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RESUMO 
 
 
A restrição de proteínas durante a adolescência em ratos pode favorecer o 
estabelecimento de distúrbios metabólicos e cardiovasculares na vida adulta. O 
sistema vascular, juntamente com a função endotelial, tem papel central no 
desenvolvimento dos distúrbios cardiometabólicos. No entanto, até onde sabemos, 
as consequências da restrição proteica durante a adolescência sobre a função 
endotelial de ratos adultos não foram avaliadas. Assim, nosso estudo teve como 
objetivo avaliar em ratos se a restrição proteica durante a adolescência causa 
disfunção endotelial na aorta e os possíveis mecanismos envolvidos na vida adulta. 
Ainda, foi o objetivo avaliar alguns parâmetros biométricos. Para tanto, ratos Wistar 
no dia pós-natal (DPN) 30 foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos 
experimentais: LP que recebeu dieta com redução de proteínas (4% de proteína) e 
CTR que recebeu dieta normoproteica (23% de proteína) durante a adolescência 
(DPN30 - 60). Após DPN 60, os ratos de ambos os grupos receberam dieta 
normoproteica. Na idade adulta (DPN120) foi avaliada a função endotelial através do 
estudo da reatividade da aorta torácica para fenilefrina (Fenil), acetilcolina (ACh) e 
nitroprussiato de sódio (NPS), em experimentos realizados na presença (E+) ou 
ausência (E-) de endotélio. Os mecanismos envolvidos com a disfunção endotelial 
foram investigados utilizando indometacina (inibidor da cicloxigenase), apocinina 
(inibidor da NADPH oxidase) e tempol (antioxidante). Os dados de reatividade 
vascular foram avaliados pela resposta máxima (Rmax) e pD2 (-log da concentração 
de fármaco que causa 50% da Rmax) para os diferentes fármacos. Também no 
DPN120 foram avaliadas as massas dos tecidos adiposos retroperitoneal, 
perigonadal e marrom interescapular, do fígado, da adrenal esquerda e do músculo 
soleo, e foi aferido o comprimento naso-anal (CNA) e da tíbia. Os dados foram 
analisados com o teste ANOVA (de uma ou duas vias seguido por pós-teste de 
Tukey) ou teste t independente; os resultados expressos como média ± erro padrão 
da média, e as diferenças consideradas estatisticamente significativas quando 
p<0,05. Neste estudo foi observado que a aorta torácica de ratos LP apresentou 
aumento da Rmax para o vasoconstritor Fenil em anéis E+ em comparação com os 
anéis E+ do grupo CTR, sem alteração na pD2. Em anéis E- não houve diferença 
tanto na Rmax quanto na pD2 para Fenil entre LP e CTR. Em outra série de 
experimentos, foram avaliados os mecanismos envolvidos com o aumento da 
resposta para Fenil observado nos anéis LP E+. A incubação dos anéis E+ com 
apocinina, reduziu a Rmax para Fenil no grupo LP, sem alterar esta resposta no 
grupo CTR, já o tempol e a indometacina não alteraram a resposta em ambos os 
grupos. A Rmax e a pD2 para ACh e NPS em anéis de aorta de ratos LP  foram 
semelhantes as do grupo CTR. Também foi observado que os ratos do grupo LP 
apresentaram redução no CNA, no comprimento da tíbia, e na massa corporal, sem 
alteração na massa dos tecidos adiposos brancos e marrom, do fígado, da adrenal 
esquerda e do músculo soleo. Em conclusão, a restrição de proteínas durante a 
adolescência causa prejuízo da modulação endotelial sobre a resposta contrátil, 



 

caracterizando a presença de disfunção endotelial na vida adulta, o que 
provavelmente acontece por aumento da geração de espécies reativas de oxigênio 
pela enzima NADPH oxidase. Ainda, a dieta LP na adolescência causa prejuízo na 
massa corpórea e tamanho do rato na vida adulta. Assim, os resultados aqui 
apresentados destacam a adolescência como uma fase sensível a dietas carenciais, 
podendo a restrição proteica nesta fase favorecer o desenvolvimento de doenças 
cardiovasculares. 
 
Palavras-chave: origens desenvolvimentistas da Saúde e da Doença; desnutrição; 

espécies reativas de oxigênio; endotélio vascular; aorta. 
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ABSTRACT 
 
 
Protein restriction during adolescence in rats may favor the establishment of 
metabolic and cardiovascular disorders in adulthood. The vascular system, together 
with endothelial function, plays a central role in the development of cardiometabolic 
disorders. However, as far as we know, the consequences of protein restriction 
during adolescence on the endothelial function of adult rats has not been evaluated. 
Thus, our study aimed to evaluate in rats whether protein restriction during 
adolescence in rats causes aortic endothelial dysfunction and the possible 
mechanisms involved in adulthood. Also, the objective was to evaluate some 
biometric parameters. Therefore, Wistar rats on the postnatal day (DPN) 30 were 
randomly assigned to two experimental groups: LP that received a diet with reduced 
protein (4% protein) and CTR that received a normoprotein diet (23% protein) during 
the adolescence (DPN30 - 60). After DPN 60, rats from both groups received a 
normoprotein diet. In the adulthood (DPN120) endothelial function was assessed by 
studying the thoracic aorta reactivity to phenylephrine (Phenyl), acetylcholine (ACh) 
and sodium nitroprusside (SPN) and the experiments were performed in the 
presence (E +) or absence (E-) of endothelium. The mechanisms involved with 
endothelial dysfunction were investigated using indomethacin (cyclooxygenase 
inhibitor), apocinin (NADPH oxidase inhibitor) and tempol (antioxidant). The vascular 
reactivity data were evaluated by the maximum response (Rmax) and pD2 (-log of 
the drug concentration that causes 50% of the Rmax) for the different drugs. At 
DPN120, the weight of retroperitoneal, perigonadal and interscapular brown tissues, 
of the liver, left adrenal and soleus muscle were evaluated, and the naso-anal and 
tibial length were measured. The data were analyzed using the ANOVA test (one or 
two ways followed by Tukey's post-test) or independent t test; the results expressed 
as mean ± standard error of the mean, and the differences considered statistically 
significant when p <0.05. In this study it was observed that the thoracic aorta of LP 
rats showed an increase in Rmax for the vasoconstrictor Fenil in E + rings in 
comparison with the E + rings of the CTR group, without alteration in pD2. In E- rings 
there was no difference in both Rmax and pD2 for Phenyl between LP and CTR. In 
another series of experiments, the mechanisms involved with the increased response 
to Phenyl observed in LP E + rings were evaluated. Incubation of the E + rings with 
apocinin reduced the Rmax for Phenyl in the LP group, without altering this response 
in the CTR group, whereas tempol and indomethacin did not alter the response in 
both groups. The Rmax and pD2 to ACh and NPS in aortic rings of LP rats were 
similar to those in the CTR group. It was also observed that body weight and naso-
anal and tibia length were reduced in the LP group in comparison with CTR group. 
On the other hand, the masses of white and brown adipose tissues, the liver, the left 
adrenal and the soleus muscle were similar between the groups. In conclusion, 
protein restriction during adolescence causes impairment of endothelial modulation 
on the contractile response, probably by a mechanism involving increased generation 
of reactive oxygen species by the enzyme NADPH oxidase. Also, the LP diet in 
adolescence causes damage to the body mass and size of the rat in adulthood. 



 

Thus, the results presented here highlight the adolescence as a sensitive phase to 
deficient diets, and that protein restriction in this phase may favor the development of 
cardiovascular diseases. 
 
