoxidagao

As medidas dos produtos de lipoperoxidagcdo de membrana foram
determinadas pelo método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
de acordo com Federici et al. (2007), que quantifica o malonaldeido (MDA), principal
subproduto da peroxidacéo lipidica celular. Para o preparo do teste, 50 yL de cada
amostra normalizada foram pipetados em duplicata em uma microplaca, seguido da
adicdo de 5 uL de cloreto férrico (FeCls), 5 yL de acido ascorbico, 50 pyL de acido
tricloroacético (TCA) e 50 yL de acido tiobarbiturico (TBA) e colocado em banho-
maria a 90° C por 15 minutos. A placa foi imediatamente resfriada em gelo para
interromper a reagao e, em seguida, lida a 535 e 572 nm. A lipoperoxidagao (LPO)
foi estimada corrigindo a quantidade de proteina, e os resultados estdo expressos

em nmol de TBARS por mg de proteina.
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4.7.2 Superoxido dismutase

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o
descrito por Senthilkumar e colaboradores (2021) com algumas alteragdes. A
avaliagdo ocorreu através da quantificacdo de complexos formados por anions
superéxido com a adicao de azul de nitrotetrazdlio (NBT) e cloridrato de sddio
hidroxilamina (NH20H- HCI) de coloragcdo amarelada com a redugdo do NBT,
formando coloracéo azulada.

Portanto, foi preparada uma mistura reacional contendo tampéo
carbonato de sédio (50mM, pH 10,2), NBT (96 uM) e Triton X-100 (0,6%), que foi
incubado por 2 minutos com NH20H-HCI (20 mM, pH 6,0). O volume final foi
ajustado para 200 pL. Os resultados estdo expressos em U/mg de proteina, sendo U

a quantidade de enzima necessaria para inibir a redugao do cromogénio em 50%.

4.7.3 Catalase

A atividade enzimatica da CAT foi determinada pela degradacao do
peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Aebi, 1984). Foram pipetados 3 pL do
branco (PBS) ou 3 pL das amostras em triplicata e 297 yL de meio de reacgao,
contendo Tris-HCI e peréxido de hidrogénio, em uma microplaca de UV e lido a
240nm em intervalos de 15 segundos por 1 minuto (Aebi, 1984). Os dados estao

expressos em nmol.min' .ml! .mg proteina-'.

4.7.4 Glutationa reduzida

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram determinados de
acordo com o método proposto por Rahman e colaboradores (2006), com algumas
modificagdes, utilizando acido 5,5’-ditiobis 20-nitrobenzdéico (DTNB) no homogenato,
evidenciado pela formacdo da cor amarela. DTNB, nicotinamida-adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) e glutationa redutase foram adicionados no
homogenato e os niveis de GSH foram medidos a 412 nm (Multiskan GO, Thermo
Scientific, Vantaa, Finlandia), com os resultados expressos em pmol/mg de proteina.
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4.7.5 Habilidade de redugao do ferro pelo método FRAP

O ensaio de FRAP (capacidade redutora férrica para plasma) foi
realizado no soro dos animais para medir a capacidade antioxidante das amostras
em reduzir o complexo de ions férricos (Fe®**)-ligante para o complexo ferroso (Fe**).
As amostras foram centrifugadas a 200g por 10 minutos na temperatura de 4°C.
Uma aliquota das amostras reagiu com o reagente FRAP, composto por cloreto
férrico (20 mM) e 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ, 10 mM) em tampao acetato (0,3
mM, pH 3,6), e absorbancia foi medida a 595nm apds 15 minutos de incubagao
(Multiskan GO, ThermoScientific). A capacidade redutora do soro foi comparada com
uma curva padrao de Trolox (0,4—400 nmol) e os resultados expressos como nmol

de equivalentes de Trolox por mL de soro.

4.7.6 Avaliagao de antioxidantes totais pelo método ABTS

O ensaio de ABTS consiste na medicdo da capacidade das
amostras em neutralizar o radical 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTSe+), cuja intensidade da coloragao diminui na presenca de antioxidantes. O
teste também foi realizado no soro e as amostras inicialmente centrifugadas a 200g
por 10 minutos a 4°C. Uma aliquota de amostra reagiu com a solug¢ao diluida de
ABTS (7 mM em persulfato de potassio), e a absorbancia foi medida a 730 nm
(Multiskan GO, ThermoScientific) apdés incubacdo de 6 minutos. Os resultados
obtidos também foram comparados com uma curva padrao de Trolox (0,4—400 nmol)

e expressos como Trolox (nmol) por mL de soro.
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5 ESTATISTICA

Inicialmente, foi realizada uma analise exploratdria com o objetivo de
avaliar a distribuicdo e homogeneidade de variancia de cada variavel (testes de
Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov). Foram conduzidas analises paramétricas
seguidas de pos-teste de Tukey ou Bonferroni em variaveis que apresentaram
distribuicdo normal e homogeneidade e os resultados estdo apresentados como
média * erro padrdo da meédia (EPM). Na auséncia de distribuicdo normal e/ou
homogeneidade, os dados foram submetidos aos testes n&o-paramétricos,
apresentados como mediana (1° e 3° quartil) seguidos de pds-teste de Dunn. Os

testes estatisticos empregados neste estudo foram:

- ANOVA de efeitos mistos: ganho de peso materno e da prole antes e apds o

desmame;

- ANOVA de uma via: areas sob a curva das curvas de estrogeno; pressao
arterial diastdlica; peso no dia da eutanasia, CNA e indice de Lee; peso do utero;
Rmax e pD2 das curvas de reatividade vascular; andlises de estresse oxidativo
(SOD, CAT, LPO e ABTS);

- Kruskal-Wallis: areas sob a curva do ganho de peso materno e da ingestéao
alimentar; pressao arterial sistdlica e frequéncia cardiaca; pesos dos tecidos

adiposos e ovarios; GSH e FRAP.

