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DE SOUZA, Amanda Cristina. Dieta de restricdo proteica em ratos durante a
adolescéncia causa disfuncao endotelial na vida adulta. 2020. 58 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Londrina,
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RESUMO

A restricdo de proteinas durante a adolescéncia em ratos pode favorecer o
estabelecimento de disturbios metabdlicos e cardiovasculares na vida adulta. O
sistema vascular, juntamente com a fungdo endotelial, tem papel central no
desenvolvimento dos disturbios cardiometabdlicos. No entanto, até onde sabemos,
as consequéncias da restricdo proteica durante a adolescéncia sobre a funcéo
endotelial de ratos adultos ndo foram avaliadas. Assim, nosso estudo teve como
objetivo avaliar em ratos se a restricAo proteica durante a adolescéncia causa
disfuncéo endotelial na aorta e os possiveis mecanismos envolvidos na vida adulta.
Ainda, foi o objetivo avaliar alguns parametros biométricos. Para tanto, ratos Wistar
no dia poés-natal (DPN) 30 foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais: LP que recebeu dieta com reducdo de proteinas (4% de proteina) e
CTR que recebeu dieta normoproteica (23% de proteina) durante a adolescéncia
(DPN30 - 60). Apos DPN 60, os ratos de ambos os grupos receberam dieta
normoproteica. Na idade adulta (DPN120) foi avaliada a funcdo endotelial através do
estudo da reatividade da aorta toracica para fenilefrina (Fenil), acetilcolina (ACh) e
nitroprussiato de sodio (NPS), em experimentos realizados na presenca (E+) ou
auséncia (E-) de endotélio. Os mecanismos envolvidos com a disfuncao 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 maxima (Rmax) e pD2 (-log da concentracédo
de farmaco que causa 50% da Rmax) para os diferentes farmacos. Também no
DPN120 foram avaliadas as massas dos tecidos adiposos retroperitoneal,
perigonadal e marrom interescapular, do figado, da adrenal esquerda e do musculo
soleo, e foi aferido o comprimento naso-anal (CNA) e da tibia. Os dados foram
analisados com o teste ANOVA (de uma ou duas vias seguido por poés-teste de
Tukey) ou teste t independente; os resultados expressos como média + erro padréo
da média, e as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05. Neste estudo foi observado que a aorta toracica de ratos LP apresentou
aumento da Rmax para o vasoconstritor Fenil em anéis E+ em comparacdo com 0s
anéis E+ do grupo CTR, sem alteracdo na pD2. Em anéis E- ndo houve diferenca
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 incubacdo dos anéis E+ com
apocinina, reduziu a Rmax para Fenil no grupo LP, sem alterar esta resposta no
grupo CTR, j& o tempol e a indometacina ndo alteraram a resposta em ambos o0s
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 reducdo no CNA, no comprimento da tibia, e na massa corporal, sem
alteracdo na massa dos tecidos adiposos brancos e marrom, do figado, da adrenal
esquerda e do musculo soleo. Em conclusédo, a restricdo de proteinas durante a
adolescéncia causa prejuizo da modulacdo endotelial sobre a resposta contratil,



caracterizando a presenca de disfuncdo endotelial na vida adulta, o que
provavelmente acontece por aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio
pela enzima NADPH oxidase. Ainda, a dieta LP na adolescéncia causa prejuizo na
massa corpdrea e tamanho do rato na vida adulta. Assim, os resultados aqui
apresentados destacam a adolescéncia como uma fase sensivel a dietas carenciais,
podendo a restricdo proteica nesta fase favorecer o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares.

Palavras-chave: origens desenvolvimentistas da Saude e da Doenca; desnutricao;
espécies reativas de oxigénio; 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 INTRODUCAO

A adversidade nutricional até os dias atuais & considerada um
problema de saude publica, atingindo uma parcela importante da populagéo
(BECKERMAN-HSU et al., 2020; HUMBWAVALI et al., 2019; LOPES et al., 2019).
Falhas nutricionais interferem em fatores fisicos, fisiolégicos e psicossociais
podendo desencadear reducdes na estatura e massa corpérea, além de deficiéncias
imunoldgicas, anemias ferroprivas, aumento da susceptibilidade a microrganismos,
alteracOes cardiovasculares, atrasos no desenvolvimento mental e dificuldade no
aprendizado (BARRETO et al., 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) refere-se a desnutricdo
como “deficiéncias, excessos ou desequilibrio na ingestdo de energia e/ou de
nutrientes de uma pessoa” (WHO, 2020). De acordo com a Organizacdo das Nacdes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, sigla do inglés Food and Agriculture
Organization), havia cerca de 821,6 milhdes de pessoas desnutridas em 2018 (FAO
et al.,2019). Recentemente, uma perspectiva feita por eles mostra que
aproximadamente 67 milhdes de pessoas passardo fome na América Latina e no
Caribe em 2030 (FAO et al., 2020). Estudos demonstram, que a deficiéncia
nutricional traz altos impactos econémicos, ja que estdo relacionadas com varias
comorbidades, além de ter um impacto cognitivo nas criancas, interferindo assim
com o desenvolvimento do capital humano e trazendo prejuizos econdmicos
consideraveis (JENSEN, 2020; NJUGUNA; BERKLEY; JEMUTAI, 2020).

Atualmente reconhece-se que condi¢cdes adversas, como restricdo
nutricional, durante o inicio da vida podem afetar significativamente a salde dos
adultos (MARTIN et al., 2000; OSMOND; BARKER, 2000; VOHR et al., 2010). Esse
conceito € denominado “programacao do desenvolvimento” (PRIOR; ARMITAGE,
2009), que hoje € conhecido como "Origens Desenvolvimentista da Saude e da
Doencga”, se desenvolve com base em estudos epidemioldgicos publicados por
Barker e colaboradores. Nestes estudo iniciais foi descrito, que o baixo peso ao
nascer e durante a infancia, causado por restricdo nutricional, esta relacionado com
maior risco de doencgas cardiovasculares na vida adulta (BARKER et al.,, 1989,
1990; BARKER; OSMOND; GOLDING, 1990).
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Nutrientes essenciais ao desenvolvimento fisiolégico, como as
proteinas, quando restritos em fases iniciais do crescimento do organismo podem
resultar em distarbios metabolicos e cardiovasculares na vida adulta (DE OLIVEIRA,
et al.,, 2012; LANGLEY-EVANS,; PHILLIPS; JACKSON, 1994) tendo o sistema
vascular papel central no estabelecimento dessas doencas (MOMBOULLI,
VANHOUTTE, 1999).

O sistema vascular € composto por duas redes, uma arterial e outra
venosa. O ramo arterial possui artérias de grande calibre, também conhecidas como
vasos de condutancia e vasos de pequeno diametro, conhecidas como vasos de
resisténcia, sendo estas responsaveis pelo controle da pressdo arterial. Neste
projeto usamos como modelo experimental para estudo vascular a aorta. Este é o
vaso que retém mais pressdo apos o bombeamento do coracao, impulsionando o
fluxo sanguineo para as outras artérias até chegar as veias e retornar ao coracao.
Assim como os demais vasos de condutancia a aorta é constituida pela camada
adventicia, formada por fibroblastos, células nervosas e tecido adiposo; a camada
média, considerada a unidade funcional do vaso por ser formada por musculo liso; e
a camada intima formada pelas células endoteliais (DEE UNGLAUB
SILVERTHORN, 2010).