Keywords: developmental origins of health and disease; malnutrition; reactive 

oxygen species; vascular endothelium; aorta. 
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1 INTRODUÇÃO 1 

 

 A adversidade nutricional até os dias atuais é considerada um 2 

problema de saúde pública, atingindo uma parcela importante da população 3 

(BECKERMAN-HSU et al., 2020; HUMBWAVALI et al., 2019; LOPES et al., 2019). 4 

Falhas nutricionais interferem em fatores físicos, fisiológicos e psicossociais 5 

podendo desencadear reduções na estatura e massa corpórea, além de deficiências 6 

imunológicas, anemias ferroprivas, aumento da susceptibilidade a microrganismos, 7 

alterações cardiovasculares, atrasos no desenvolvimento mental e dificuldade no 8 

aprendizado (BARRETO et al., 2016). 9 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) refere-se à desnutrição 10 

como “deficiências, excessos ou desequilíbrio na ingestão de energia e/ou de 11 

nutrientes de uma pessoa” (WHO, 2020). De acordo com a Organização das Nações 12 

Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO, sigla do inglês Food and Agriculture 13 

Organization), havia cerca de 821,6 milhões de pessoas desnutridas em 2018 (FAO 14 

et al.,2019). Recentemente, uma perspectiva feita por eles mostra que 15 

aproximadamente 67 milhões de pessoas passarão fome na América Latina e no 16 

Caribe em 2030 (FAO et al., 2020). Estudos demonstram, que a deficiência 17 

nutricional traz altos impactos econômicos, já que estão relacionadas com várias 18 

comorbidades, além de ter um impacto cognitivo nas crianças, interferindo assim 19 

com o desenvolvimento do capital humano e trazendo prejuízos econômicos 20 

consideráveis (JENSEN, 2020; NJUGUNA; BERKLEY; JEMUTAI, 2020). 21 

Atualmente reconhece-se que condições adversas, como restrição 22 

nutricional, durante o início da vida podem afetar significativamente a saúde dos 23 

adultos (MARTIN et al., 2000; OSMOND; BARKER, 2000; VOHR et al., 2010). Esse 24 

conceito é denominado “programação do desenvolvimento” (PRIOR; ARMITAGE, 25 

2009), que hoje é conhecido como ”Origens Desenvolvimentista da Saúde e da 26 

Doença”, se desenvolve com base em estudos epidemiológicos publicados por 27 

Barker e colaboradores. Nestes estudo iniciais foi descrito, que o baixo peso ao 28 

nascer e durante a infância, causado por restrição nutricional, está relacionado com 29 

maior risco de doenças cardiovasculares na vida adulta (BARKER et al., 1989,  30 

1990; BARKER; OSMOND; GOLDING, 1990). 31 
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Nutrientes essenciais ao desenvolvimento fisiológico, como as 1 

proteínas, quando restritos em fases iniciais do crescimento do organismo podem 2 

resultar em distúrbios metabólicos e cardiovasculares na vida adulta (DE OLIVEIRA, 3 

et al., 2012; LANGLEY-EVANS; PHILLIPS; JACKSON, 1994) tendo o sistema 4 

vascular papel central no estabelecimento dessas doenças (MOMBOULI; 5 

VANHOUTTE, 1999). 6 

O sistema vascular é composto por duas redes, uma arterial e outra 7 

venosa. O ramo arterial possui artérias de grande calibre, também conhecidas como 8 

vasos de condutância e vasos de pequeno diâmetro, conhecidas como vasos de 9 

resistência, sendo estas responsáveis pelo controle da pressão arterial. Neste 10 

projeto usamos como modelo experimental para estudo vascular a aorta. Este é o 11 

vaso que retém mais pressão após o bombeamento do coração, impulsionando o 12 

fluxo sanguíneo para as outras artérias até chegar às veias e retornar ao coração. 13 

Assim como os demais vasos de condutância a aorta é constituída pela camada 14 

adventícia, formada por fibroblastos, células nervosas e tecido adiposo; a camada 15 

média, considerada a unidade funcional do vaso por ser formada por músculo liso; e 16 

a camada íntima formada pelas células endoteliais (DEE UNGLAUB 17 

SILVERTHORN, 2010). 18 

As células endoteliais revestem todo o sistema circulatório modulam 19 

o tônus vascular, através da produção de compostos parácrinos, como fatores 20 

relaxantes derivados do endotélio (EDRF) e fatores de contração derivado do 21 

endotélio (EDCF). Os EDRF são compostos como óxido nítrico (NO), 22 

prostaglandinas vasodilatadoras (PGI2 e PGE2) e fatores hiperpolarizantes (EDHF). 23 

Estes EDRF são liberados através da ação de substâncias como: acetilcolina (ACh), 24 

adenosina trifosfato (ATP), difosfato de adenosina (ADP), substância P, trombina, 25 

serotonina, bradicinina, histamina, além da tensão de cisalhamento estimulada pelo 26 

fluxo (VANHOUTTE; EBER, 1991). 27 

 O NO é o principal EDRF das artérias de condutância, sendo um 28 

gás é produzido pela enzima NO sintase (NOS), que se apresenta em três 29 

isoformas, a endotelial (eNOS) expressa principalmente no endotélio, a neuronal 30 

(nNOS) expressa em tecido nervoso e vascular, e a induzível (iNOS) cuja a 31 

expressão é controlada por processos inflamatórios (EROGLU et al., 2017). O NO 32 

age sobre o músculo liso vascular ativando a guanilato ciclase, o que 33 
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consequentemente eleva o nível de guanosina cíclico (GMPc), acarretando o 1 

relaxamento vascular. Fatores como estrógeno, exercícios físicos, e uma dieta 2 

adequada podem aumentar a produção de NO pelas células endoteliais. No entanto, 3 

o estresse oxidativo, a poluição, o tabagismo e lipoproteínas de baixa densidade 4 

oxidadas, podem diminuir sua produção e/ou biodisponibilidade favorecendo a 5 

vasoconstrição (VANHOUTTE et al., 2017). 6 

As prostaglandinas (PGI2 e PGE2) também são bem descritas por 7 

causarem vasodilatação. As células endoteliais quando estimuladas por substâncias, 8 

como a ACh, ou pela tensão de cisalhamento, ativam as fosfolipases que 9 

consequentemente dão origem ao ácido araquidônico. O ácido araquidônico pode 10 

ser metabolizado pelas ciclooxigenases (COX1 e COX2) em prostanóides, que 11 

compreendem em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. A PGI2 e a PGE2 12 

ao se ligarem ao receptor de prostaciclina e de prostaglandina E2, medeiam o 13 

aumento da concentração de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) nas células 14 

musculares lisa, acarretando no relaxamento vascular (DRENJANČEVIĆ et al., 15 

2016; LÜSCHER, 1989). 16 

Os EDHF complementam a ação do NO e das prostaglandinas. Eles 17 

ativam canais de potássio (K+) e a hiperpolarização das células musculares lisa 18 

vascular, contribuindo para os mecanismos que levam ao seu relaxamento 19 

(FÉLÉTOU; VANHOUTTE, 2009). Primeiramente, ocorre uma despolarização 20 

endotelial, um evento ativado pelo cálcio, que pode ser iniciado por ácido 21 

eicosatetraenóico ou NO, peróxido de hidrogênio, peroxinitrito e além de outras 22 

espécies reativas. Após a despolarização do endotélio, um sinal é transferido para o 23 

musculo liso por K+ ou via junções comunicantes causando o relaxamento vascular 24 

(COHEN, 2005). 25 

Já os EDCF são substâncias como endotelina-1, prostanóides 26 

vasoconstritores, ânion superóxido e angiotensina II (VANHOUTTE et al., 2017; 27 

VANHOUTTE; EBER, 1991). Destes, os primeiros fatores a serem descritos foram 28 

os prostanóides vasoconstritores, que são produzidos pela ativação da 29 

cicloxigenase-1 (COX-1) no endotélio vascular. Os prostanóides vasoconstritores 30 

são substâncias, como PGF2 e tromboxano A2, que agem ativando receptores FP e 31 

TP em células musculares lisa do vaso, levando à contração. Também foram 32 

identificados outros compostos como ânion superóxido, que agem inativando o NO. 33 
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Além dos peptídeos endotelina-1 e angiotensina II que ativam receptores do subtipo 1 