As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05 e
as analises realizadas utilizando o Software Prism 8 (GraphPad Prism® Software,
Inc., San Diego, CA).
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6 RESULTADOS

6.1 GANHO DE PESO MATERNO

Durante o periodo de suplementacdo, as mées de todos os grupos
apresentaram ganho de peso [interacdo ao longo do tempo: F (4,716, 362,1) =
52,63; p < 0,0001] (Figura 1A), sem interagdo entre os grupos experimentais [F (2,
77) = 1,068; p = 0,3487], portanto a suplementacao nao interferiu no ganho de peso
materno. Esse resultado também é evidenciado pela analise da area sob a curva
(ASC), apresentada na Figura 1B. Além disso, o peso corporal no inicio do
tratamento, no terceiro dia de lactagao (DL 3), e ao final do periodo de intervencgao
(DL 20) permaneceu semelhante entre as maes de todos os grupos. No entanto, o
grupo NN apresentou maior delta de ganho de peso em comparagado as maes dos
grupos NR e NR VITC (Tabela 1).

A B
3001
290+ 15007 o
- NN (17)
S 280+ NR (32) 1200
o L)
2 NR VITC (31)
& 270 o 9007 o,
% ]
600-
260
3004 f.o
250 oo
I 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
3 6 9 12 15 18 21 NN  NR NRVITC

Tempo (em dias)

Figura 2. Ganho de peso materno (A) e area sob a curva (ASC) (B) do ganho de peso materno de
maes suplementadas com &gua [ninhada normal (NN) e ninhada reduzida (NR)] ou vitamina C
[ninhada reduzida (NR VITC)], do terceiro dia de lactagdo (DL 3) até o vigésimo dia de lactagédo (DL
20). Os dados estdo expressos como mediana (1°-3° quartis), ANOVA de efeitos mistos e Kruskal-
Wallis, n = 17-32 ratas/grupo.

Tabela 1. Ganho de peso materno no inicio e no final da suplementagéo.

Peso corporal (g)

Grupos NN (17) NR (32) NR VITC (31)
DL 3 265,9+7,9 272,1+4,5 267,455
DL 20 284,4+6,8 279,9+4,4 275,5+5,0

A 18,4+3,9 7,8+2,1* 8,1£2,3*
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Méaes suplementadas com agua [ninhada normal (NN) e ninhada reduzida (NR)] ou vitamina C [ninhada reduzida
(NR VITC)]. Os dados estao expressos como média + erro padrdo da média (EPM), ANOVA de uma via, seguido

de pos-teste de Tukey. *p < 0,05 vs. NN.

6.2 GANHO DE PESO E INGESTAO ALIMENTAR DA PROLE

A partir do DPN 6 (Figura 3A) [interagdo ao longo do tempo: F
(1,564, 140,5) = 4207; p < 0,0001; interacdo entre os grupos em relagdo a
suplementagao com vitamina C: F (2, 90) = 45,17; p < 0,0001], até os dias pds-natais
80 e 85 [interagdo ao longo do tempo: F (2,098, 182,4) = 3165; p < 0,0001; interagcéo
entre os grupos em relagédo a suplementagdo com vitamina C F (2, 90) = 6,850; p <
0,0017]] (Figura 3B), as ratas dos grupos NR e NR VIT C, respectivamente,
apresentaram maior ganho de peso corporal em comparagao ao grupo NN. Apds
essas idades, os valores de ganho de peso corporal se igualaram entre as ratas dos
diferentes grupos, e a suplementacdo materna com vitamina C nao interferiu no
ganho de peso da prole. A ingestao alimentar, avaliada apés o desmame até a vida

adulta, também foi semelhante entre os grupos experimentais (Figura 4).
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Figura 3. Ganho de peso corporal de ratas provenientes de ninhada normal (NN), ninhada reduzida
(NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VITC): (A) antes do desmame, e (B) apés o
desmame do dia pds-natal 21 (DPN 21) até o dia pés-natal 110 (DPN 110). Os dados estédo
expressos como média + erro padrdo da média (EPM), ANOVA de efeitos mistos seguida de pos-

teste de Tukey, n = 30-32 ratas/grupo. *p < 0,05 vs. NN.
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Figura 4. Area sob a curva da ingestdo alimentar de ratas provenientes de ninhada normal (NN),
ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VITC). O consumo de ragéo foi
avaliado do dia pds-natal 21 ao dia pds-natal 110. Os dados estdo expressos como mediana (1°-3°

quartis), Kruskal-Wallis, n = 30-32 ratas/grupo. p > 0,05.

6.3 PRESSAO ARTERIAL INDIRETA

Na vida adulta, a pressao arterial sistdlica estava aumentada nas
ratas do grupo NR em comparacédo ao grupo NN (Tabela 2), sem interferéncia da
suplementacdo com vitamina C nesse parametro. Nao houve diferengas na pressao

arterial diastélica e na frequéncia cardiaca entre os grupos experimentais.
Tabela 2. Pressdo arterial e frequéncia cardiaca das ratas adultas dos diferentes grupos

experimentais.