As células endoteliais revestem todo o sistema circulatorio modulam
o tbnus vascular, através da producdo de compostos paracrinos, como fatores
relaxantes derivados do endotélio (EDRF) e fatores de contracdo derivado do
endotélio (EDCF). Os EDRF sdo compostos como oOxido nitrico (NO),
prostaglandinas vasodilatadoras (PGl2 e PGE2) e fatores hiperpolarizantes (EDHF).
Estes EDRF séo liberados através da acédo de substancias como: acetilcolina (ACh),
adenosina trifosfato (ATP), difosfato de adenosina (ADP), substancia P, trombina,
serotonina, bradicinina, histamina, além da tensdo de cisalhamento estimulada pelo
fluxo (VANHOUTTE; EBER, 1991).

O NO é o principal EDRF das artérias de condutancia, sendo um
gas € produzido pela enzima NO sintase (NOS), que se apresenta em trés
isoformas, a endotelial (eNOS) expressa principalmente no endotélio, a neuronal
(nNOS) expressa em tecido nervoso e vascular, e a induzivel (iINOS) cuja a
expressdo é controlada por processos inflamatorios (EROGLU et al., 2017). O NO

age sobre o mdasculo liso vascular ativando a guanilato ciclase, o que
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consequentemente eleva o nivel de guanosina ciclico (GMPc), acarretando o
relaxamento vascular. Fatores como estrogeno, exercicios fisicos, e uma dieta
adequada podem aumentar a producao de NO pelas células endoteliais. No entanto,
0 estresse oxidativo, a poluicdo, o tabagismo e lipoproteinas de baixa densidade
oxidadas, podem diminuir sua producdo e/ou biodisponibilidade favorecendo a
vasoconstricdo (VANHOUTTE et al., 2017).

As prostaglandinas (PGlz e PGE2) também s&o bem descritas por
causarem vasodilatacdo. As células endoteliais quando estimuladas por substancias,
como a ACh, ou pela tensdo de cisalhamento, ativam as fosfolipases que
consequentemente dao origem ao acido araquidénico. O &cido araquiddnico pode
ser metabolizado pelas ciclooxigenases (COX1 e COX2) em prostandides, que
compreendem em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. A PGlz e a PGE2
ao se ligarem ao receptor de prostaciclina e de prostaglandina E2, medeiam o
aumento da concentracdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) nas células
musculares lisa, acarretando no relaxamento vascular (DRENJANCEVIC et al.,
2016; LUSCHER, 1989).

Os EDHF complementam a acéo do NO e das prostaglandinas. Eles
ativam canais de potassio (K*) e a hiperpolarizacdo das células musculares lisa
vascular, contribuindo para 0s mecanismos que levam ao seu relaxamento
(FELETOU; VANHOUTTE, 2009). Primeiramente, ocorre uma despolarizagéo
endotelial, um evento ativado pelo célcio, que pode ser iniciado por acido
eicosatetraendico ou NO, peréxido de hidrogénio, peroxinitrito e além de outras
espécies reativas. Apds a despolarizacdo do endotélio, um sinal é transferido para o
musculo liso por K* ou via jungdes comunicantes causando o relaxamento vascular
(COHEN, 2005).

JA os EDCF sao substancias como endotelina-1, prostandides
vasoconstritores, anion superdoxido e angiotensina Il (VANHOUTTE et al., 2017,
VANHOUTTE; EBER, 1991). Destes, os primeiros fatores a serem descritos foram
0s prostandides vasoconstritores, que sao produzidos pela ativacdo da
cicloxigenase-1 (COX-1) no endotélio vascular. Os prostandides vasoconstritores
séo substancias, como PGF:2 e tromboxano A2, que agem ativando receptores FP e
TP em células musculares lisa do vaso, levando a contragdo. Também foram

identificados outros compostos como anion superoxido, que agem inativando o NO.
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Além dos peptideos endotelina-1 e angiotensina Il que ativam receptores do subtipo
A da endotelina e receptor de angiotensina Il do tipo 1 no musculo liso e assim
causam vasoconstricao (LIN et al., 2014; VANHOUTTE; TANG, 2008).

A disfuncdo endotelial € a consequéncia de um processo
inflamatorio crénico, acompanhada por perda de fatores antitrombdticos, além de
desequilibrio na homeostase de EDCF e EDRF. Este desequilibrio pode se dar, por
aumento da acdo de EDCF em relagdo aos EDRF ou diminuicdo da
producgéo/biodisponibilidade de EDRF (HADI; CARR; AL SUWAIDI, 2005;
VATANABE et al., 2017).

A restricdo proteica durante o desenvolvimento intrauterino, pode
levar & reducdo do crescimento fetal, além de aumentar as chances de eventos
cardiovasculares tardios (SWALI; MCMULLEN; LANGLEY-EVANS, 2010). Observa-
se, que a restricdo de nutrientes para o feto e hipdxia, acarretam mudancas na
expressdo dos componentes da matriz, alterando a estrutura vascular, podendo
causar comprometimento da propriedade elastica dos vasos (MENENDEZ-CASTRO
et al., 2011). Ainda se descreve em humanos, e em modelos experimentais, que a
restricdo intrauterina de nutrientes pode causar disfuncdo endotelial em macro e
microvasos (CERAVOLO et al., 2007; FRANCO et al., 2006; FRANCO et al., 2009).

Os mecanismos envolvidos com a disfuncdo endotelial nestes
modelos de restricdo global de nutrientes, se relacionam com reduzida sintese e
biodisponibilidade de NO, associadas a reducéo na atividade eNOS ou aumentada
oxidacdo do NO pelo excesso de anion superéxido advindo da NADPH oxidase
(SATHISHKUMAR et al., 2009). De forma semelhante, dietas com restricdo de
proteina também favorecem o desenvolvimento de disfuncdo endotelial, por
mecanismos que envolvem as espécies reativas de oxigénio (EROs) (CHISAKA et
al., 2016).

A producédo de EROs em baixos niveis contribue para a homeostase
vascular, uma vez que essas moléculas atuam como sinalizadores celulares, mas
quando produzidas em grande quantidades podem mediar lesbes em nivel célular
(PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). Dentre as EROs mais produzidas estéo o
anion superoxido, acido hipocloroso, peréxido de hidrogénio, oxigénio singleto,
hipoclorito, radical hidroxila e peroxido lipidico. Essas EROs em grande quantidade

podem desempenhar papel importante no desenvolvimento de doencas como



© 00 N OO 0o A W N P

N NN DNRNNMNDNDNDNRRRRR R R B B
0w ~N o 01N W N P O © 0 ~N O 0l M W N R O

29
30
31
32

18

artrite, cancer, diabetes, aterosclerose, isquemia, falhas na imunidade e na funcao
endocrina (RAJENDRAN et al., 2014).

