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"We are guilty of many errors and many faults, but our worst crime is abandoning the
children, neglecting the foundation of life. Many of the things we need can wait. The child
cannot. Right now is the time his bones are being formed, his blood is being made and his

senses are being developed.
To him we cannot answer "Tomorrow”. His name is "Today".

Gabriela Mistral, 1948
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RESUMO

Introducao e objetivos: A desnutricdo intrauterina e infantil predispde a disturbios
metabdlicos e cardiovasculares na idade adulta. A suplementacao dietética com os
aminoacidos leucina, que pode estimular a sintese proteica, ou taurina, de acao
antioxidante, poderiam apresentar efeitos protetores na vasculatura nestes casos. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da restricdo proteica pés-desmame e da
suplementacdo com leucina ou taurina sobre a pressao arterial (PA) e fun¢do vascular,
enfatizando o papel do endotélio e as vias de sinalizagéo celular envolvidas. Métodos e
resultados: Ratos Wistar foram divididos, apdés o desmame (~21 dias de vida), em dois
grupos dietéticos por 90 dias: controle (C; 12% de proteinas) e de restricdo proteica
isocalérica (R; 6% de proteinas). Estes receberam ou nao suplementacdo na agua de
beber com taurina 2,5% (CT e RT) por 90 dias ou com leucina 1,5% (CL e RL) apenas
nos 30 dias finais. O grupo R apresentou baixo ganho de peso corporal e elevacédo da PA
sistélica (PAS), diastolica e média. A reatividade vascular foi avaliada em anéis de aorta
toracica. Nao houve modificacdo na resposta contratii ao KCI e a fenilefrina entre os
grupos estudados. Entretanto, observou-se aumento da resposta de relaxamento ao
nitroprussiato de soédio (NPS) e, inversamente, redugdo do relaxamento induzido pela
acetilcolina (ACh) no grupo R, em comparacgéo ao C. A resposta a ACh da aorta do grupo
R foi recuperada pela incubacdo com superéxido dismutase (SOD; 150 U/mL) ou
apocinina (30 yM). Além disso, houve reducao do efeito do inibidor da fosfatidilinositol-3
quinase (PI3K) LY294002 (30 uM) sobre o relaxamento a ACh da aorta de R. Avaliou-se a
expressao proteica por técnica de imunoblotting ou luminex em homogenato de aorta.
Observou-se que a restricdo proteica reduziu a expressdo das proteinas:
Serd73n (fosforilada)-Akt/Akt, 5°"'"’p-sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS)/eNOS,

fosfodiesterase 5 (PDE-5), SOD extracelular (EC-SOD); e aumentou a expressao da



subunidade p47-phox da NADPH oxidase, Mn-SOD, 5¢"?’p-proteina transdutora de sinal e
ativadora de transcricdo 3 (STAT3)/STAT3 e "*'?p-p70S6 quinase ribossomal (S6K)/S6K.
Além disso, a restricao proteica aumentou a produgédo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS), avaliada pela quantificacdo da fluorescéncia ao di-hidroetideo. A suplementacao
com leucina néao recuperou 0 ganho de peso corporal, mas normalizou a pressao arterial,
o relaxamento & ACh e ao NPS, o efeito do LY294002 e o contelido das proteinas 5“"*p-
Akt/Akt, 5"7"p-eNOS/eNOS, PDE-5, 5"#'p-STAT3/STAT3 e "™*'?p-S6K/S6K na aorta de
RL, além de aumentar a expresséo de PI3K em CL e RL. A taurina também melhorou o
ganho de peso, a PAS e a resposta de relaxamento a ACh no grupo RT, efeitos
associados a normalizagao da produgédo de ROS, da expressao proteica de p47-phox e
de EC-SOD na aorta de RT, e ao aumento de nitrito/nitrato plasmatico neste grupo.
Conclusoées: Os dados sugerem que a restricdo proteica pds-desmame causa prejuizo
do relaxamento endotélio-dependente em aorta de ratos associada a: 1) diminuicdo da
ativacao da via PIBK/Akt e consequente reducdo da fosforilacdo de eNOS, recuperada
pela suplementacdo com leucina, e 2) estresse oxidativo vascular, normalizado pela

suplementacdo com taurina.
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ABSTRACT