A da endotelina e receptor de angiotensina II do tipo 1 no musculo liso e assim 2 

causam vasoconstrição (LIN et al., 2014; VANHOUTTE; TANG, 2008). 3 

A disfunção endotelial é a consequência de um processo 4 

inflamatório crônico, acompanhada por perda de fatores antitrombóticos, além de 5 

desequilíbrio na homeostase de EDCF e EDRF. Este desequilíbrio pode se dar, por 6 

aumento da ação de EDCF em relação aos EDRF ou diminuição da 7 

produção/biodisponibilidade de EDRF (HADI; CARR; AL SUWAIDI, 2005; 8 

VATANABE et al., 2017).   9 

A restrição proteica durante o desenvolvimento intrauterino, pode 10 

levar à redução do crescimento fetal, além de aumentar as chances de eventos 11 

cardiovasculares tardios (SWALI; MCMULLEN; LANGLEY-EVANS, 2010). Observa-12 

se, que a restrição de nutrientes para o feto e hipóxia, acarretam mudanças na 13 

expressão dos componentes da matriz, alterando a estrutura vascular, podendo 14 

causar comprometimento da propriedade elástica dos vasos (MENENDEZ-CASTRO 15 

et al., 2011). Ainda se descreve em humanos, e em modelos experimentais, que a 16 

restrição intrauterina de nutrientes pode causar disfunção endotelial em macro e 17 

microvasos (CERAVOLO et al., 2007; FRANCO et al., 2006; FRANCO et al., 2009). 18 

 Os mecanismos envolvidos com a disfunção endotelial nestes 19 

modelos de restrição global de nutrientes, se relacionam com reduzida síntese e 20 

biodisponibilidade de NO, associadas à redução na atividade eNOS ou aumentada 21 

oxidação do NO pelo excesso de ânion superóxido advindo da NADPH oxidase 22 

(SATHISHKUMAR et al., 2009). De forma semelhante, dietas com restrição de 23 

proteína também favorecem o desenvolvimento de disfunção endotelial, por 24 

mecanismos que envolvem as espécies reativas de oxigênio (EROs) (CHISAKA et 25 

al., 2016). 26 

A produção de EROs em baixos níveis contribue para a homeostase 27 

vascular, uma vez que essas moléculas atuam como sinalizadores celulares, mas 28 

quando produzidas em grande quantidades podem mediar lesões em nível célular 29 

(PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). Dentre as EROs mais produzidas estão o 30 

ânion superóxido, ácido hipocloroso, peróxido de hidrogênio, oxigênio singleto, 31 

hipoclorito, radical hidroxila e peróxido lipidíco. Essas EROs em grande quantidade 32 

podem desempenhar  papel importante no desenvolvimento de doenças como 33 
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artrite, câncer, diabetes, aterosclerose, isquemia, falhas na imunidade e na função 1 

endócrina  (RAJENDRAN et al., 2014). 2 

Varias enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), 3 

catalase e peroxidases, catalisam uma cascata complexa de reações para converter 4 

EROs em moléculas mais estáveis, como H2O e O2 (RAHAL et al., 2014). Por 5 

exemplo, a SOD reduz a quantidade de ânion supéroxido, dismutando esta molécula 6 

em peróxido de hidrogênio, que é parcialmente eliminado por catalases e 7 

peroxidases (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; TOVMASYAN; REBOUCAS; 8 

BENOV, 2014). O peróxido de hidrogênio isoladamente não é uma molécula muito 9 

nociva, mas pode se difundir com facilidade nas membranas celulares, e reagir com 10 

metais, como o ferro, formando radical hidroxila (OH*). O OH* por ter meia vida-curta 11 

não sofre a ação de antioxidantes, e reage rapidamente com as moléculas mais 12 

proximas, tornando-se o radical livre mais danoso às celulas (BARREIROS; DAVID; 13 

DAVID, 2006). 14 

Radicais livres, como o OH*, que são altamente reativos, podem 15 

levar a oxidação lipídica. A oxidação lipídica aumenta o LDL oxidado, que se liga a 16 

receptor-1 de lipoproteina de baixa densidade oxidada semelhante à lectina (LOX-1), 17 

tendo um potencial pró-inflamatório em aterogênese, que é importante na 18 

patogênese da aterosclerose (SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015). 19 

Para que exista a homeostase fisiologica, é necessário equilibrio 20 

entre os níveis de pró-oxidantes e antioxidantes celulares. O desequilibrio destes 21 

fatores resulta em estresse oxidativo (RAHAL et al., 2014). Radicais livres em 22 

excesso, interagem com outras moleculas nas celulas (proteinas, membranas e 23 

genes) causando danos oxidativos (RAHAL et al., 2013). 24 

O estresse oxidativo pode favorecer a disfunção endotelial, o que 25 

aumenta o tonus vascular, reduzindo a perfusão tecidual periférica, e podendo ter 26 

como consequência o desenvolvimento de hipertensão e outras doenças 27 

cardiovasculares (SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015; ZHAZYKBAYEVA et al., 2020). 28 

 

                           Como já descrito anteriormente, a restrição nutricional em fases 29 

iniciais da vida, como a fase intrauterina (CHISAKA et al., 2016; SATHISHKUMAR et 30 

al., 2009)  e infância (MAIA et al., 2014), favorece o estabelecimento de disfunção 31 

endotelial por mecanismo que envolve as EROs. Entretanto, ainda não existem 32 
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relatos da consequencias cardiovasculares da restrição de nutrientes durante a 1 

adolescência. Além disso, estudos epidemiologicos mostram que desde a década de 2 

70 e até os dias atuais a restrição nutricional se relaciona com o aumento do risco  3 

cardiovascular (FORSDAHL, 1978; VAN ABEELEN et al., 2012). 4 

Assim, considerando que pouco se conhece sobre os efeitos 5 

cardiometabólicos da restrição proteica durante a adolescência, este estudo teve 6 

como hipótese, que a dieta restrita em proteína (4%) durante adolescência 7 

acarretaria disfunção endotelial na vida adulta. A compreensão destes eventos pode 8 

favorecer a aplicação de estratégias, como a conscientização da população sobre a 9 

importância de uma dieta com quantidade adequada de proteína na adolescência, 10 

para prevenção de doenças cardiovasculares na vida adulta. 11 
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2 OBJETIVOS 1 

 

Avaliar as consequências de uma dieta hipoproteica, em animais 2 

alimentos durante a adolescência, sobre parâmetros vasculares e biométricos em 3 

ratos adultos. 4 

 Os objetivos específicos foram avaliar: 5 

1. O crescimento, massa e composição corporal; 6 

2. A função contrátil e relaxante da aorta; 7 

3. O papel do endotélio sobre a resposta contrátil e relaxante da aorta; 8 

4. Os mecanismos envolvidos na resposta vascular. 9 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 1 

 

3.1 ANIMAIS E DIETA HIPOPROTEICA 2 

 

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, obtidos no Biotério 3 

Central da Universidade Estadual de Maringá (UEM), transportados com 100 dias de 4 

idade para o Biotério do Departamento de Ciências Fisiológicas (CIF) da 5 

Universidade Estadual de Londrina (UEL). Em ambos os biotérios, os animais foram 6 

mantidos em gaiolas coletivas, em sala com temperatura de 22±2ºC e fotoperíodo de 7 

12 horas (6:00-18:00 horas, período claro), com livre acesso à água e ração.  8 

Para obtenção do modelo experimental, ratos Wistar com 30 dias de 9 

idade foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos experimentais. O grupo low 10 

protein (LP) recebeu dieta com 4% de proteína do 30º ao 60º dia de idade (período 11 

relativo à puberdade) e o grupo controle recebeu dieta padrão (23% de proteína, 12 

Nuvital®, Curitiba/PR, Brasil) do 30º ao 60º dia de idade (DE OLIVEIRA et al., 2018). 13 

A partir do 60º dia de idade (idade adulta) os animais do grupo LP passaram a 14 

receber dieta padrão. Este protocolo dietético foi realizado na UEM e os animais 15 

transferidos para a UEL com 100 dias de idade. Para que os animais se 16 

ambientassem às novas condições de biotério, as análises experimentais foram 17 

realizadas aos 120 dias de idade. Todos os protocolos experimentais estão de 18 

acordo com o preconizado pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentação 19 

Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comissão de Ética no uso de animais da 20 

Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL: 144/2019) e de Maringá 21 

(CEUA/UEM:4833210519).  22 

 

3.1.1 Preparo Da Ração Hipoproteica 23 

 