Varias enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD),
catalase e peroxidases, catalisam uma cascata complexa de reac¢des para converter
EROs em moléculas mais estaveis, como H20 e Oz (RAHAL et al., 2014). Por
exemplo, a SOD reduz a quantidade de anion supéroxido, dismutando esta molécula
em peroxido de hidrogénio, que é parcialmente eliminado por catalases e
peroxidases (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; TOVMASYAN; REBOUCAS;
BENOV, 2014). O peréxido de hidrogénio isoladamente ndo é uma molécula muito
nociva, mas pode se difundir com facilidade nas membranas celulares, e reagir com
metais, como o ferro, formando radical hidroxila (OH*). O OH* por ter meia vida-curta
ndo sofre a acdo de antioxidantes, e reage rapidamente com as moléculas mais
proximas, tornando-se o radical livre mais danoso as celulas (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

Radicais livres, como o OH*, que séo altamente reativos, podem
levar a oxidacéo lipidica. A oxidacéo lipidica aumenta o LDL oxidado, que se liga a
receptor-1 de lipoproteina de baixa densidade oxidada semelhante a lectina (LOX-1),
tendo um potencial pro-inflamatério em aterogénese, que € importante na
patogénese da aterosclerose (SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015).

Para que exista a homeostase fisiologica, € necessario equilibrio
entre os niveis de pro-oxidantes e antioxidantes celulares. O desequilibrio destes
fatores resulta em estresse oxidativo (RAHAL et al., 2014). Radicais livres em
excesso, interagem com outras moleculas nas celulas (proteinas, membranas e
genes) causando danos oxidativos (RAHAL et al., 2013).

O estresse oxidativo pode favorecer a disfuncdo endotelial, o que
aumenta o tonus vascular, reduzindo a perfuséo tecidual periférica, e podendo ter
como consequéncia o desenvolvimento de hipertensdo e outras doencas
cardiovasculares (SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015; ZHAZYKBAYEVA et al., 2020).

Como ja descrito anteriormente, a restricdo nutricional em fases
iniciais da vida, como a fase intrauterina (CHISAKA et al., 2016; SATHISHKUMAR et
al., 2009) e infancia (MAIA et al., 2014), favorece o estabelecimento de disfuncdo

endotelial por mecanismo que envolve as EROs. Entretanto, ainda néo existem
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relatos da consequencias cardiovasculares da restricAo de nutrientes durante a
adolescéncia. Além disso, estudos epidemiologicos mostram que desde a década de
70 e até os dias atuais a restricdo nutricional se relaciona com o aumento do risco
cardiovascular (FORSDAHL, 1978; VAN ABEELEN et al., 2012).

Assim, considerando que pouco se conhece sobre os efeitos
cardiometabolicos da restricdo proteica durante a adolescéncia, este estudo teve
como hipétese, que a dieta restrita em proteina (4%) durante adolescéncia
acarretaria disfuncao endotelial na vida adulta. A compreenséo destes eventos pode
favorecer a aplicacdo de estratégias, como a conscientizacdo da populacao sobre a
importancia de uma dieta com quantidade adequada de proteina na adolescéncia,

para prevencédo de doencgas cardiovasculares na vida adulta.
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2 OBJETIVOS

Avaliar as consequéncias de uma dieta hipoproteica, em animais
alimentos durante a adolescéncia, sobre parametros vasculares e biométricos em
ratos adultos.

Os obijetivos especificos foram avaliar:

1. O crescimento, massa e composi¢ao corporal;
2. A funcéo contrétil e relaxante da aorta;
3. O papel do endotélio sobre a resposta contratil e relaxante da aorta;

4. Os mecanismos envolvidos na resposta vascular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANImMAIS E DIETA HIPOPROTEICA

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, obtidos no Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringa (UEM), transportados com 100 dias de
idade para o Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (CIF) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Em ambos os biotérios, os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas, em sala com temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de
12 horas (6:00-18:00 horas, periodo claro), com livre acesso a agua e ragao.

Para obtencdo do modelo experimental, ratos Wistar com 30 dias de
idade foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais. O grupo low
protein (LP) recebeu dieta com 4% de proteina do 30° ao 60° dia de idade (periodo
relativo a puberdade) e o grupo controle recebeu dieta padréo (23% de proteina,
Nuvital®, Curitiba/PR, Brasil) do 30° ao 60° dia de idade (DE OLIVEIRA et al., 2018).
A partir do 60° dia de idade (idade adulta) os animais do grupo LP passaram a
receber dieta padrdo. Este protocolo dietético foi realizado na UEM e os animais
transferidos para a UEL com 100 dias de idade. Para que 0s animais se
ambientassem as novas condi¢cdes de biotério, as andlises experimentais foram
realizadas aos 120 dias de idade. Todos os protocolos experimentais estdo de
acordo com o preconizado pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacao
Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comiss&o de Etica no uso de animais da
Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL: 144/2019) e de Maringa
(CEUA/UEM:4833210519).

3.1.1 Preparo Da Racé&o Hipoproteica

A racdo hipoproteica foi preparada no Laboratério de Biologia Celular

da Secrecdo da UEM, tendo seus constituintes descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Quantidade de componentes das racdes normoproteica e hipoproteica

Dieta Normoproteica Dieta Hipoproteica

Componentes (23%) (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
Oleo de Soja 4,80 4,80
Oleo de Figado de Peixe 1,60 1,60
Total (g) 100,0 100,0

As misturas de sais minerais e vitaminas que comp@em as ra¢Bes padrdo (hormoproteica) e
hipoproteica seguem as recomendac¢6es do American Institute of Nutrition, AIN 93 (REEVES; SUPPL,
1997).

3.2 PARAMETROS BIOMETRICOS

Ratos dos diferentes grupos foram anestesiados com tiopental
sédico (80 mg/kg,ip), pesados e o comprimento naso-anal (CNA) medido com auxilio
de uma régua (cm). Foi realizado o calculo de indice de Lee (IL): [raiz cubica da
massa corporal (g)/comprimento naso-anal(cm)x100]. ApOs anestesia, foi realizada
uma toracotomia para remocéo da aorta. A seguir, foram removidos e pesados o0s
tecidos adiposos brancos (perigonadal e retroperitoneal) e marrom (interescapular).
Além disso, foram removidos o figado, a adrenal esquerda e o séleo. Os tecidos
adiposos, o figado, a adrenal esquerda e o soéleo, tiveram sua massa corrigida pela
massa corporal do animal, sendo os valores expressos como peso do tecido por
100g da massa corpérea. A tibia esquerda também foi removida, dissecada e

medida em relagdo ao seu comprimento (cm).
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3.3 REATIVIDADE DA AORTA TORACICA ISOLADA

Os ratos dos diferentes grupos foram anestesiados com tiopental
sédico (80 mg/kg, i.p.), e a aorta toracica foi removida, dissecada e seccionada em
quatro segmentos (5mm de comprimento). Os anéis de aorta foram montados em
um banho de orgaos isolados, contendo solucdo de Krebs-Henseleit modificada
(concentragdes em mM: 130 NaCl, 14,9 NaHCO3; 4,7 KCI; 25 1,18 KH2PO4; 1,17
MgS04-7H20; 5,5 glicose; 1,60 CaCl2-2H20 e 0,026 EDTA) aerada com 95% de O>
e 5% de COz a 37° C e pH 7,4 (CERAVOLO et al., 2013; HIGASHI et al., 2018).
Cada aorta originou quatro anéis: em dois o endotélio foi preservado (E+) e em
outros dois removido (E-).