DPN 120

Grupos NN (14) NR (17) NR VITC (14)

PAS (mmHg) 118 (111-122) 125 (122-131)* 120 (112-134)
PAD (mmHg) 82,8+2,4 88,5¢1,7 85,6+3,1

FC (bpm) 354 (339-390) 362 (341-385) 355 (344-399)

Pressdo arterial sistodlica (PAS), pressdo arterial diastdlica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) de ratas
provenientes de ninhada normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR
VITC), avaliadas no dia pds-natal 110. Os dados sdo expressos como média + erro padrao da média (EPM) e
mediana (1°-3° quartis), ANOVA de uma via e Kruskal-Wallis. (n) = 14-17 ratas/grupo. *p < 0,05 vs. NN.

6.4 PARAMETROS BIOMETRICOS

No dia da eutanasia (DPN 120), o peso corporal das ratas dos
grupos NR foi maior em comparagdo ao grupo NN (Tabela 3). O comprimento
nasoanal e o indice de Lee, assim como o0s pesos dos 6rgaos e tecidos, foram

semelhantes entre os grupos experimentais (Tabela 4).
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Tabela 3. Parametros biométricos das ratas adultas no dia da eutanasia de todos os grupos

experimentais.

DPN 120
Grupos NN (30) NR (32) NR VITC (31)
Peso corporal (g) 245,1+3,8 260,9+4,8* 259,044 1
CNA (cm) 21,4+0,1 21,9+0,1 21,940,1
indice de Lee (g"?/cm) 29,1+0,1 29,1+0,1 29,0+0,1

Parametros biométricos de ratas provenientes de ninhada normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada
reduzida exposta a vitamina C (NR VITC), avaliadas no dia pos-natal 120 (DPN 120). CNA: comprimento naso-
anal. Os dados s@o expressos como média + erro padrdo da média (EPM), ANOVA de uma via. *p < 0,05 vs. NN.
(n) = 30-32 ratas/grupo.

Tabela 4. Parametros biométricos das ratas adultas de todos os grupos experimentais.

DPN 120
Grupos NN (16) NR (14) NR VITC (12)
TA retroperitoneal 0,61 (0,52-0,78) 0,72 (0,58-1,07) 0,78 (0,62-0,99)
(9/1009)
TA perigonadal (g/100g) 0,52 (0,38-0,71) 0,59 (0,47-0,94) 0,49 (0,37-0,74)
Utero (g/100g) 0,21+0,01 0,22+0,01 0,20+0,01
Ovario E. (g/100g) 0,023 (0,019-0,027) 0,022 (0,019-0,024) 0,021 (0,016-0,024)
Ovario D. (g/100g) 0,022 (0,018-0,024) 0,022 (0,019-0,024) 0,020 (0,019-0,022)

Parametros biométricos de ratas provenientes de ninhada normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada
reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C), avaliadas no dia pds-natal 120 (DPN 120). Ovario E.: ovario
esquerdo; Ovario D.: ovario direito; TA: tecido adiposo. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) e mediana (1°-3° quartis), ANOVA de uma via e Kruskal-Wallis. p > 0,05. (n) = 12-16 ratas/grupo.

6.5 REATIVIDADE VASCULAR

Embora a contragéo induzida pela Phe tenha sido maior nos anéis
de aorta E- em comparagdo a resposta observada nos anéis E+ em todos os
grupos, a resposta da aorta a esse agonista nao diferiu entre os grupos
experimentais NN, NR e NR VIT C (Figura 5A).

Por outro lado, na aorta das ratas do grupo NR, foi observada uma
reducao da resposta maxima para ACh em comparagao as respostas do grupo NN
(Figura 5B). No entanto, nas ratas NR VIT C, o relaxamento induzido por ACh na
aorta ndo diferiu daquele observado no grupo NN e foi aumentado em relagdo ao

grupo NR, demonstrando que a suplementagdo com vitamina C recuperou a
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resposta vasodilatadora. Os valores de Rmax e pD, para os agonistas estao

descritos nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.
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Figura 5. Curvas concentragao—efeito cumulativas para fenilefrina (A) e acetilcolina (B) em anéis de
aorta com endotélio (E+) ou sem endotélio (E-) de ratas provenientes de ninhada normal (NN),
ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C), avaliadas no dia pds-
natal 120 (DPN 120). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM), ANOVA
de uma via com pos-teste de Bonferroni. *p < 0.05 vs E+ NN, **p < 0.05 vs E+ NR; %p < 0,05 vs. E+
NR VITC; #p < 0,05 NR VITC vs NR.
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Tabela 5. Contracdo induzida por fenilefrina em anéis de aorta de ratas adultas provenientes de todos

0S grupos experimentais.

DPN 120
E+
Grupos NN (6) NR (6) NR VITC (5)
Rmax (g) 2,2040,36 2,06+0,15 2,0610,27
pD2 6,34+0,13 6,51+0,15 6,39+0,11
E-
Rmax (g) 3,4610,38* 3,27+0,20** 3,57+0,28°
pD2 7,2410,22* 7,59+0,17** 7,05+0,28%

Resposta maxima (maxR) e pD, (-log da concentragédo do agonista que resulta em 50% da resposta maxima) a
fenilefrina em anéis de aorta com endotélio (E+) ou sem endotélio (E-) de ratas provenientes de ninhada normal
(NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C), avaliadas no dia pdés-natal
120 (DPN 120). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM), ANOVA de uma via com
pos-teste de Bonferroni. *p < 0.05 vs E+ NN, **p < 0.05 vs E+ NR; $p < 0,05 vs. E+ NR VITC

Tabela 6. Relaxamento induzido por acetilcolina em anéis de aorta de ratas adultas provenientes de

todos os grupos experimentais.