A ração hipoproteica foi preparada no Laboratório de Biologia Celular 24 

da Secreção da UEM, tendo seus constituintes descritos na Tabela 1. 25 
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Tabela 1. Quantidade de componentes das rações normoproteica e hipoproteica 1 

 

Componentes 

Dieta Normoproteica 

(23%) 

Dieta Hipoproteica 

(4%) 

Sacarose        12,72 20,00 

Amido de Milho        52,75 64,25 

Caseina (88% de proteina)        23,33 4,55 

Mistura de Sais Minerais*          3,20 3,20 

Mistura de Vitaminas*          1,60 1,60 

Óleo de Soja          4,80 4,80 

Óleo de Fígado de Peixe          1,60 1,60 

Total (g)       100,0            100,0 

As misturas de sais minerais e vitaminas que compõem as rações padrão (normoproteica) e 2 

hipoproteica seguem as recomendações do American Institute of Nutrition, AIN 93 (REEVES; SUPPL, 3 

1997). 4 

 

3.2 PARÂMETROS BIOMÉTRICOS 5 

 

Ratos dos diferentes grupos foram anestesiados com tiopental 6 

sódico (80 mg/kg,ip), pesados e o comprimento naso-anal (CNA) medido com auxílio 7 

de uma régua (cm). Foi realizado o cálculo de índice de Lee (IL): [raiz cúbica da 8 

massa corporal (g)/comprimento naso-anal(cm)x100].  Após anestesia, foi realizada 9 

uma toracotomia para remoção da aorta. A seguir, foram removidos e pesados os 10 

tecidos adiposos brancos (perigonadal e retroperitoneal) e marrom (interescapular). 11 

Além disso, foram removidos o fígado, a adrenal esquerda e o sóleo. Os tecidos 12 

adiposos, o fígado, a adrenal esquerda e o sóleo, tiveram sua massa corrigida pela 13 

massa corporal do animal, sendo os valores expressos como peso do tecido por 14 

100g da massa corpórea. A tíbia esquerda também foi removida, dissecada e 15 

medida em relação ao seu comprimento (cm).  16 
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3.3 REATIVIDADE DA AORTA TORÁCICA ISOLADA 1 

 

Os ratos dos diferentes grupos foram anestesiados com tiopental 2 

sódico (80 mg/kg, i.p.), e a aorta torácica foi removida, dissecada e seccionada em 3 

quatro segmentos (5mm de comprimento). Os anéis de aorta foram montados em 4 

um banho de órgãos isolados, contendo solução de Krebs-Henseleit modificada 5 

(concentrações em mM: 130 NaCl, 14,9 NaHCO3; 4,7 KCl; 25 1,18 KH2PO4; 1,17 6 

MgSO4-7H2O; 5,5 glicose; 1,60 CaCl2-2H2O e 0,026 EDTA) aerada com 95% de O2 7 

e 5% de CO2 a 37° C e pH 7,4 (CERAVOLO et al., 2013; HIGASHI et al., 2018). 8 

Cada aorta originou quatro anéis: em dois o endotélio foi preservado (E+) e em 9 

outros dois removido (E-). 10 

A remoção do endotélio foi realizada pela fricção no lúmen do vaso 11 

com uma haste fina de metal envolta em algodão. Para confirmar a remoção ou a 12 

presença do endotélio, após uma hora de estabilização, com trocas de solução de 13 

Krebs-Henseleit a cada 20 min, e teste da viabilidade do musculo liso com solução 14 

de cloreto de potássio (90 mM) por 15 min, os anéis foram novamente estabilizados 15 

e contraídos com concentração submáxima de Fenilefrina (Fenil) (3µM), e após 16 

estabilização o vasodilatador dependente de endotélio, acetilcolina (ACh) (3µM), foi 17 

adicionado.  18 

Foram considerados anéis E+ aqueles em que a ACh promoveu no 19 

mínimo 60% de relaxamento em relação a contração promovida pela Fenil, e E- 20 

aqueles onde o vasodilatador promoveu no máximo 5% de relaxamento. Após este 21 

teste, a solução Krebs-Henseleit foi trocada a cada 10 min durante 30min para 22 

remoção das drogas adicionadas. Então foram realizadas curvas concentração-23 

efeito cumulativas para o agonista alfa-1 adrenérgico, Fenil (1nM - 100μM, anéis E+ 24 

e E-), para o vasodilatador dependente do endotélio ACh (1nM-30μM, anéis E+), e 25 

para o doador de óxido nítrico, nitroprussiato de sódio (NPS, 0.1nM-30μM, anéis E-). 26 

As curvas para os vasodilatadores (ACh e NPS) foram construídas em anéis de 27 

aorta contraídos com concentração submáxima de Fenil (concentração que causa de 28 

60-80% da resposta máxima de Fenil). 29 

Para investigar os mecanismos envolvidos na disfunção endotelial, 30 

em outra série de experimentos, em anéis de aorta com endotélio foram realizadas 31 

curvas concentração-efeito cumulativas para Fenil (1nM-300μM), após previa 32 
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incubação com inibidor não seletiva de cicloxigenase (COX), indometacina (10µM), 1 

para investigar o papel dos prostanóides. Para se conhecer o papel das espécies 2 

reativas de oxigênio, os anéis E+ foram incubados com o antioxidante tempol (1 µM) 3 

ou o inibidor de NADPH oxidase apocinina (1 µM) (CERAVOLO et al., 2013; 4 

HIGASHI et al., 2018). Também foi investigado o papel das espécies reativas na 5 

resposta vasodilatadora para ACh. Para isso, os anéis E+ foram incubados, por 30 6 

min, com tempol (1 µM) ou apocinina (1 µM) e as curvas para Fenil e ACh foram 7 

construídas na presença dos inibidores. 8 

 

 3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 9 

 

                          A partir das curvas concentração-efeito cumulativas para Fenil, ACh 10 

e NPS foram determinadas a resposta máxima (Rmax) e o - log da concentração do 11 

agonista resultando em 50% da Rmax (pD2) utilizando uma análise de regressão 12 

não-linear (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA). Estes dados foram usados 13 

nas análises estatísticas a fim de comparar as respostas entre os grupos 14 

experimentais. 15 

Para análise dos dados foi realizado primeiramente testes de 16 

normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das variâncias (Levene), e logo 17 

após, os dados foram analisados por: ANOVA de duas vias (usando como variáveis 18 

independentes a dieta e o endotélio, e como variável dependente a Rmax ou a pD2), 19 

apresentadas as interações foi realizado o teste ANOVA duas vias e pós-teste Tukey 20 

(reatividade para Fenil) ou ANOVA uma via com pós-teste de Tukey (mecanimos 21 

para Fenil e ACh). O teste T-Student foi utilizado para analisar a reatividade para 22 

ACh, NPS e os dados dos parâmetros biométricos. Os resultados foram expressos 23 

como média ± e.p.m. Foram considerados valores significantes quando p<0.05. As 24 

análises estatísticas foram realizadas utilizando o software SPSS (IBM, SPSS 25 

Statistics v20, NY, USA). 26 
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4 RESULTADOS 1 

 

4.1 PARÂMETROS CORPÓREOS 2 

 

O teste T-student demonstrou que os ratos LP apresentaram 3 

redução de massa corporal, CNA e comprimento da tíbia quando comparados aos 4 

animais CTR. Também, este mesmo teste apresentou que o índice de Lee, a massa 5 

dos tecidos adiposos brancos e marrom, do fígado, da adrenal esquerda e do 6 

músculo sóleo foram similares entre os grupos experimentais (Tabela 2). 7 

 

Tabela 2. Avaliações biométricas realizadas em ratos adultos alimentados com dieta 8 

hipoproteica e dieta controle durante a adolescência 9 

Parâmetros Grupos 

 CTR LP 

Massa Corpórea (g) 435,47±6,54 405,10±6,53* 

CNA (cm)  24,70±0,28 23,80±0,19* 

Índice de Lee  30,86±0,30 31,35±0,30 

Tíbia (mm) 42,10±0,28 40,60±0,16* 

Tecido Adiposo Retroperitonial 

(g/100g) 

1,30±0,10 1,53±0,10 

Tecido Adiposo Perigonadal 

(g/100g) 