A remocédo do endotélio foi realizada pela friccdo no limen do vaso
com uma haste fina de metal envolta em algoddo. Para confirmar a remocéo ou a
presenca do endotélio, apés uma hora de estabilizacdo, com trocas de solucéo de
Krebs-Henseleit a cada 20 min, e teste da viabilidade do musculo liso com solugao
de cloreto de potassio (90 mM) por 15 min, os anéis foram novamente estabilizados
e contraidos com concentracdo submaxima de Fenilefrina (Fenil) (3uM), e apés
estabilizacdo o vasodilatador dependente de endotélio, acetilcolina (ACh) (3uM), foi
adicionado.

Foram considerados anéis E+ aqueles em que a ACh promoveu no
minimo 60% de relaxamento em relacdo a contracdo promovida pela Fenil, e E-
agueles onde o vasodilatador promoveu no maximo 5% de relaxamento. ApGs este
teste, a solucdo Krebs-Henseleit foi trocada a cada 10 min durante 30min para
remogdo das drogas adicionadas. Entdo foram realizadas curvas concentragao-
efeito cumulativas para o agonista alfa-1 adrenérgico, Fenil (1nM - 100uM, anéis E+
e E-), para o vasodilatador dependente do endotélio ACh (1nM-30uM, anéis E+), e
para o doador de oxido nitrico, nitroprussiato de sodio (NPS, 0.1nM-30uM, anéis E-).
As curvas para os vasodilatadores (ACh e NPS) foram construidas em anéis de
aorta contraidos com concentracdo submaxima de Fenil (concentracdo que causa de
60-80% da resposta maxima de Fenil).

Para investigar os mecanismos envolvidos na disfuncdo endotelial,
em outra série de experimentos, em anéis de aorta com endotélio foram realizadas

curvas concentracao-efeito cumulativas para Fenil (1nM-300uM), apds previa
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incubacdo com inibidor ndo seletiva de cicloxigenase (COX), indometacina (10uM),
para investigar o papel dos prostandides. Para se conhecer o papel das espécies
reativas de oxigénio, os anéis E+ foram incubados com o antioxidante tempol (1 uM)
ou o inibidor de NADPH oxidase apocinina (1 pM) (CERAVOLO et al.,, 2013;
HIGASHI et al.,, 2018). Também foi investigado o papel das espécies reativas na
resposta vasodilatadora para ACh. Para isso, os anéis E+ foram incubados, por 30
min, com tempol (1 uM) ou apocinina (1 pM) e as curvas para Fenil e ACh foram
construidas na presenca dos inibidores.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A partir das curvas concentracao-efeito cumulativas para Fenil, ACh
e NPS foram determinadas a resposta maxima (Rmax) e o - log da concentracdo do
agonista resultando em 50% da Rmax (pD2) utilizando uma analise de regressao
nao-linear (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA). Estes dados foram usados
nas analises estatisticas a fim de comparar as respostas entre 0S Qrupos
experimentais.

Para andlise dos dados foi realizado primeiramente testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das variancias (Levene), e logo
apos, os dados foram analisados por: ANOVA de duas vias (usando como variaveis
independentes a dieta e o endotélio, e como variavel dependente a Rmax ou a pD2),
apresentadas as interacdes foi realizado o teste ANOVA duas vias e pds-teste Tukey
(reatividade para Fenil) ou ANOVA uma via com poOs-teste de Tukey (mecanimos
para Fenil e ACh). O teste T-Student foi utilizado para analisar a reatividade para
ACh, NPS e os dados dos parametros biométricos. Os resultados foram expressos
como média + e.p.m. Foram considerados valores significantes quando p<0.05. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS (IBM, SPSS
Statistics v20, NY, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS CORPOREOS

O teste T-student demonstrou que os ratos LP apresentaram
reducdo de massa corporal, CNA e comprimento da tibia quando comparados aos
animais CTR. Também, este mesmo teste apresentou que o indice de Lee, a massa
dos tecidos adiposos brancos e marrom, do figado, da adrenal esquerda e do

musculo soleo foram similares entre os grupos experimentais (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagdes biométricas realizadas em ratos adultos alimentados com dieta
hipoproteica e dieta controle durante a adolescéncia

Parametros Grupos
CTR LP

Massa Corporea (g9) 435,47+6,54 405,10+6,53*
CNA (cm) 24,70+0,28 23,80+0,19*
indice de Lee 30,86+0,30 31,35+0,30
Tibia (mm) 42,10+0,28 40,60+0,16*
Tecido Adiposo Retroperitonial 1,30+0,10 1,53+0,10
(9/1009)

Tecido Adiposo Perigonadal 1,55+0,11 1,24+0,17
(9/1009)

Tecido Adiposo Marrom (g/100q9) 0,080,004 0,08+0,005
Figado (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 6rgéos e tecidos foram expressas em relacdo a 100g de massa corpérea (g/100g). LP:
ratos alimentados com dieta hipoproteica durante a adolescéncia e CTR: ratos alimentados com dieta
normoproteica durante a adolescéncia. CNA: comprimento naso-anal; Adrenal E: adrenal esquerda.
Dados expressos como média + e.p.m. n=15/grupo para peso corpéreo e n=10/grupo para demais

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

4.2 REATIVIDADE VASCULAR
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Em anéis de aorta de ambos 0s grupos experimentais, os farmacos
Fenil, ACh e NPS causaram resposta do tipo concentracao-dependente.

Como demonstrado na Tabela 3 e Figura 1, o ANOVA de duas vias
indicou interacdes entre os fatores dieta e endotélio. O ANOVA de duas vias seguido
do pos-teste de Tukey, demonstrou aumento da Rmax para Fenil em anéis de aorta
de ratos LP comparadas com a Rmax de ratos CTR (F (1,35) = 5,087, p=0,03) na
presenca do endotélio (E+), ja a pD2 foi semelhante entre os grupos (p=0,501). O
ANOVA de uma via também demonstrou que em anéis E-, a Rmax e a pD2 foram
semelhantes entre ratos CTR e LP (Tabela 3, Figura 1). Os anéis E- de ratos CTR e
LP apresentaram aumento da Rmax e pD2 para Fenil quando comparados com seus
respectivos anéis E+ (Tabela 3, Figura 1).

Para avaliar os mecanismos envolvidos no aumento da resposta
contratil para Fenil, em anéis de aorta E+ de ratos LP, foram construidas curvas-
concentracdo-efeito cumulativas para este agonista alfa-1 adrenérgico, na presenca
de inibidores de fatores constritores derivados do endotélio. ANOVA de uma via
seguido do pds-teste de Tukey demonstrou que a incubag¢do com apocinina (inibidor
da NADPH oxidase) reduziu a Rmax para Fenil, em anéis E+ de ratos LP quando
comparados com 0s anéis E+ sem blogueio de ratos LP. Ainda, que a incubacéo de
anéis E+ de ratos LP com indometacina (inibidor ndo seletivo da cicloxigenase) ou
tempol (antioxidante), ndo alterou a Rmax ou pD2 para Fenil (Tabela 4, Figura 2B),
em comparacdo com anéis E+ sem bloqueio de ratos LP. Nos anéis de aorta E+ de
ratos CTR, as incuba¢cBes com indometacina, apocinina e tempol ndo alteraram a
reposta para Fenil, quando comparados com anéis E+ sem blogueio de ratos CTR
(Tabela 5, Figura 2A).