DPN 120
Grupos NN (7) NR (8) NRVITC (7)

Rmax (%) 93,12+0,76 88,57+0,84* 95,27+1,03#
pD. 7,490,09 7,41£0,12 7,5740,18

Resposta maxima (maxR) e pD, (-log da concentragédo do agonista que resulta em 50% da resposta maxima) a
acetilcolina em ratas provenientes de ninhada normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a
vitamina C (NR VIT C), avaliadas no dia pds-natal 120 (DPN 120). Os dados s&do expressos como média * erro
padrdo da média (EPM), ANOVA de uma via. *p < 0.05 vs NN, #p < 0,05 NR VITC vs NR.

6.6 MECANISMOS ENVOLVIDOS NAS ALTERACOES DE REATIVIDADE VASCULAR

Para avaliar o papel do estrogeno na redugdo da resposta
vasodilatadora dependente do endotélio observada na aorta de ratas do grupo NR,
anéis de aorta foram incubados com antagonistas dos receptores de estrégeno ERa
e ERB, MPP e PHTPP, respectivamente, e o relaxamento induzido pela ACh foi
avaliado (Figura 6). Como demonstrado, a resposta da aorta a ACh na presenga dos
antagonistas foi semelhante entre os grupos experimentais. Os valores de Rmax e

pD, estdo apresentados na Tabela 7.
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Figura 6. Curvas concentracdo—efeito cumulativas para acetilcolina em anéis de aorta, na presenca
dos antagonistas dos receptores de estrégeno ERa (A) e ERB (B) de ratas provenientes de ninhada
normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C), avaliadas
no dia pds-natal 120 (DPN 120). Os dados sdo expressos como média + erro padrao da média
(EPM), ANOVA de uma via. p > 0,05.

Tabela 7. Relaxamento induzido por acetilcolina em anéis de aorta, na presenga ou auséncia dos

antagonistas dos receptores de estrogénio, de ratas adultas provenientes de todos os grupos
experimentais.

DPN 120

antagonista ERa
Grupos NN (5) NR (5) NR VITC (5)




45

Rmax (%) 91,77+3,29 85,56+3,65 89,46+4,64
pD2 7,37+0,18 7,57+0,31 7,37+0,21

antagonista ER

Grupos NN (5) NR (6) NR VITC (5)
Rmax (%) 91,52+3,48 95,36%1,10 93,58+2,01
pD2 7,5740,13 7,79+0,14 7,69+0,23

Resposta maxima (maxR) e pD, (-log da concentragdo do agonista que resulta em 50% da resposta maxima)
aos antagonistas de estrégeno em ratas provenientes de ninhada normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada
reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C), avaliadas no dia pos-natal 120 (DPN 120). Os dados s&o expressos

como média + erro padrdo da média (EPM), ANOVA de uma via. p > 0,05.

Além disso, a resposta da aorta ao E2 também foi avaliada em anéis
com endotélio na presencga ou auséncia de MPP e PHTPP, L-NAME e em anéis E-
(Figura 7). O estrogeno foi adicionado aos anéis de aorta contraidos com
concentracdo submaxima de Phe e as respostas foram registradas por um periodo
de 30 minutos e os dados apresentados como ASC (Figura 8). Nao foram
observadas diferencas na resposta da aorta para o relaxamento produzido pelo
estrégeno nos grupos NN, NR e NR VIT C tanto na presenga quanto na auséncia
dos antagonistas dos receptores de estrégeno, nem em anéis sem endotélio e em

anéis incubados com L-NAME.
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- NN (5)
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NR VITC (5)
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- NN(3)
NR (4)
NR VITC (3)

Figura 7. Curvas de resposta ao estrégeno em anéis de aorta com endotélio (A) na presenca ou

auséncia dos antagonistas dos receptores de estrégeno ERa e ERp (B, C, D), sem endotélio (E-) (E)
e na presenca de Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (F), de ratas provenientes de ninhada
normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C), avaliadas
no dia pds-natal 120 (DPN 120). Area sob a curva. p > 0,05.
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Figura 8. Area sob a curva das respostas ao estrégeno (Ez) em anéis de aorta com endotélio (A), na

presenga ou auséncia dos antagonistas dos receptores de estrégeno ERa e ERB (B, C, D), sem

endotélio (E-) (E) e na presenga de Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (F), de ratas

provenientes de ninhada normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina

C (NR VIT C), avaliadas no dia pds-natal 120 (DPN 120). Os dados s&o expressos como média * erro
padrao da média (EPM), ANOVA de uma via. p > 0,05.

Por fim, foi avaliado o papel de mediadores inflamatérios no prejuizo

da resposta para ACh observado em anéis de aorta de ratas NR. Para tanto, os

anéis de aorta foram incubados com INDO e S-metil, porém nao foram observadas

diferengas entre as respostas dos grupos experimentais no relaxamento induzido por

ACh na presenga desses inibidores (Figura 9). Os valores de Rmax e pD, estao

apresentados na Tabela 8.



48

A INDO
0_
S — NN (5)
£ NR (5)
Q
g 507 NR VITC (5)
2
S
& 75 \‘
100
1 1 1 1 1 1 1
0 9 8 7 6 5 4
-log [ACh] mol/L
B S-metil
0 o
£ 257 ~ NN (5)
£ NR (5)
[}]
g 507 NR VITC (5)
2
S
&, 75—
3
100-

I T T T T T
10 9 8 7 6 5 4

-log [ACh] mol/L

Figura 9. Curvas concentragdo—efeito cumulativas para acetilcolina em anéis de aorta, na presenga
dos antagonistas indometacina (INDO) (A) e S-metil (B), respectivamente, de ratas provenientes de
ninhada normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C),

avaliadas no dia pés-natal 120 (DPN 120). Os dados s&o expressos como média + erro padrdo da
média (EPM), ANOVA de uma via. p > 0,05.