1,55±0,11 1,24±0,17 

Tecido Adiposo Marrom (g/100g) 0,08±0,004 0,08±0,005 

Fígado (g/100g) 3,83±0,15 3,94±0,15 

Adrenal E (g/100g) 0,005±0,0002 0,005±0,0002 

Soleo (g/100g) 0,04±0,003 0,04±0,003 

As massas de órgãos e tecidos foram expressas em relação a 100g de massa corpórea (g/100g). LP: 10 

ratos alimentados com dieta hipoproteica durante a adolescência e CTR: ratos alimentados com dieta 11 

normoproteica durante a adolescência. CNA: comprimento naso-anal; Adrenal E: adrenal esquerda. 12 

Dados expressos como média ± e.p.m. n=15/grupo para peso corpóreo e n=10/grupo para demais 13 

parâmetros. *p<0.05 vs CTR (teste T Student). 14 

 15 

4.2 REATIVIDADE VASCULAR 16 
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Em anéis de aorta de ambos os grupos experimentais, os fármacos 1 

Fenil, ACh e NPS causaram resposta do tipo concentração-dependente. 2 

Como demonstrado na Tabela 3 e Figura 1, o ANOVA de duas vias 3 

indicou interações entre os fatores dieta e endotélio. O ANOVA de duas vias seguido 4 

do pós-teste de Tukey, demonstrou aumento da Rmax para Fenil em anéis de aorta 5 

de ratos LP comparadas com a Rmax de ratos CTR (F (1,35) = 5,087, p=0,03) na 6 

presença do endotélio (E+), já a pD2 foi semelhante entre os grupos (p=0,501). O 7 

ANOVA de uma via também demonstrou que em anéis E-, a Rmax e a pD2 foram 8 

semelhantes entre ratos CTR e LP (Tabela 3, Figura 1). Os anéis E- de ratos CTR e 9 

LP apresentaram aumento da Rmax e pD2 para Fenil quando comparados com seus 10 

respectivos anéis E+ (Tabela 3, Figura 1).  11 

Para avaliar os mecanismos envolvidos no aumento da resposta 12 

contrátil para Fenil, em anéis de aorta E+ de ratos LP, foram construídas curvas-13 

concentração-efeito cumulativas para este agonista alfa-1 adrenérgico, na presença 14 

de inibidores de fatores constritores derivados do endotélio. ANOVA de uma via 15 

seguido do pós-teste de Tukey demonstrou que a incubação com apocinina (inibidor 16 

da NADPH oxidase) reduziu a Rmax para Fenil, em anéis E+ de ratos LP quando 17 

comparados com os anéis E+ sem bloqueio de ratos LP. Ainda, que a incubação de 18 

anéis E+ de ratos LP com indometacina (inibidor não seletivo da cicloxigenase) ou 19 

tempol (antioxidante), não alterou a Rmax ou pD2 para Fenil (Tabela 4, Figura 2B), 20 

em comparação com anéis E+ sem bloqueio de ratos LP. Nos anéis de aorta E+ de 21 

ratos CTR, as incubações com indometacina, apocinina e tempol não alteraram a 22 

reposta para Fenil, quando comparados com anéis E+ sem bloqueio de ratos CTR 23 

(Tabela 5, Figura 2A). 24 

A resposta relaxante para ACh em anéis E+, foi similar nos animais 25 

LP e CTR, na Rmax e pD2 (Tabela 6, Figura 3). Não houve diferença na Rmax e na 26 

pD2 do NPS entre CTR e LP em anéis E- (Tabela 6, Figura 4). 27 

A resposta de relaxamento dependente de endotélio para ACh não 28 

foi alterada pela incubação com apocinina ou tempol tanto em anéis de aorta de 29 

ratos LP quanto de CTR (Tabela 7 e 8, Figura 5). 30 

Figura 1. Curvas concentração-efeito cumulativas com fenilefrina em anéis de aorta 31 

de ratos adultos 32 
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Curvas concentração-efeito cumulativas para fenilefrina (Fenil) em anéis com (E+) e sem endotélio 1 

(E-) de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR), n=9-10. 2 

Dados foram expressos em média ± e.p.m. #p<0.05 vs LP E+; *p<0.05: vs CTR E+ (ANOVA de duas 3 

vias, pós-teste:Tukey, para resposta máxima). 4 

 

Tabela 3. Resposta contrátil para fenilefrina em anéis de aorta torácica com e sem 5 

endotélio  6 

Grupos Rmax (g) pD2 

 E+ E- E+ E- 

CTR (10) 1,51±0,087 4,29±0,23* 6,52±0,066   7,55±0,055* 

LP (9) 2,49±0,13* 4,47±0,21#  6,66±0,048   7,60±0,049# 

Resposta máxima (Rmax) e -log da concentração do agonista que causa 50% da Rmax (pD2) para 7 

fenilefrina em anéis com (E+) e sem endotélio (E-) de ratos adultos alimentados com dieta 8 

hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR). Dados foram expressos como a média ± e.p.m. (n) 9 

número de ratos/grupos. #p<0.05 vs LP E+; *p<0.05 vs CTR E+ (ANOVA de duas vias, pós-teste: 10 

Tukey). 11 
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Figura 2. Mecanismos envolvidos no aumento da resposta máxima para fenilefrina 1 

em anéis de aorta com endotélio de animais alimentados com dieta hipoproteica 2 

durante a adolescência 3 
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Curvas concentração-efeito cumulativas para fenilefrina (Fenil) em anéis com endotélio (E+) 4 

incubados com apocinina, indometacina ou tempol e isolados de ratos adultos alimentados com dieta 5 

hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR). A) efeito dos bloqueadores em anéis de aorta de ratos 6 

CTR e B) efeito dos bloqueadores em anéis de aorta de ratos LP. Dados foram expressos em média 7 

± e.p.m. *p<0.05 vs LP [sem bloqueador] (ANOVA de uma via, pós-teste: Tukey, para resposta 8 

máxima). 9 
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Tabela 4. Efeito da incubação com apocinina, indometacina e tempol sobre as 1 

curvas concentração-efeito cumulativas para fenilefrina em anéis de aorta com 2 

endotélio de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica durante a 3 

adolescência 4 

          LP 

BLOQUEIOS Rmax (g)               pD2 

Sem bloqueador (13) 2,70± 0,22             6,35±0,07 

Apocinina (8) 1,69±0,19* 6,27±0,09 

Indometacina (11) 2,35±0,18 6,42±0,06 

Tempol (8) 2,08±0,18 6,15±0,08 

Resposta máxima (Rmax) e -log da concentração do fármaco que causa 50% da Rmax (pD2) em 5 

anéis de aorta com fenilefrina de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP). Dados foram 6 

expressos como a média± e.p.m. *p<0.05 vs LP [sem bloqueador] (ANOVA de uma via, pós-teste: 7 

Tukey). 8 

 

Tabela 5. Efeito da incubação com apocinina, indometacina e tempol sobre as 9 

curvas concentração-efeito cumulativas para fenilefrina em anéis de aorta com 10 

endotélio de ratos adultos alimentados com dieta normoproteica durante a 11 

adolescência 12 

 CTR 

BLOQUEIOS Rmax(g) pD2 

Sem bloqueador (11) 2,14±0,15 6,30±0,06 

Apocinina (7) 2,14±0,18 6,38±0,13 

Indometacina (12) 1,95±0,15 6,42±0,08 

Tempol (7) 2,28±0,28 6,40±0,14 

Resposta máxima (Rmax) e -log da concentração do fármaco que causa 50% da Rmax (pD2) em 13 

anéis de aorta com fenilefrina de ratos adultos alimentados com dieta normoproteica (CTR). Dados 14 

foram expressos como a média± e.p.m. (ANOVA de uma via). 15 
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Figura 3. Curvas concentração- efeito cumulativas para acetilcolina em anéis de 1 

aorta com endotélio de ratos adultos 2 
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Curvas concentração-efeito cumulativas para acetilcolina (ACh) em anéis com endotélio (E+) de ratos 3 

adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR), n=8/grupo. Dados foram 4 

expressos em média ± e.p.m. da porcentagem de relaxamento em relação à contração com fenilefrina 5 