A resposta relaxante para ACh em anéis E+, foi similar nos animais
LP e CTR, na Rmax e pD2 (Tabela 6, Figura 3). Nao houve diferenca na Rmax e na
pD2 do NPS entre CTR e LP em anéis E- (Tabela 6, Figura 4).

A resposta de relaxamento dependente de endotélio para ACh nao
foi alterada pela incubacdo com apocinina ou tempol tanto em anéis de aorta de
ratos LP quanto de CTR (Tabela 7 e 8, Figura 5).

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

de ratos adultos
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CTR E-
LP E-
CTR E+
LP E+

RN

Contragdo (g)
g

9 8 7 6 5 4
-Log[Fenil] mol/L
Curvas concentracao-efeito cumulativas para fenilefrina (Fenil) em anéis com (E+) e sem endotélio
(E-) de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR), n=9-10.

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

vias, pOs-teste:Tukey, para resposta maxima).

Tabela 3. Resposta contrétil para fenilefrina em anéis de aorta toracica com e sem

endotélio
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 maxima (Rmax) e -log da concentracdo do agonista que causa 50% da Rmax (pD2) para
fenilefrina em anéis com (E+) e sem endotélio (E-) de ratos adultos alimentados com dieta
hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR). Dados foram expressos como a média + e.p.m. (n)
namero de ratos/grupos. #p<0.05 vs LP E+; *p<0.05 vs CTR E+ (ANOVA de duas vias, pos-teste:
Tukey).
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1 Figura 2. Mecanismos envolvidos no aumento da resposta maxima para fenilefrina

2

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

3 durante a adolescéncia
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Curvas concentragdo-efeito cumulativas para fenilefrina (Fenil) em anéis com endotélio (E+)
incubados com apocinina, indometacina ou tempol e isolados de ratos adultos alimentados com dieta
hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR). A) efeito dos bloqueadores em anéis de aorta de ratos
CTR e B) efeito dos bloqueadores em anéis de aorta de ratos LP. Dados foram expressos em média

+ e.p.m. *p<0.05 vs LP [sem bloqueador] (ANOVA de uma via, pés-teste: Tukey, para resposta
maxima).
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Tabela 4. Efeito da incubacdo com apocinina, indometacina e tempol sobre as
curvas concentracao-efeito cumulativas para fenilefrina em anéis de aorta com
endotélio de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica durante a

adolescéncia

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 méxima (Rmax) e -log da concentracdo do farmaco que causa 50% da Rmax (pD2) em
anéis de aorta com fenilefrina de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP). Dados foram
expressos como a médiat e.p.m. *p<0.05 vs LP [sem bloqueador] (ANOVA de uma via, pos-teste:
Tukey).

Tabela 5. Efeito da incubacdo com apocinina, indometacina e tempol sobre as
curvas concentracao-efeito cumulativas para fenilefrina em anéis de aorta com
endotélio de ratos adultos alimentados com dieta normoproteica durante a

adolescéncia

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 maxima (Rmax) e -log da concentracdo do farmaco que causa 50% da Rmax (pD2) em
anéis de aorta com fenilefrina de ratos adultos alimentados com dieta normoproteica (CTR). Dados

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

2 aorta com endotélio de ratos adultos
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Curvas concentracao-efeito cumulativas para acetilcolina (ACh) em anéis com endotélio (E+) de ratos
adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR), n=8/grupo. Dados foram
expressos em meédia = e.p.m. da porcentagem de relaxamento em relagdo a contragcdo com fenilefrina

(3uM) (teste T-Student para resposta méxima e -log da concentracdo do fdrmaco que causa 50% da

resposta maxima).
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1 Figura 4. Curvas concentracao-efeito cumulativas para nitroprussiato de sodio em

2 anéis de aorta sem endotélio de ratos adultos
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Curvas concentracdo-efeito cumulativas para nitroprussiato de sédio (NPS) em anéis sem endotélio
(E-) de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR), n=10/grupo.
Dados foram expressos em média + e.p.m. da porcentagem de relaxamento em relagéo a contragao
com fenilefrina (3uM) (teste T-Student para resposta maxima e -log da concentragéo do farmaco que

causa 50% da resposta maxima).

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

aorta toracica

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 maxima (Rmax) e -log da concentracdo do farmaco que causa 50% da Rmax (pD2) para
acetilcolina (Ach) ou nitroprussiato de sodio (NPS) em anéis de aorta de ratos adultos alimentados
com dieta hipoproteica (LP) ou normoproteica (CTR). Dados foram expressos como a média + e.p.m.
da % de relaxamento em relagdo a contracdo com fenilefrina (3uM). (n) nimero de ratos/grupos.

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

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

3 a adolescéncia

© 00 N O 01 ~

10
11

A) -0~ CTR[SEM BLOQUEADOR]
@ CTR [APOCININA]
o 04 -0~ CTR[TEMPOL]
c
o
S
]
g
@ 50+
9]
©
S
100+
I 1 1 1 1 1
9 8 7 6 5 4
- Log[ACh]mol/L
B) & LP [SEM BLOQUEADOR]
-8 P [APOCININA]
-8 LP[TEMPOL]
0-
2
c
(0]
S
Sl
&
@ 50'
]
©
o\°
100~
9 8 7 6 5 4
- Log[ACh]mol/L

Curvas concentracdo-efeito cumulativas para acetilcolina (ACh) em anéis com endotélio (E+)
incubados com apocinina ou tempol e isolados de ratos adultos alimentados com dieta A)
normoproteica (CTR) ou B) hipoproteica (LP), n=5/grupo. Dados foram expressos em média + e.p.m.
da porcentagem de relaxamento em relagédo a contragdo com fenilefrina (3uM) (ANOVA de uma via,

para resposta maxima e -log da concentracao do farmaco que causa 50% da resposta maxima).

Tabela 7. Efeito da incubacdo com apocinina e tempol sobre as curvas
concentracéo-efeito cumulativas para acetilcolina em anéis de aorta com endotélio

de ratos adultos alimentados com dieta normoproteica durante a adolescéncia
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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 maxima (Rmax) e -log da concentracdo do farmaco que causa 50% da Rmax (pD2) para
acetilcolina em anéis de aorta de ratos adultos alimentados com dieta normoproteica (CTR),
n=5/grupo. Dados foram expressos como a médiatx e.p.m. da porcentagem de relaxamento em

relagdo a contracéo com fenilefrina (3uM) (ANOVA de uma via).