Tabela 8. Relaxamento induzido por acetilcolina em anéis de aorta, na presenga ou auséncia dos

antagonistas indometacina e S-metil, de ratas adultas provenientes de todos os grupos experimentais.

DPN 120
INDO
Grupos NN (5) NR (5) NR VITC (5)
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Rmax (%) 88,76+1,01 87,10+3,87 89,53+2,45
pD2 7,2840,09 7,31+0,08 7,4310,12
S-metil
Grupos NN (5) NR (5) NR VITC (5)
Rmax (%) 86,76+3,41 88,37+2,40 86,28+4,21
pD2 7,24+0,06 7,3310,07 7,22+0,06

Resposta maxima (maxR) e pD; (-log da concentragdo do agonista que resulta em 50% da resposta maxima)
aos antagonistas indometacina (INDO) e S-metil em ratas provenientes de ninhada normal (NN), ninhada
reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C), avaliadas no dia p6s-natal 120 (DPN 120).

Os dados sao expressos como média + erro padrao da média (EPM), ANOVA de uma via. p > 0,05.

6.7 AVALIACAO DE PARAMETROS RELACIONADOS AO EQUILIBRIO REDOX

A avaliagao do equilibrio redox esta demonstrada na Figura 9. Nao
houve alteragdes entre as medidas de LPO (Figura 9A) e na atividade da enzima
CAT (Figura 9B) entre os grupos experimentais. No entanto, o grupo NR VITC
apresentou um aumento na quantidade de GSH (Figura 9C) em relagdo ao grupo
NR, além de apresentar reducdo na atividade da enzima SOD (Figura 9D) em
comparagao com o grupo NN. Sobre os ensaios que avaliam a capacidade
antioxidante total no soro, o grupo NR VITC apresentou maior poder redutor
antioxidante em comparagdo com o grupo NR (Figura 9E) pelo método FRAP e este
grupo mostrou menor capacidade antioxidante pelo método ABTS em relacdo ao

grupo NN (Figura 9F).
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Figura 10. Medidas de lipoperoxidagdo (A. LPO: lipoperoxidagédo), oxidagdo (C. GSH: glutationa
reduzida) e atividade de enzimas antioxidantes (B. CAT: catalase; D. SOD: superdxido dismutase) na
aorta e medidas de capacidade antioxidante total (E. FRAP e F. ABTS) no soro de ratas provenientes
de ninhada normal (NN), ninhada reduzida (NR) e ninhada reduzida exposta a vitamina C (NR VIT C),
avaliadas no dia pés-natal 120 (DPN 120). Os dados s&o expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) ou mediana (1°-3° quartis) ANOVA de uma via e Kruskal-Wallis, n=5-8 ratas/grupo. *p <
0,05 vs NN. #p < 0,05 NR VIT C vs. NR.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a supernutricao lactacional levou
a uma alteracdo na resposta vasodilatadora dependente do endotélio da aorta e ao
aumento da pressdo arterial sistolica de ratas Wistar adultas, e que a exposi¢ao
neonatal a vitamina C preservou a fungdo endotelial dessas ratas. Ainda, os
mecanismos envolvidos na recuperagao da resposta vasodilatadora observada
neste estudo podem estar relacionados com a capacidade antioxidante da vitamina
C.

No presente estudo, a supernutricdo pds-natal durante o periodo de
lactacdo nado afetaram o consumo alimentar nem os parametros biométricos da
prole, no entanto, as ratas apresentaram aumento do peso corporal ao longo da
vida. E descrito que ratas provenientes de ninhadas reduzidas podem apresentar
maior ingestao de leite em decorréncia da menor competi¢cao pelas mamas da mae,
além do leite materno possuir maior conteudo lipidico em relagao ao proteico (Cunha
et al., 2009). Assim, é esperado que animais NR durante o periodo neonatal
apresentem maior massa corporal. Nosso estudo confirma que, nesse modelo
experimental, ratas apresentam aumento do peso corporal desde a infancia até a
vida adulta, além de reforgar a eficacia do modelo de ninhada reduzida para a
inducao de sobrepeso ao longo prazo (Costa et al., 2019). Ainda, a supernutricao
pos-natal também estd associada ao aumento da adiposidade e a alteragdes em
parametros biométricos. No DPN 90, o tecido adiposo retroperitoneal pode
permanecer inalterado, enquanto o tecido adiposo perigonadal encontra-se
aumentado em ratas de ninhada reduzida (Costa et al., 2019), ou ambos os tecidos
podem estar aumentados (Ferreira et al., 2022; Stopa et al., 2021). Além disso, a
hiperfagia € outra condigdo observada em ratos machos provenientes de ninhadas
reduzidas (Cunha et al., 2009; Rodrigues et al., 2011), porém nao em fémeas (Stopa
et al., 2021), conforme observado no presente estudo.