(3uM) (teste T-Student para resposta máxima e -log da concentração do fármaco que causa 50% da 6 

resposta máxima). 7 
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Figura 4. Curvas concentração-efeito cumulativas para nitroprussiato de sódio em 1 

anéis de aorta sem endotélio de ratos adultos 2 
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Curvas concentração-efeito cumulativas para nitroprussiato de sódio (NPS) em anéis sem endotélio 3 

(E-) de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR), n=10/grupo. 4 

Dados foram expressos em média ± e.p.m. da porcentagem de relaxamento em relação à contração 5 

com fenilefrina (3uM) (teste T-Student para resposta máxima e -log da concentração do fármaco que 6 

causa 50% da resposta máxima). 7 

 

Tabela 6. Resposta relaxante para acetilcolina e nitroprussiato de sódio em anéis de 8 

aorta torácica 9 

Grupos CTR LP 

 Rmax (%) pD2 Rmax (%) pD2 

ACh (8) 88,86±1,57 7,31±0,09 86,93±1,57 7,16±0,093 

NPS (10) 96,83±1,50 7,56±0,048 94,60±0,86 7,55±0,09 

Resposta máxima (Rmax) e -log da concentração do fármaco que causa 50% da Rmax (pD2) para 10 

acetilcolina (Ach) ou nitroprussiato de sódio (NPS) em anéis de aorta de ratos adultos alimentados 11 

com dieta hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR).  Dados foram expressos como a média ± e.p.m. 12 

da % de relaxamento em relação a contração com fenilefrina (3uM). (n) número de ratos/grupos. 13 

*p<0.05: LP vs CTR (teste T-Student). 14 
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Figura 5. Mecanismos envolvidos na resposta vasodilatadora para acetilcolina em 1 

anéis de aorta com endotélio de animais alimentados com dieta hipoproteica durante 2 

a adolescência 3 
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Curvas concentração-efeito cumulativas para acetilcolina (ACh) em anéis com endotélio (E+) 4 

incubados com apocinina ou tempol e isolados de ratos adultos alimentados com dieta A) 5 

normoproteica (CTR) ou B) hipoproteica (LP), n=5/grupo. Dados foram expressos em média ± e.p.m. 6 

da porcentagem de relaxamento em relação à contração com fenilefrina (3uM) (ANOVA de uma via, 7 

para resposta máxima e -log da concentração do fármaco que causa 50% da resposta máxima). 8 

Tabela 7. Efeito da incubação com apocinina e tempol sobre as curvas 9 

concentração-efeito cumulativas para acetilcolina em anéis de aorta com endotélio 10 

de ratos adultos alimentados com dieta normoproteica durante a adolescência 11 
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          CTR 

BLOQUEIOS Rmax               pD2 

Sem bloqueador                 88,46± 3,69           7,38±0,19 

Apocinina                 88,91±2,62           7,19±0,11 

Tempol                 86,82±3,09           7,33±0,11 
 

Resposta máxima (Rmax) e -log da concentração do fármaco que causa 50% da Rmax (pD2) para 1 

acetilcolina em anéis de aorta de ratos adultos alimentados com dieta normoproteica (CTR), 2 

n=5/grupo. Dados foram expressos como a média± e.p.m. da porcentagem de relaxamento em 3 

relação à contração com fenilefrina (3uM) (ANOVA de uma via). 4 

 

Tabela 8. Efeito da incubação com apocinina e tempol sobre as curvas 5 

concentração-efeito cumulativas para acetilcolina em anéis de aorta com endotélio 6 

de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica durante a adolescência 7 

          LP 

BLOQUEIOS Rmax               pD2 

Sem bloqueador                90,43±2,96          7,02±0,12 

Apocinina                93,72±2,13          7,22±0,08 

Tempol                85,00±4,50          7,22±0,06 

Resposta máxima (Rmax) e -log da concentração do fármaco que causa 50% da Rmax (pD2) para 8 

acetilcolina em anéis de aorta de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP), n=5/grupo. 9 

Dados foram expressos como a média± e.p.m. da porcentagem de relaxamento em relação à 10 

contração com fenilefrina (3uM) (ANOVA de uma via). 11 
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5 DISCUSSÃO 1 

 

O presente estudo demonstrou que ratos Wistar alimentados com 2 

dieta com restrição de proteínas (4% de proteína) durante a adolescência, 3 

apresentaram na vida adulta diminuição no crescimento e redução no ganho de 4 

massa corporal. Além disso, a restrição proteica durante a adolescência causou 5 

disfunção endotelial na aorta durante a vida adulta, o que foi demonstrado pelo 6 

incremento da resposta contrátil na presença do endotélio. 7 

A restrição de macronutrientes na dieta, em fases iniciais do 8 

desenvolvimento do organismo, pode acarretar alterações epigenéticas que tornam 9 

os indivíduos mais propensos ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares na 10 

vida adulta (BIANCO-MIOTTO et al., 2017; GOYAL.; LIMESAND; GOYAL, 2019; 11 

GOYAL et al., 2010; VISENTIN et al., 2014). Considerando esta hipótese, nós 12 

avaliamos se a restrição de proteína durante a adolescência poderia favorecer o 13 

desenvolvimento de alterações na função vascular em ratos adultos. 14 

No presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez, que a 15 

restrição proteica durante a adolescência causou disfunção endotelial na aorta de 16 

ratos avaliados na vida adulta. Achados semelhantes sobre a função endotelial, são 17 

descritos para a restrição proteica em outras fases do desenvolvimento biológico. 18 

Por exemplo, foi descrito o comprometimento da modulação endotelial sobre a 19 

resposta contrátil e/ou prejuízo na resposta vasodilatadora dependente do endotélio, 20 

na prole adulta de ratas Sprague-Dawley, que durante a gestação receberam dieta 21 

hipoproteica (6% de caseína) (SATHISHKUMAR et al., 2009,  2012; 22 

SATHISHKUMAR; BALAKRISHNAN; YALLAMPALLI,  2015), e de ratas Wistar 23 

(TORRENS et al., 2009) e Sprangue-Dawley que durante a gestação recebem dieta 24 

restritiva com 9% de caseína (GRANDVUILLEMIN et al., 2018) ou restrição global de 25 

nutrientes (CERAVOLO et al., 2007; FRANCO et al., 2002b,  2002a; OLIVEIRA et 26 

al., 2014). Ainda, Belchior e colaboradores (2012), demostram a presença de 27 

disfunção endotelial, com aumento da resposta contrátil para Fenil e relaxante para 28 

ACh, em ratos Wistar com 120 dias de vida alimentados durante a infância com dieta 29 

contendo 9% de proteína.  30 

Por outro lado, estudos feitos com dieta isocalórica com restrição 31 

para 9% (BRAWLEY et al., 2003; RODFORD et al., 2008) e 6% (MAIA et al., 2014) 32 
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de caseína na gestação demostram prejuízo no relaxamento para ACh sem 1 

alteração na resposta contrátil em artéria mesentérica (BRAWLEY et al., 2003; 2 

RODFORD et al., 2008) e aorta torácica da prole (MAIA et al., 2014). Assim, nossos 3 

resultados e os apresentados na literatura, demonstram que dietas carenciais de 4 

proteínas ou com restrição global de nutrientes, causam prejuízos na resposta 5 

vascular que em geral se caracterizam por disfunção endotelial. As diferenças de 6 

respostas para fármacos que causam relaxamento e contração, podem estar 7 

relacionadas com o momento em que as dietas são instituídas e/ou a quantidade de 8 

nutrientes disponibilizados. Ainda, nossos dados demonstram pela primeira vez que 9 

a restrição proteica, durante a adolescência leva à disfunção endotelial na aorta em 10 

ratos adultos, sendo esta caracterizada pelo aumento da resposta contrátil na 11 

presença do endotélio. 12 

Sabe-se que a disfunção endotelial é um dos principais fatores que 13 

predispõem ao desenvolvimento das doenças cardiovasculares, inclusive 14 

antecedendo a hipertensão arterial e a aterosclerose (CAI; HARRISON, 2000; 15 

FRANCO et al., 2002c; LANDMESSER; HORNIG; DREXLER, 2004). Uma das 16 

causas da disfunção endotelial é o desequilíbrio entre a produção de EDCF e EDRF. 17 