Tabela 8. Efeito da incubacdo com apocinina e tempol sobre as curvas
concentracdo-efeito cumulativas para acetilcolina em anéis de aorta com endotélio

de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica durante a adolescéncia

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 maxima (Rmax) e -log da concentracdo do farmaco que causa 50% da Rmax (pD2) para
acetilcolina em anéis de aorta de ratos adultos alimentados com dieta hipoproteica (LP), n=5/grupo.
Dados foram expressos como a médiat e.p.m. da porcentagem de relaxamento em relagdo a

contracdo com fenilefrina (3uM) (ANOVA de uma via).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que ratos Wistar alimentados com
dieta com restricdo de proteinas (4% de proteina) durante a adolescéncia,
apresentaram na vida adulta diminuicdo no crescimento e reducdo no ganho de
massa corporal. Além disso, a restricdo proteica durante a adolescéncia causou
disfuncdo endotelial na aorta durante a vida adulta, o que foi demonstrado pelo
incremento da resposta contratil na presenca do endotélio.

A restricdo de macronutrientes na dieta, em fases iniciais do
desenvolvimento do organismo, pode acarretar alteracdes epigenéticas que tornam
os individuos mais propensos ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares na
vida adulta (BIANCO-MIOTTO et al., 2017; GOYAL.; LIMESAND; GOYAL, 2019;
GOYAL et al.,, 2010; VISENTIN et al., 2014). Considerando esta hipétese, nés
avaliamos se a restricdo de proteina durante a adolescéncia poderia favorecer o
desenvolvimento de altera¢des na funcdo vascular em ratos adultos.

No presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez, que a
restricdo proteica durante a adolescéncia causou disfuncdo endotelial na aorta de
ratos avaliados na vida adulta. Achados semelhantes sobre a funcéo endotelial, sdo
descritos para a restricdo proteica em outras fases do desenvolvimento bioldgico.
Por exemplo, foi descrito o comprometimento da modulacdo endotelial sobre a
resposta contratil e/ou prejuizo na resposta vasodilatadora dependente do endotélio,
na prole adulta de ratas Sprague-Dawley, que durante a gestacdo receberam dieta
hipoproteica (6% de caseina) (SATHISHKUMAR et al., 2009, 2012;
SATHISHKUMAR; BALAKRISHNAN; YALLAMPALLI, 2015), e de ratas Wistar
(TORRENS et al., 2009) e Sprangue-Dawley que durante a gestacao recebem dieta
restritiva com 9% de caseina (GRANDVUILLEMIN et al., 2018) ou restricédo global de
nutrientes (CERAVOLO et al., 2007; FRANCO et al., 2002b, 2002a; OLIVEIRA et
al., 2014). Ainda, Belchior e colaboradores (2012), demostram a presenca de
disfuncéo endotelial, com aumento da resposta contratil para Fenil e relaxante para
ACh, em ratos Wistar com 120 dias de vida alimentados durante a infancia com dieta
contendo 9% de proteina.

Por outro lado, estudos feitos com dieta isocaldrica com restricao
para 9% (BRAWLEY et al., 2003; RODFORD et al., 2008) e 6% (MAIA et al., 2014)
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de caseina na gestacdo demostram prejuizo no relaxamento para ACh sem
alteracdo na resposta contratii em artéria mesentérica (BRAWLEY et al.,, 2003;
RODFORD et al., 2008) e aorta toracica da prole (MAIA et al., 2014). Assim, Nn0SS0S
resultados e os apresentados na literatura, demonstram que dietas carenciais de
proteinas ou com restricdo global de nutrientes, causam prejuizos na resposta
vascular que em geral se caracterizam por disfuncédo endotelial. As diferencas de
respostas para farmacos que causam relaxamento e contracdo, podem estar
relacionadas com o momento em que as dietas sao instituidas e/ou a quantidade de
nutrientes disponibilizados. Ainda, nossos dados demonstram pela primeira vez que
a restricdo proteica, durante a adolescéncia leva a disfuncéo endotelial na aorta em
ratos adultos, sendo esta caracterizada pelo aumento da resposta contratil na
presenca do endotélio.

Sabe-se que a disfuncédo endotelial € um dos principais fatores que
predispdem ao desenvolvimento das doencas cardiovasculares, inclusive
antecedendo a hipertensao arterial e a aterosclerose (CAI; HARRISON, 2000;
FRANCO et al., 2002c; LANDMESSER; HORNIG; DREXLER, 2004). Uma das
causas da disfungéo endotelial € o desequilibrio entre a producéo de EDCF e EDRF.
Sendo que, o NO, o principal fator relaxante derivados do endotélio, pode ter sua
producdo e/ou biodisponibilidade reguladas negativamente pelo estresse oxidativo,
comprometendo sua capacidade de modular respostas contrateis e outras funcdes
vasculares (VANHOUTTE et al., 2017).

Em nosso estudo observamos que o aumento da resposta contratil
da aorta para Fenil pode estar relacionado a producdo exacerbada de anion
superoxido pela enzima NADPH oxidase, uma vez que a apocinina, inibidor desta
enzima, recuperou a modulagédo endotelial na aorta de ratos LP. Por outro lado, o
uso do antioxidante tempol ndo teve o mesmo efeito.

Achados semelhantes aos nossos foram descritos com uso de
apocinina em artéria da cauda de ratos submetidos a restricdo proteica (9%) pos-
desmame (DE BELCHIOR et al., 2012). Além de que, é demostrado que a apocinina
corrige a resposta vasodilatadora para ACh, tanto em arteriolas mesentéricas da
prole com 14 e 16 semanas de ratas alimentadas com restricdo global de nutrientes
(FRANCO et al., 2006; FRANCO et al.,, 2002c), como em aorta toracica de ratos

adultos que tiveram restricdo de proteina (6%) na fase pdés-desmame (MAIA et al.,
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2014). Confirmando que a NADPH oxidase e seus produtos podem estar envolvidos
em alteracOes vasculares observadas em animais submetidos a dieta carente em
diferentes fases da vida.

O tempol utilizado em nosso protocolo experimental, é um
antioxidante mimético da SOD e age dismutando a molécula de anion superoxido
para peroxido de hidrogénio (H202) (FUKAI et al., 2002). No presente estudo, sua
presenca nao corrigiu a hiper-reatividade para Fenil observada em anéis de aorta E+
de ratos LP. Estes resultados sugerem que a molécula anion superéxido produzida
de forma acentuada pela NADPH oxidase, pode ndo ser a Unica espécie reativa
envolvida na disfuncdo vascular, podendo ser o perdoxido de hidrogénio também
responsavel por esse comprometimento.

Considerando que o bloqueio da NADPH oxidase corrige a resposta
contratil em ratos LP, e supondo que a atividade/expressdo da SOD vascular dos
ratos LP ndo esteja comprometida, é possivel que na aorta exista uma quantidade
importante de peroxido do hidrogénio sendo gerado, e que se ndo eliminado pelas
enzimas peroxidases e catalase, pode gerar radicais hidroxila (BRIEGER et al.,
2012). As hidroxilas por sua vez, sdo as espécies reativas mais danosas ao
organismo, por terem meia-vida curta e serem dificilmente sequestrados pelos
antioxidantes, sendo estas deletérias para DNA, RNA, proteinas, lipidios e para
membranas plasmética nuclear e mitocondrial (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
Dessa maneira, a disfuncdo endotelial encontrada em ratos LP, provavelmente nao
esta relacionada apenas ao aumento de anion superéxido, mas também com nivel
elevado de peroxido de hidrogénio, que pode contribuir aos danos das células
endoteliais através da producao de radicais hidroxilas.