Neste estudo, a suplementacido materna com vitamina C nao afetou
0 ganho de peso materno ou o desenvolvimento de obesidade na prole fémea. No
entanto, maes NR apresentaram menor ganho de peso em relagdo ao grupo NN. Ja
foi relatado em um estudo que maes de ninhada reduzida apesar de terem um maior
cuidado parental com a prole, apresentam reducdo no comportamento do tipo néao

materno incluindo a alimentacdo (Enes-Marques; Giusti-Paiva, 2018), isso pode
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explicar o menor ganho de peso das mées ratas NR em relagdo as maes de ninhada
normal. Sobre o desenvolvimento de obesidade na prole, foi demonstrado, em ratos
machos obesos submetidos a dieta hiperlipidica, que a administracdo de vitamina C
nao alterou o consumo alimentar nem o ganho de peso corporal, porém reduziu o
tecido adiposo retroperitoneal (Campién et al., 2008). De modo semelhante, a prole
fémea de mées expostas ao dicromato de potassio e suplementadas com vitamina C
durante o periodo de lactacdo ndo apresentou alteragbes no peso corporal;
entretanto, esse antioxidante foi capaz de reverter a reducdo do peso ovariano, sem
alterar o peso do utero (Samuel et al., 2012). Além disso, a exposigdo materna ao
chumbo associada a suplementacdo com vitamina C durante a gestagdo e a
lactacdo ndo afetou o ganho de peso materno nem o peso da prole masculina
(Chang et al., 2012). Logo, esses estudos, assim como os resultados do presente
trabalho, demonstram que a vitamina C néo interfere no ganho de peso corporal
nem no consumo alimentar da prole exposta, embora possa influenciar outros
parametros biométricos, e essas alteracbes podem estar relacionadas ao modelo
experimental, a dose e ao tempo de exposicao.

A obesidade é um fator contribuinte para o aumento da pressao
arterial. Diversos estudos de longo prazo demonstraram que o ganho de peso é um
fator importante para a elevacéo dos niveis pressoéricos durante a infancia e a idade
adulta (Lloyd-Jones et al., 2007; Mamun et al., 2005). Em roedores, a supernutricdo
pos-natal pode induzir hipertensdo em machos (Josse et al., 2020). No presente
estudo, ratas provenientes de ninhadas reduzidas nao apresentaram alteracdes na
pressao arterial diastdlica nem na frequéncia cardiaca, porém, apresentaram
aumento da pressdo arterial sistdlica, a qual, apesar de nao haver diferenca
significativa, parece estar reduzida nas ratas expostas a vitamina C. Ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) tratados com vitamina C apresentaram
melhora da pressao arterial sistdlica e diastdlica de maneira dependente da dose e
da frequéncia de administracdo (Hwang et al., 2022) e, em outro estudo, exibiram
rapida reducao da pressao arterial sistélica, a qual foi mantida por trés semanas no
grupo tratado (Li et al., 2021). Além disso, a pressao arterial média foi atenuada em
ratos obesos tratados com esse antioxidante (Lopes et al., 2022).

Em conjunto, esses resultados sugerem que a vitamina C é capaz
de reduzir os niveis de pressao arterial em roedores, o que pode estar relacionado

com a sua capacidade de reduzir a resisténcia vascular periférica por meio da
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recuperacdo da fungdo das células endoteliais, decorrente de sua atividade
antioxidante (Ran et al., 2020). No presente estudo, a suplementagdo materna com
vitamina C ndo promoveu alteracbes nos niveis pressoricos. Esse achado pode
indicar que, a vitamina C pode ter contribuido para a manutencao da pressao arterial
por recuperar a fungdo endotelial, embora n&o ter sido suficiente para reduzir
significativamente esse parametro. Estudos adicionais que investiguem diretamente
vasos envolvidos e o efeito dessa molécula na regulacdo da pressao arterial sao
necessarios no modelo de ninhada reduzida.

Além do desenvolvimento de hipertens&o, a supernutricdo pds-natal
esta associada a alteragcdes na reatividade vascular. Estudos descrevem que a aorta
de ratos provenientes de ninhadas reduzidas pode apresentar reducédo da resposta
vasodilatadora a acetilcolina ou ao nitroprussiato de sddio, ou ainda aumento da
resposta vasoconstritora a fenilefrina, como resultado de comprometimento da
camada de células musculares lisas ou da fungao endotelial (Josse et al., 2020). No
presente estudo, a resposta aortica a fenilefrina ndo diferiu entre os grupos tanto em
anéis com endotélio quanto em anéis sem endotélio. Contudo, ratas NR
apresentaram reducao da resposta a acetilcolina em anéis de aorta com endotélio e
a exposicao neonatal com vitamina C foi capaz de restaurar essa resposta. Em ratos
hipertensos com 150 dias, a resposta a acetilcolina também se mostrou reduzida,
mas em anéis incubados com vitamina C, observou-se melhora dessa resposta (Ajay
et al., 2006). Além disso, o tratamento com vitamina C em ratos preveniu o
comprometimento da resposta a acetilcolina induzido pelo etanol (Hipdlito et al.,
2015).

Como mencionado, ratos provenientes de ninhada reduzida podem
ter alteracbes na reatividade vascular que podem estar associadas ao
comprometimento da funcdo endotelial. A disfungdo endotelial descrita nesse
modelo esta associada ao aumento da geragao de espécies reativas ao oxigénio e
de processos inflamatérios, os quais podem comprometer a fungdo da eNOS e
reduzir a biodisponibilidade de NO nos vasos (Junior et al., 2019). Adicionalmente, ja
foi observado que os niveis de vitamina C encontram-se reduzidos em ratos NR
(Habbout et al., 2012), e esse composto pode ser benéfico nesse modelo
experimental, uma vez que a vitamina C pode preservar e recuperar a fungcao
endotelial por neutralizar radicais livres e regular a atividade da eNOS, regular

enzimas que geram radicais livres, como a NOX, e, ainda, regular a atividade de
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enzimas antioxidantes. De fato, ja foi descrito o aumento da atividade da eNOS e
reducao da atividade da NOX em machos hipertensos tratados com vitamina C
(Ulker, McKeown; Bayraktutan, 2003). Esses mecanismos podem estar relacionados
com a restauracado da resposta vasodilatadora da aorta em ratas adultas expostas a
vitamina C observada neste estudo.