Sendo que, o NO, o principal fator relaxante derivados do endotélio, pode ter sua 18 

produção e/ou biodisponibilidade reguladas negativamente pelo estresse oxidativo, 19 

comprometendo sua capacidade de modular respostas contráteis e outras funções 20 

vasculares (VANHOUTTE et al., 2017). 21 

Em nosso estudo observamos que o aumento da resposta contrátil 22 

da aorta para Fenil pode estar relacionado a produção exacerbada de ânion 23 

superóxido pela enzima NADPH oxidase, uma vez que a apocinina, inibidor desta 24 

enzima, recuperou a modulação endotelial na aorta de ratos LP. Por outro lado, o 25 

uso do antioxidante tempol não teve o mesmo efeito. 26 

Achados semelhantes aos nossos foram descritos com uso de 27 

apocinina em artéria da cauda de ratos submetidos a restrição proteica (9%) pós-28 

desmame (DE BELCHIOR et al., 2012). Além de que, é demostrado que a apocinina 29 

corrige a resposta vasodilatadora para ACh, tanto em arteríolas mesentéricas da 30 

prole com 14 e 16 semanas de ratas alimentadas com restrição global de nutrientes 31 

(FRANCO et al., 2006; FRANCO et al., 2002c), como em aorta torácica de ratos 32 

adultos que tiveram restrição de proteína (6%) na fase pós-desmame (MAIA et al., 33 
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2014). Confirmando que a NADPH oxidase e seus produtos podem estar envolvidos 1 

em alterações vasculares observadas em animais submetidos a dieta carente em 2 

diferentes fases da vida. 3 

O tempol utilizado em nosso protocolo experimental, é um 4 

antioxidante mimético da SOD e age dismutando a molécula de ânion superóxido 5 

para peróxido de hidrogênio (H2O2) (FUKAI et al., 2002). No presente estudo, sua 6 

presença não corrigiu a hiper-reatividade para Fenil observada em anéis de aorta E+ 7 

de ratos LP. Estes resultados sugerem que a molécula ânion superóxido produzida 8 

de forma acentuada pela NADPH oxidase, pode não ser a única espécie reativa 9 

envolvida na disfunção vascular, podendo ser o peróxido de hidrogênio também 10 

responsável por esse comprometimento.  11 

Considerando que o bloqueio da NADPH oxidase corrige a resposta 12 

contrátil em ratos LP, e supondo que a atividade/expressão da SOD vascular dos 13 

ratos LP não esteja comprometida, é possível que na aorta exista uma quantidade 14 

importante de peróxido do hidrogênio sendo gerado, e que se não eliminado pelas 15 

enzimas peroxidases e catalase, pode gerar radicais hidroxila (BRIEGER et al., 16 

2012). As hidroxilas por sua vez, são as espécies reativas mais danosas ao 17 

organismo, por terem meia-vida curta e serem dificilmente sequestrados pelos 18 

antioxidantes, sendo estas deletérias para DNA, RNA, proteínas, lipídios e para 19 

membranas plasmática nuclear e mitocondrial (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 20 

Dessa maneira, a disfunção endotelial encontrada em ratos LP, provavelmente não 21 

está relacionada apenas ao aumento de ânion superóxido, mas também com nível 22 

elevado de peroxido de hidrogênio, que pode contribuir aos danos das células 23 

endoteliais através da produção de radicais hidroxilas. 24 

Em concordância com nosso achado, em artérias mesentéricas da 25 

prole adulta de ratas submetidas restrição de proteína (9%) durante a gestação, o 26 

tempol também não melhora a resposta vascular e neste caso não existe alterações 27 

na expressão da SOD (RODFORD et al., 2008). Ainda, a atividade da SOD também 28 

está preservada em ratas com 14 semanas de vida, cujo as mães tiveram restrição 29 

global de nutrientes durante gestação(FRANCO et al., 2007).  30 

Em contrapartida, o tratamento crônico com tempol em ratos com 6 31 

meses de vida (ABDULMAHDI et al., 2018), e a incubação com SOD de arteríolas 32 

mesentérica de ratos Wistar com 14 semanas (FRANCO et al., 2002a), cujas mães 33 
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tiveram restrição global de nutrientes durante a gestação, resultaram em melhora da 1 

resposta vascular. O mesmo achado é descrito com a incubação de tempol em 2 

artéria carótida  de camundongos com 9-12 semanas de mães que tiveram dieta 3 

restrita em proteína (9%) (YZYDORCZYK et al., 2006). Entretanto, os protocolos 4 

descritos na literatura se diferem do utilizado pelo nosso grupo, que é o primeiro a 5 

demostrar potenciais mecanismo para disfunção endotelial ocasionada pela restrição 6 

proteica na adolescência.  7 

O inibidor não seletivo da COX, indometacina, também não alterou a 8 

resposta da Fenil em anéis de animais LP. De fato, um dos fatores que 9 

acompanham a disfunção endotelial é a inflamação (VANHOUTTE, P. M. et al., 10 

2017), em que o aumento das EROs induz a produção de citocinas pró-inflamatórias 11 

(INCALZA et al., 2018). Porém em nosso estudo, aparentemente este mecanismo 12 

não contribui para a disfunção vascular em ratos LP.   13 

Semelhantemente ao nosso achado, a indometacina não 14 

restabelece a resposta contrátil para Fenil na artéria caudal de ratos adultos 15 

submetidos a restrição proteica (9%) pós-desmame (DE BELCHIOR et al., 2012). 16 

Além de que, a prole adulta e com 16 semanas de vida, de mães que tiveram 17 

restrição global (FRANCO et al., 2003) ou de proteína (9%) (TORRENS et al., 2009) 18 

durante a gestação, não apresentam melhora do relaxamento para ACh em artérias 19 

mesentéricas ao utilizar indometacina ou o diclofenaco (ambos inibidores não 20 

seletivos da COX) (FRANCO et al., 2003). Portanto, mesmo que os leitos vasculares 21 

e os protocolos aplicados nos estudos sejam diferentes dos utilizados por nós, estes 22 

estudos concordam que a disfunção endotelial causada por dietas carenciais, 23 

envolve geração de EROs, mas que provavelmente não leva a um processo 24 

inflamatório vascular. 25 

Como já descrito anteriormente, estudos mostram que as restrição 26 

de proteína nas fases intrauterina e infância, reduz a resposta vasodilatadora para 27 

ACh tardiamente (BRAWLEY et al., 2003; MAIA et al., 2014; RODFORD et al., 28 

2008). Em nosso estudo, não encontramos nenhuma alteração na resposta 29 

vasodilatadora para ACh. Além disso, demostramos que as EROS não estão agindo 30 

sobre esta resposta relaxante, já que os inibidores tempol e apocinina não alteraram 31 

a vasodilatação exercida pela ACh.  32 
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Alguns estudos com restrição de nutrientes nas fases intrauterina e 1 

infância, como já citado, demostram redução na atividade da SOD (ABDULMAHDI et 2 

al., 2018; CHISAKA et al., 2016; FRANCO et al., 2002a; YZYDORCZYK et al., 2006), 3 

tendo como consequência o aumento exacerbado do O2
-, que não é dismutado de 4 

forma eficiente em peróxido de hidrogênio. É sabido, que o aumento da 5 

concentração de O2
- pode levar a redução da produção/biodisponibilidade  de NO, 6 

através do desacoplamento da eNOS e da interação com a molécula de NO 7 

formando de peroxinitrito, tendo como consequência redução do relaxamento do 8 

vaso (INCALZA et al., 2018). Em nosso estudo, não ocorre aparentemente redução 9 

da atividade da SOD, já que o tempol não altera a resposta para Fenil ou ACh, 10 

fazendo com que a concentração de O2
- não seja tão elevada a ponto de 11 

comprometer a resposta relaxante do NO. 12 

A resposta relaxante para NPS, um doador de NO, também não foi 13 

alterada em animais que tiveram a restrição de proteína. Isso mostra a preservação 14 