Em concordéncia com nosso achado, em artérias mesentéricas da
prole adulta de ratas submetidas restricdo de proteina (9%) durante a gestacdo, o
tempol também ndo melhora a resposta vascular e neste caso ndo existe alteracdes
na expressao da SOD (RODFORD et al., 2008). Ainda, a atividade da SOD também
esta preservada em ratas com 14 semanas de vida, cujo as maes tiveram restricdo
global de nutrientes durante gestacdo(FRANCO et al., 2007).

Em contrapartida, o tratamento crénico com tempol em ratos com 6
meses de vida (ABDULMAHDI et al., 2018), e a incubacdo com SOD de arteriolas

mesentérica de ratos Wistar com 14 semanas (FRANCO et al., 2002a), cujas maes
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tiveram restricdo global de nutrientes durante a gestacao, resultaram em melhora da
resposta vascular. O mesmo achado € descrito com a incubacédo de tempol em
artéria carotida de camundongos com 9-12 semanas de mdaes que tiveram dieta
restrita em proteina (9%) (YZYDORCZYK et al., 2006). Entretanto, os protocolos
descritos na literatura se diferem do utilizado pelo nosso grupo, que € o primeiro a
demostrar potenciais mecanismo para disfuncéo endotelial ocasionada pela restricao
proteica na adolescéncia.

O inibidor ndo seletivo da COX, indometacina, também néo alterou a
resposta da Fenil em anéis de animais LP. De fato, um dos fatores que
acompanham a disfuncdo endotelial € a inflamacdo (VANHOUTTE, P. M. et al.,
2017), em que o aumento das EROs induz a producéo de citocinas pré-inflamatorias
(INCALZA et al., 2018). Porém em nosso estudo, aparentemente este mecanismo
nao contribui para a disfuncéo vascular em ratos LP.

Semelhantemente ao nosso achado, a indometacina néo
restabelece a resposta contratil para Fenil na artéria caudal de ratos adultos
submetidos a restricdo proteica (9%) pés-desmame (DE BELCHIOR et al., 2012).
Além de que, a prole adulta e com 16 semanas de vida, de médes que tiveram
restricdo global (FRANCO et al., 2003) ou de proteina (9%) (TORRENS et al., 2009)
durante a gestacéo, ndo apresentam melhora do relaxamento para ACh em artérias
mesentéricas ao utilizar indometacina ou o diclofenaco (ambos inibidores néo
seletivos da COX) (FRANCO et al., 2003). Portanto, mesmo que os leitos vasculares
e 0s protocolos aplicados nos estudos sejam diferentes dos utilizados por nés, estes
estudos concordam que a disfuncdo endotelial causada por dietas carenciais,
envolve geracdo de EROs, mas que provavelmente ndo leva a um processo
inflamatorio vascular.

Como ja descrito anteriormente, estudos mostram que as restricao
de proteina nas fases intrauterina e infancia, reduz a resposta vasodilatadora para
ACh tardiamente (BRAWLEY et al., 2003; MAIA et al.,, 2014; RODFORD et al.,
2008). Em nosso estudo, ndo encontramos nenhuma alteracdo na resposta
vasodilatadora para ACh. Além disso, demostramos que as EROS néo estdo agindo
sobre esta resposta relaxante, ja que os inibidores tempol e apocinina ndo alteraram

a vasodilatagéo exercida pela ACh.
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Alguns estudos com restricdo de nutrientes nas fases intrauterina e
infancia, como ja citado, demostram reducéo na atividade da SOD (ABDULMAHDI et
al., 2018; CHISAKA et al., 2016; FRANCO et al., 2002a; YZYDORCZYK et al., 2006),
tendo como consequéncia o aumento exacerbado do Oz, que ndo é dismutado de
forma eficiente em peréxido de hidrogénio. E sabido, que o aumento da
concentragdo de Oz pode levar a reducdo da producédo/biodisponibilidade de NO,
através do desacoplamento da eNOS e da interagdo com a molécula de NO
formando de peroxinitrito, tendo como consequéncia reducdo do relaxamento do
vaso (INCALZA et al., 2018). Em nosso estudo, ndo ocorre aparentemente reducéo
da atividade da SOD, ja que o tempol ndo altera a resposta para Fenil ou ACh,
fazendo com que a concentracdo de Oz ndo seja tdo elevada a ponto de
comprometer a resposta relaxante do NO.

A resposta relaxante para NPS, um doador de NO, também néao foi
alterada em animais que tiveram a restricdo de proteina. Isso mostra a preservacao
da viabilidade muscular. Na literatura, a restricdo de proteina (6%,8% e 9%) durante
gestacao(SATHISHKUMAR et al., 2009; SKILTON et al., 2006; TORRENS et al.,
2009) e lactacdo (SKILTON et al.,, 2006) também n&o altera a resposta
vasodilatadora para o NPS.

O NO disponibilizado pelo NPS, se liga na enzima guanilato ciclase
aumentando a concentragdo de GMPc levando ao relaxamento vascular (GHIMIRE
et al.,, 2017). Sendo assim, a restricdo de proteina durante a adolescéncia, ndo
causa comprometimento na atividade da enzima guanilato ciclase no musculo liso da
aorta.

Poucos estudos até hoje avaliaram as repercussfes tardias da
restricdo proteica durante a adolescéncia. Os ratos submetidos a restricdo proteica
durante a adolescéncia, apresentaram reducdo no ganho de peso corporal e
prejuizo no tamanho da tibia e no CNA na vida adulta, demostrando um
comprometimento do crescimento. Por alterar peso e comprimento, estes animais
nao apresentam diferenga significativa no indice de lee, pois s&o proporcionalmente
menores.

Na puberdade descreve-se um aumento de horménios gonodais,
hormonio do crescimento (GH) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I),

atingindo um pico da deposicdo de minerais 0sseos ap0s ganho da altura. A
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maturacdo Ossea geralmente € consolidada no inicio da vida adulta (MUGHAL,;
KHADILKAR, 2011), sendo correlatado com um aumento de IGF-1 no soro, no qual
sua producdo € aparentemente impactada pela ingestdo de caloria e proteina
(WEAVER et al., 2016). Além disso, estudos mostram uma correlacdo positiva entre
a ingestdo de proteina e formacdo Ossea (EKBOTE et al., 2011; REMER; SHiI;
ALEXY, 2011), portanto, sua restricdo pode trazer impactos ao crescimento.

Sabe-se que na adolescéncia ocorrem interagdes complexas
envolvendo a hipéfise e os hormbnios gonodais, que sao importantes para o
crescimento (SAGGESE; BARONCELLI; BERTELLONI, 2002). A restricdo de
proteinas pode levar a alteracBes epigenéticas, que culminam em reducdo na
produgédo do GH (MATAR et al., 2016), IGF-1 (BREEN et al., 2011), e nos esteroides
sexuais (SAGGESE; BARONCELLI; BERTELLONI, 2002) que sao importantes na
maturacdo esquelética e no crescimento pubere (BREEN et al., 2011).