Background and aim: Intrauterine and child malnutrition predisposes to metabolic and
cardiovascular disorders in adulthood. Dietary supplementation with leucine or taurine,
through stimulating protein synthesis or presenting antioxidant activity, respectively, could
have protective effects on the vasculature in this situation. Thus, the aim of this study was
to evaluate the effects of post-weaning protein restriction and the supplementation with
leucine or with taurine on the arterial blood pressure (BP) and vascular function,
emphasizing the role of endothelium and the signaling pathways involved. Methods and
results: Male Wistar rats were divided after weaning into two groups according to diet to
be received for the next 90 days: control (C, 12% protein) and isocaloric protein restriction
(R; 6% of proteins). Rats were supplemented or not in the drinking water with 2.5% taurine
(CT and RT) for 90 days or 1.5% leucine (RL and CL) during the final 30 days. Afterwards,
protein restriction induced low body weight gain and high systolic (SBP), diastolic and
mean BP values. Thoracic aortic rings were isolated for vascular reactivity study. The
contractile response to KCI or phenylephrine did not change among groups. However, the
relaxation response to sodium nitroprusside (NPS) was enhanced, while the acetylcholine
(ACh)-induced relaxation was reduced in R aortas compared with C. Both apocynin (30
MM) or superoxide dismutase (SOD; 150 U/mL) incubation recovered the relaxation to
ACh. The effect of the phosphatidylinositol 3-kinase (PI13K) inhibitor LY294002 (30 uM) on
the ACh induced-relaxation was impaired in aorta from R. In addition, reactive oxygen
species (ROS) production evaluated by fluorescence to dihydroethidium was increased in
aorta from R. Immunoblotting and Luminex assay were used to evaluate protein
expressions in aorta homogenates. Expression of *°"*®p(phosphorylated)-Akt/Akt, 5*""'""p-
endothelial isoform of nitric oxide synthase (eNOS)/eNOS, phosphodiesterase 5 (PDE-5)
and extracellular (EC)-SOD were reduced by protein restriction while the expressions of
p47-phox NADPH oxidase subunit, Mn-SOD, Ser727p—signal transducer and activator of

xii



transcription protein 3 (STAT3)/STAT3 and "*'?p-ribossomal S6 kinase (S6K)/S6K were
increased in aortas from R compared to C. Leucine did not change weight gain, but
normalized BP values as well as the relaxation response to ACh, the effect of LY294002
and the protein expressions of S p-Akt/Akt, °"''"’p-eNOS/eNOS, PDE-5, S®7?p-
STAT3/STAT3 and ™*'"®p-S6K/S6K in RL aortas compared with R. Therefore leucine
increased the expression of PI3K in both CL and RL. Taurine improved weight gain, the
SBP and the ACh-induced relaxation in RT compared to R. These effects of taurine were
associated with normal ROS production and p47-phox and EC-SOD protein expressions
in aortas from RT, concomitant with an increase of plasma nitrite/nitrate in this group.
Conclusions: The data suggest that post-weaning protein restriction impairs endothelium-
dependent relaxation in rat aorta related to: 1) decreased activation of PI3K/Akt pathway
and reduction of eNOS phosphorylation, that is recovered by leucine supplementation and

2) vascular oxidative stress, which is normalized by taurine supplementation.
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PAM — pressao arterial média

PAS — presséo arterial sistélica

PDE-5 — fosfodiesterase-5

pD. — logaritmo negativo da concentragdo de um farmaco responsavel por 50% da
resposta maxima provocada pelo mesmo.

PGH,— prostaglandina H,

PGl,— prostaciclina

Phox — “phagocytic oxidase”, subunidades constituintes da NADPH oxidase
PIC — coquetel inibidor de proteases

PKA — proteina quinase A

PKB — proteina quinase B

PMSF — fluoreto de fenilmetilsulfonil

PVDF — fluoreto de polivinilideno

S6K — proteina ribossomal S6 quinase
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R — grupo de ratos Wistar que recebeu dieta de restricao proteica durante trés meses
apds o desmame.