da viabilidade muscular. Na literatura, a restrição de proteína (6%,8% e 9%) durante 15 

gestação(SATHISHKUMAR et al., 2009; SKILTON et al., 2006; TORRENS et al., 16 

2009) e lactação (SKILTON et al., 2006) também não altera a resposta 17 

vasodilatadora para o NPS. 18 

 O NO disponibilizado pelo NPS, se liga na enzima guanilato ciclase 19 

aumentando a concentração de GMPc levando ao relaxamento vascular (GHIMIRE 20 

et al., 2017). Sendo assim, a restrição de proteína durante a adolescência, não 21 

causa comprometimento na atividade da enzima guanilato ciclase no musculo liso da 22 

aorta. 23 

Poucos estudos até hoje avaliaram as repercussões tardias da 24 

restrição proteica durante a adolescência. Os ratos submetidos à restrição proteica 25 

durante a adolescência, apresentaram redução no ganho de peso corporal e 26 

prejuízo no tamanho da tíbia e no CNA na vida adulta, demostrando um 27 

comprometimento do crescimento. Por alterar peso e comprimento, estes animais 28 

não apresentam diferença significativa no índice de lee, pois são proporcionalmente 29 

menores. 30 

Na puberdade descreve-se um aumento de hormônios gonodais, 31 

hormônio do crescimento (GH) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I), 32 

atingindo um pico da deposição de minerais ósseos após ganho da altura. A 33 



39 

 

maturação óssea geralmente é consolidada no início da vida adulta (MUGHAL; 1 

KHADILKAR, 2011), sendo correlatado com um aumento de IGF-1 no soro, no qual 2 

sua produção é aparentemente impactada pela ingestão de caloria e proteína 3 

(WEAVER et al., 2016). Além disso, estudos mostram uma correlação positiva entre 4 

a ingestão de proteína e formação óssea (EKBOTE et al., 2011; REMER; SHI; 5 

ALEXY, 2011), portanto, sua restrição pode trazer impactos ao crescimento. 6 

Sabe-se que na adolescência ocorrem interações complexas 7 

envolvendo a hipófise e os hormônios gonodais, que são importantes para o 8 

crescimento (SAGGESE; BARONCELLI; BERTELLONI, 2002). A restrição de 9 

proteínas pode levar a alterações epigenéticas, que culminam em redução na 10 

produção do GH (MATAR et al., 2016), IGF-I (BREEN et al., 2011), e nos esteroides 11 

sexuais (SAGGESE; BARONCELLI; BERTELLONI, 2002) que são importantes na 12 

maturação esquelética e no crescimento púbere (BREEN et al., 2011).  13 

Até onde conhecemos, apenas dois estudos avaliaram os efeitos da 14 

restrição proteica durante a puberdade sobre o crescimento corpóreo. Nestes dois 15 

estudos, foi observado que a restrição de proteína (4% caseína) em ratos durante a 16 

adolescência (30 aos 60 dias de vida), leva ao comprometimento do comprimento 17 

corporal aos 60 e 120 dias de vida (DE OLIVEIRA  et al., 2013,  2018), concordando 18 

com os resultados de nosso estudo. Além disso, é denotado que a restrição de 19 

proteína durante a gestação e lactação leva ao comprometimento do crescimento e 20 

comprimento do fêmur aos 14 e aos 90 dias de vida da prole (FETOUI et al., 2008; 21 

MONTEIRO et al., 2010). Este conjunto de informações sugere que a restrição 22 

proteica durante a adolescência pode reduzir o crescimento corporal, o que se 23 

mantém durante o restante da vida.   24 

No presente estudo foi demonstrado também que aos 120 dias de 25 

idade, ratos submetidos a restrição proteica durante a adolescência apresentaram 26 

redução no ganho de massa corpórea. O eixo GH/IGF-I além de ser responsável 27 

pela deposição óssea, também está envolvido no desenvolvimento muscular 28 

(DEVESA; ALMENGLÓ; DEVESA, 2016). E como já descrito, a restrição de proteína 29 

pode acarretar em redução na síntese de GH e IGF-I (BREEN et al., 2011; MATAR 30 

et al., 2016). Consequentemente, com a diminuição de GH/IGF-I ocorre a redução 31 

na proliferação das células musculares, e isso pode levar a redução da massa 32 
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corporal desses animais, já que apresentam retardo do desenvolvimento do musculo 1 

esquelético.  2 

 Nossos resultados estão de acordo com os descritos por Oliveira e 3 

colaboradores (2013), que utilizando o mesmo protocolo de dieta que o usado em 4 

nosso estudo, também demonstram redução do ganho de massa corpórea aos 120 5 

dias de idade. Entretanto, em outro estudo realizado pelo mesmo grupo e utilizando 6 

o mesmo modelo experimental, os autores demonstram redução do ganho de massa 7 

corpórea aos 60 dias de idade, mas não aos 120 dias (DE OLIVEIRA  et al., 2018). 8 

Assim, nossos resultados e as controvérsias apresentadas na literatura sugerem a 9 

necessidade de mais estudos avaliando as repercussões tardias da restrição de 10 

proteínas durante a adolescência sobre a massa corporal. 11 

A maioria dos estudos avaliando restrição proteica são 12 

desenvolvidos em períodos mais iniciais da vida, como gestação e lactação. De fato, 13 

vem sendo descrito que a restrição proteica materna, durante a gestação e lactação, 14 

causa na prole redução do ganho de massa corpórea ao nascer, e entre 25 e 270 15 

dias de vida (ASSALIN; GONTIJO; BOER, 2018; BOUALGA; BOUCHENAK; 16 

BELLEVILLE, 2000; LIRA et al., 2020; LISBOA et al., 2012; MALONEY et al., 2006; 17 

MONTEIRO et al., 2010; ZAMBRANO et al., 2006). Mesmo que estes estudos não 18 

ocorreram na mesma faixa etária que o realizado pelo nosso grupo, observamos que 19 

existe relação entre a restrição de nutrientes e a perda de peso nesses animais. 20 

É importante salientar, que a dieta utilizada em nosso protocolo é 21 

isocálorica, portanto, a redução de proteína é compensada com um aumento na 22 

quantidade de carboidratos. Os carboidratos estão envolvidos no desenvolvimento 23 

de distúrbios cardiometabólicos (MALIK; HU, 2015), podendo ser um fator 24 

contribuinte nas alterações encontradas nesse estudo. Estudos experimentais 25 

demostram que ratos wistar submetidos a uma dieta rica em carboidratos com 10 26 

semanas (POUDYAL et al., 2012) e 30 dias (MATIAS et al., 2020) de vida,  27 

apresentam aumento da  pressão sistólica,  remodelamento cardiovascular  com pré-28 

disposição a insuficiências cárdica. 29 

Em resumo, a restrição proteica durante a adolescência programa o 30 

desenvolvimento de disfunção endotelial na vida adulta, o que pode favorecer o 31 

estabelecimento de doenças cardiovasculares nestes indivíduos. Assim, 32 

considerando que as doenças cardiovasculares, são as principais causas de morte 33 
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no mundo, o entendimento dos mecanismos envolvidos com a disfunção endotelial, 1 

apresenta possibilidades de intervenções precoces e pode contribuir para a 2 

prevenção de mortalidade por essas doenças. 3 



42 

 

6 CONCLUSÃO 1 

 

Os resultados aqui apresentados são consistentes com a hipótese 2 

de que a dieta restrita em proteína (4%) durante adolescência acarretaria disfunção 3 

endotelial na vida adulta. Ainda, que o mecanismo envolvido na disfunção endotelial 4 

se relaciona com a geração de EROS pela NADPH oxidase. Com base nessas 5 

informações, foi aqui demonstrado que a ingestão adequada de macronutrientes 6 

durante essa fase do desenvolvimento é essencial para manutenção da função 7 

vascular. Além disso, a partir dos mecanismos descritos pelo nosso grupo, podem 8 

ser propostas possíveis intervenções que revertam e/ou previnam a disfunção 9 

endotelial e consequentemente o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, 10 

como hipertensão e aterosclerose. 11 
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