Até onde conhecemos, apenas dois estudos avaliaram os efeitos da
restricdo proteica durante a puberdade sobre o crescimento corporeo. Nestes dois
estudos, foi observado que a restricdo de proteina (4% caseina) em ratos durante a
adolescéncia (30 aos 60 dias de vida), leva ao comprometimento do comprimento
corporal aos 60 e 120 dias de vida (DE OLIVEIRA et al., 2013, 2018), concordando
com os resultados de nosso estudo. Além disso, é denotado que a restricdo de
proteina durante a gestacao e lactacéo leva ao comprometimento do crescimento e
comprimento do fémur aos 14 e aos 90 dias de vida da prole (FETOUI et al., 2008;
MONTEIRO et al.,, 2010). Este conjunto de informacdes sugere que a restricdo
proteica durante a adolescéncia pode reduzir o crescimento corporal, o que se
mantém durante o restante da vida.

No presente estudo foi demonstrado também que aos 120 dias de
idade, ratos submetidos a restricdo proteica durante a adolescéncia apresentaram
reducdo no ganho de massa corporea. O eixo GH/IGF-I além de ser responsavel
pela deposicdo Ossea, também estd envolvido no desenvolvimento muscular
(DEVESA; ALMENGLO; DEVESA, 2016). E como ja descrito, a restricdo de proteina
pode acarretar em reducdo na sintese de GH e IGF-I (BREEN et al., 2011; MATAR
et al., 2016). Consequentemente, com a diminuicdo de GH/IGF-I ocorre a redugéo

na proliferagdo das células musculares, e isso pode levar a redugcdo da massa
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corporal desses animais, ja que apresentam retardo do desenvolvimento do musculo
esquelético.

Nossos resultados estéo de acordo com os descritos por Oliveira e
colaboradores (2013), que utilizando o mesmo protocolo de dieta que o usado em
nosso estudo, também demonstram reducédo do ganho de massa corporea aos 120
dias de idade. Entretanto, em outro estudo realizado pelo mesmo grupo e utilizando
0 mesmo modelo experimental, os autores demonstram reducao do ganho de massa
corpérea aos 60 dias de idade, mas ndo aos 120 dias (DE OLIVEIRA et al., 2018).
Assim, nossos resultados e as controvérsias apresentadas na literatura sugerem a
necessidade de mais estudos avaliando as repercussfes tardias da restricdo de
proteinas durante a adolescéncia sobre a massa corporal.

A maioria dos estudos avaliando restricAo proteica Ss&o
desenvolvidos em periodos mais iniciais da vida, como gestacao e lactacéo. De fato,
vem sendo descrito que a restricdo proteica materna, durante a gestacéo e lactacéo,
causa na prole reducdo do ganho de massa corpdrea ao nascer, e entre 25 e 270
dias de vida (ASSALIN; GONTIJO; BOER, 2018; BOUALGA; BOUCHENAK;
BELLEVILLE, 2000; LIRA et al., 2020; LISBOA et al., 2012; MALONEY et al., 2006;
MONTEIRO et al., 2010; ZAMBRANO et al., 2006). Mesmo que estes estudos nao
ocorreram na mesma faixa etaria que o realizado pelo nosso grupo, observamos que
existe relacdo entre a restricdo de nutrientes e a perda de peso nesses animais.

E importante salientar, que a dieta utilizada em nosso protocolo é
isocalorica, portanto, a reducdo de proteina é compensada com um aumento na
guantidade de carboidratos. Os carboidratos estdo envolvidos no desenvolvimento
de disturbios cardiometabdlicos (MALIK; HU, 2015), podendo ser um fator
contribuinte nas alteragbes encontradas nesse estudo. Estudos experimentais
demostram que ratos wistar submetidos a uma dieta rica em carboidratos com 10
semanas (POUDYAL et al.,, 2012) e 30 dias (MATIAS et al.,, 2020) de vida,
apresentam aumento da pressao sistélica, remodelamento cardiovascular com pré-
disposicéo a insuficiéncias cardica.

Em resumo, a restricdo proteica durante a adolescéncia programa o
desenvolvimento de disfuncéo endotelial na vida adulta, o que pode favorecer o
estabelecimento de doencas cardiovasculares nestes individuos. Assim,

considerando que as doencas cardiovasculares, sdo as principais causas de morte
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1 no mundo, o entendimento dos mecanismos envolvidos com a disfuncéo endotelial,
2 apresenta possibilidades de intervencdes precoces e pode contribuir para a

3 prevencgao de mortalidade por essas doencas.



© 00 N o o b~ WD

N
B O

42

6 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados sao consistentes com a hipétese
de que a dieta restrita em proteina (4%) durante adolescéncia acarretaria disfuncéo
endotelial na vida adulta. Ainda, que o mecanismo envolvido na disfungao endotelial
se relaciona com a geracdo de EROS pela NADPH oxidase. Com base nessas
informacdes, foi aqui demonstrado que a ingestdo adequada de macronutrientes
durante essa fase do desenvolvimento é essencial para manutencdo da funcédo
vascular. Além disso, a partir dos mecanismos descritos pelo nosso grupo, podem
ser propostas possiveis intervencdes que revertam e/ou previnam a disfuncéo
endotelial e consequentemente o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,

como hipertenséo e aterosclerose.
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ANEXOS

Aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA n° 144/2019).
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1 Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
2 Maringa (CEUA n°®4833210519).

et Universidade Estadual de Maringa

- Comissio de Etica no Uso de Animais
YA UEM d
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Implicacdo do sistema nervoso autondmico na sindrome metabdlica programada por
restricdo proteico-calérica na adolescéncia®, protocolada sob o CEUA n? 4833210519 (b co2264), sob a responsabilidade de Paulo
Cezar de Freitas Mathias e equipe; Anna Rebeka Oliveira Ferreira; Kesia Palma Rigo ; Isabela Peixoto Martins; Maroly Valentin
Alves Pinto; Maria Natalia Chimirri Peres ; Maiara Vanusa Guedes Ribeiro - que envolve a producao, manutengao e/ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de
acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringd (CEUA/UEM) na reunido de 05/07/2019.

We certify that the proposal "Implication of the autonomic nervous system in the metabolic syndrome programmed by protein-
calorie restriction in adolescence”, utilizing 344 Heterogenics rats (344 males), protocol number CEUA 4833210519 (o 0022€4), under
the responsibility of Paulo Cezar de Freitas Mathias and team; Anna Rebeka Oliveira Ferreira; Kesia Palma Rigo ; Isabela
Peixoto Martins; Maroly Valentin Alves Pinto; Maria Natalia Chimirri Peres ; Maiara Vanusa Guedes Ribeiro - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Contral of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the State University of Maringa (CEUA/UEM) in the meeting of 07/05/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 08/2019 a 08/2025 Area: Dbc-Biotecnologia, Genética E Biologia Celular
Origem: Biotério Central da UEM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 21 a 25 dias N: 344
Linhagem: Wistar Peso: 40a%0g

Local do experimento: Laboratério de Biologia Celular da Secre¢ao
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