Ratas adultas NR podem apresentar menores concentragdes
plasmaticas de estrogeno (Ferreira et al., 2022; Stopa et al., 2021). O estrégeno &
considerado um horménio vasoprotetor que, em mulheres na pré-menopausa,
exerce atividade vasorrelaxante e efeito hipotenso por meio da modulacido dos
receptores de estrégeno a e B que aumentam a biodisponibilidade de NO. O ERa
pode aumentar a expresséo e a atividade da eNOS (Fardoun et al., 2020), enquanto
o0 ERPB pode aumentar a expressao da iNOS e atenuar o aumento da vasoconstrigdo
em ratas diabéticas e em roedores hipertensos (Aryan et al., 2020; Sartoretto et al.,
2019). Além disso, a ativagao do ERp esta associada a redugao da presséao arterial
(Aryan et al., 2020). Ratas obesas provenientes de um modelo hipoestrogénico
apresentaram maior pressao arterial e redugao da resposta relaxante a acetilcolina
em comparagao as ratas apenas obesas, indicando que niveis reduzidos de
estrégeno podem desempenhar papel importante no comprometimento da fungao
endotelial (Lima-Mendoza et al., 2014). Dessa forma, o estrogeno poderia estar
envolvido no comprometimento da funcao endotelial observada no presente estudo.

Aqui, a resposta a ACh na presencga de antagonistas ERa e ER[ n&o
diferiu entre os grupos, e, a resposta da aorta ao estrogeno isoladamente, na
presenca de endotélio, bem como na presenca de antagonistas dos ERa e ER,
também nao apresentou diferengas entre ratas NR, expostas ou ndo a vitamina C.
Porém, é possivel notar que a presenga dos antagonistas igualou a resposta entre
todos os grupos, abolindo as diferengas observadas previamente da reducdo da
resposta nas ratas NR e no aumento dessa resposta nas ratas em que as maes
foram suplementadas com vitamina C. Portanto, ainda nao é possivel inferir que o
estrégeno néo participa da disfungdo endotelial em ratas que foram obesas durante
a infancia através desse modelo.

Foi previamente observado que o estrogeno exerce efeito direto
sobre as células musculares lisas vasculares em artérias coronarias suinas (Fardoun
et al., 2020), demonstrando a existéncia de mecanismos de relaxamento

independentes do endotélio. Para avaliar se 0 mesmo ocorre na aorta toracica de
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ratas Wistar e se as Oxido nitrico sintases desempenham papel importante na
resposta ao estrogeno, alguns anéis de aorta tiveram a camada endotelial removida,
enquanto outros foram incubados na presencga do inibidor ndo-seletivo de NOS (L-
NAME). Nesses anéis, a resposta vasodilatadora foi praticamente abolida em
comparagao aquela observada em anéis com endotélio e sem L-NAME, o que
demonstra que tanto o endotélio quanto as NOS podem ser cruciais para a resposta
ao estrégeno na aorta.

Também foram explorados aqui os mecanismos envolvendo as
enzimas COX e iNOS, ambas possuem papel na inflamagao vascular em que seus
produtos podem colaborar em conjunto para o desenvolvimento de disfungao
endotelial (Lopes et al., 2022). A iINOS produz NO de maneira exacerbada, em que
parte pode participar na preservagao da resposta vasoconstritora como ja descrito
em alguns modelos experimentais (Aryan et al., 2020; Sartoretto et al., 2019), mas o
restante de NO pode favorecer ainda mais a geracdo de EROs e levar a
consequente dano vascular. Ainda, a enzima COX pode contribuir com a disfuncéo
endotelial de ratos hipertensos e obesos por aumentar a producao e a liberagao de
mediadores contrateis, reduzindo a resposta de relaxamento induzida por ACh
(Mendizabal; Llorens; Nava, 2011). No entanto, neste estudo, a resposta
vasodilatadora das ratas na presenca dos inibidores dessas enzimas nao diferiu
entre 0s grupos experimentais, logo 0 mecanismo envolvido na redugéo da resposta
a ACh pode nao estar associado com a atividade dessas enzimas.

Para investigar o possivel papel antioxidante da vitamina C, foram
analisados marcadores de estresse oxidativo na aorta toracica e no soro dos
animais. A supernutricdo pos-natal pode alterar o equilibrio redox e favorecer o
aumento de estresse oxidativo. Estudos descrevem que ha reducio da atividade das
enzimas antioxidantes SOD e CAT no figado, no rim e no coragdao de animais de
ninhada reduzida, além de aumento na quantidade de produtos de lipoperoxidagao e
de proteinas carboniladas nos respectivos tecidos e no plasma desses animais
(Conceigao et al., 2013; de Moura Freitas et al., 2019; Pedroza et al., 2018). Por
outro lado, também ja foi descrito o aumento da atividade da enzima SOD no
coragao como um mecanismo compensatorio pelo aumento de estresse oxidativo
nesse tecido (Junior et al., 2019; Habbout et al., 2012). Neste estudo, apesar de ndo
haver dano oxidativo detectavel demonstrado pelo LPO, houve alteragdo nos

marcadores envolvendo as enzimas antioxidantes. O grupo NR apresentou menor
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capacidade antioxidante total no soro pelo método ABTS, o que pode indicar que as
ratas desse grupo possuem uma menor capacidade de neutralizar radicais livres e
maior susceptibilidade ao estresse oxidativo. Por outro lado, a exposicdo das ratas
NR a vitamina C aumentou os niveis de glutationa reduzida e a capacidade
antioxidante total avaliada pelo FRAP, demonstrando que a exposigdo com esse
antioxidante aumentou o poder redutor antioxidante.

De fato, a vitamina C é capaz de recuperar as defesas antioxidantes
em diferentes modelos experimentais que induzem estresse oxidativo em roedores.
A vitamina C pode aumentar a atividade da SOD na aorta e no figado (Boyacioglu et
al., 2014; Hipdlito et al., 2015), pode aumentar os niveis de GSH no plasma (Ekuni et
al., 2009), além de restabelecer o equilibrio redox no figado, rim e coragdo por
normalizar os niveis de CAT, MDA, GSH e TBARS (Boyacioglu et al., 2014; Palacios
et al., 2018) em ratos tratados com esse antioxidante. Além disso, assim como
demonstrado aqui, a exposi¢cao a vitamina C durante a lactagao também recupera a
defesa antioxidante no utero e ovario de ratas em que esse antioxidante C promove
0 aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e da glutationa redutase, além de
reduzir os niveis de LPO nos dois tecidos (Samuel et al., 2012). A GSH é um dos
principais sistemas de defesa antioxidante e € responsavel por neutralizar as
espécies reativas de oxigénio e a vitamina C pode ter participado na regeneracao
desse composto no grupo NRVITC. Além disso, apesar de n&do haver diferengas
entre os niveis de LPO e na enzima CAT, pode ser que a defesa antioxidante celular
promovida pela SOD esteja reduzida nesse grupo por ser menos requisitada, visto
que, quando ha estresse oxidativo, ha também um aumento da expressao das
enzimas antioxidantes (Gulcin, 2025). De modo geral, a vitamina C colaborou para a
restauracao do equilibrio redox em ratas NR provenientes de méaes suplementadas
com esse antioxidante.

O presente estudo traz informacgdes relevantes ao demonstrar os
efeitos positivos da exposicdo a vitamina C durante a lactagdo sobre a funcao
endotelial de ratas provenientes de ninhada reduzida, demonstrando que esse
composto pode ser benéfico para parametros vasculares e antioxidantes. Apesar
dos mecanismos envolvidos na recuperagao da resposta vasodilatadora da aorta
ainda nao estarem completamente esclarecidos, é sugerido que a agao antioxidante
desse composto possa ter envolvimento na preservagao da fungdo endotelial das

ratas expostas a vitamina C. Estudos que avaliem marcadores moleculares sao
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necessarios para compreender os efeitos da vitamina C em mecanismos endoteliais

de ratas de ninhada reduzida.
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8 CONCLUSAO

Esses resultados sugerem que a vitamina C pode ser de fato
transferida da mae para a prole durante a amamentacao, e que esse antioxidante &
capaz de preservar a fungdo endotelial, possivelmente por meio da reducdo do
estresse oxidativo de ratas que foram obesas na infancia. Ainda, apesar da
recuperacao da fungao endotelial, a vitamina C n&o alterou o aumento da pressao
arterial observado em ratas de ninhadas reduzidas, o que pode indicar que a
elevacdo da pressao arterial nesse modelo pode estar relacionada a outros
mecanismos regulatorios.

Além disso, nao foi possivel inferir os mecanismos responsaveis
pela recuperacao da resposta vasodilatadora, ressaltando a necessidade de estudos

futuros com esse modelo experimental.
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ANEXOS

ANEXO A
Aprovacgao da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N" 050/2024
Londrina, 22 de maio de 2024,

Prezado(a) professor(a),

Certificamos que o projeto intitulado: “Tratamento materno com Vitamina C como
estratégia para prevengio de alteracdes cardiometabilicas, reprodutivas, renais ¢ inflamatdrias
na prole com obesidade infantil induzida por supernutrigio lactacional™ protocolo CEUA n”
026.2024 sob a responsabilidade de Ernane Torres Uchda que envolve a produgio, manuiengiio e/ou
utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-s¢ de acordo com os preceilos da Lei n® 11,794, de & de
outubro de 2008, do Decreto n® 6,899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo
Consclho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em
21/05/2024.

Este projeto tem por objetivo avaliar os efeilos do tratamenio materno com Vitamina C,
durante a lactagiio, na homeostase energética, sistemas cardiovascular, renal, reprodutor ¢ imunolégico
de ratos e ratas com obesidade infantil devido 3 redugio do tamanho da ninhada, na infincia (21 dias) e
na vida adulta (120 dias). Grau de invasividade: G3.

Finalidade { )Ensino { X ) Pesquisa cientifica
| Vigéncia da autorizagiio 010772024 a 30/06/2027
Espécie/ linhagem/ raca Camundongo hetcrogénico/Swiss
Rato heterogénico/Wistar
N% de animais 8360, scndo-

Camundongo adulto - 173

Prole camundongo estimada - 1150
Rato adulio - 987

Prole rato estimada - 60350

Peso/ ldade Camundongo — 60 dias
Prole camundongo — 21 dias
Rato — 90 dias
Prole rato — 21 dias
Sexo Camundongo adulto — 38 machos ¢ 115 fémeas

Prole camundongo - 575 machos ¢ 575 fémeas
Rato adulto — 342 machos ¢ 654 fémeas
Prole rato — 3025 machos ¢ 3025 fémeas

Origem Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade

Estadual de Londrina

Amostras a serem coletadas | Tecido adiposo branco retroperiioneal, perigonadal ¢ mesenlérico,

figado, musculo gastrocnémio, musculo soleo, musculo EDL, encéfalo,
sangue, rim, coragio, aora, cardtidas, artéria mesentérica, lavado
peritoneal, pulmio

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alleragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo i apreciagio da CEUA/UEL anteriormente & exccugio das modificagtcs,
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