Rac2 — pequena proteina G regulatoria, subunidade constituinte da NADPH oxidase
RCF — forga centrifuga relativa (g)

RL — grupo de ratos Wistar que recebeu dieta de restricao proteica durante trés meses
apds o desmame e suplementacdo com leucina durante o més final de protocolo dietético.
RNAm — &cido ribonucléico mensageiro

ROS - espécies reativas de oxigénio

RPM - rotac6es por minuto

RT — grupo de ratos Wistar que recebeu dieta de restricao proteica durante trés meses
apds o desmame e concomitantemente recebeu suplementagdo com taurina.

SDS — dodecil sulfato sédico

Ser — serina

SOD - superoxido dismutase

TBARS- substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico

Thr — treonina

TXA,— tromboxano A,

Tyr —tirosina

U.A. — unidades arbitrarias

UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas

Zn — zinco
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1. INTRODUGAO

1.1. Desnutricao e a saude humana

O aporte nutricional adequado é fundamental para a preservacdo das funcdes
fisicas e cognitivas e, de um modo geral, da saude. Dessa maneira, a manutencao de
dietas contendo quantidades insuficientes de energia, proteinas e de um ou mudltiplos
micronutrientes aumenta a predisposicao a doencas e a morte (CHANDRA et al., 1997).
Os prejuizos causados pelo baixo aporte nutricional acometem individuos de todas as
idades, embora tal condicdo seja significativamente mais preocupante entre idosos e
criancas (SHARKEY et al., 2008).

Em contraste com o crescente problema da obesidade, os indices de desnutricdo
global vém caindo nas ultimas décadas. Todavia, este problema de saude publica ainda
nao foi extinto. Dados da organizagdo mundial de saude (OMS) publicados em 2010
apontaram que 1,02 bilhdes de pessoas no mundo sofriam de fome, 147 milhdes de
pessoas a mais do que o levantamento anterior, realizado em 2006, sendo este o pior
nivel desde 1970, e apontaram ainda o fato de que cerca de uma pessoa em cada seis
nao possuia comida o suficiente para levar uma vida saudavel e ativa. Este mesmo
estudo ressaltou ainda a desnutricdo como a causa de 53% das 9,7 milhdes de mortes
anuais de criancas abaixo dos cinco anos de idade registradas em paises em
desenvolvimento. Se nao levar ao 6bito, a desnutricdo na fase inicial da vida pode causar
danos irreversiveis a saude que persistem até a fase adulta do individuo, o que justifica a
necessidade de diferentes terapias para a prevenc¢ao da subnutricao e desnutricao infantil,
nao apenas para a sobrevivéncia, mas também para a qualidade de vida do individuo

adulto (OMS 2010).



A doenca de kwashiorkor, descrita em 1935 por Wiliams e colaboradores no
periédico “The Lancet’ (WILLIAMS et al., 1935), foi observada como sendo uma sindrome
que afetava criangas entre 0s seis meses e 0s quatro anos de idade, exatamente quando
o proximo bebé de suas familias nascia e, assim, estas criangas deixavam de receber o
leite materno e passavam a receber alimentacdo deficiente em nutrientes, quase que
exclusivamente baseada em milho. Com alto indice de mortalidade das criancas
acometidas, o kwashiorkor passou a ser referido como uma doenca especifica que
apresenta como principais sintomas a interrupgdo do ganho de peso, irritabilidade,
edema, desprendimento de cérnea, lesGes cutaneas escuras e, em alguns casos,
esteatose hepatica (WILLIAMS et al., 1935). Quanto as causas especificas do surgimento
da doenca de kwashiorkor, esta € constantemente associada a escassez de conteudo
proteico na dieta e, embora tal afirmagdo seja questionada (GOLDEN et al., 1980;
GOLDEN, 1982), ha consenso de que a escassez de conteudo proteico na alimentagao
aumente a propensao ao desenvolvimento de kwashiorkor (LIN et al., 2007).

E importante ressaltar que a fome e a desnutricdo nem sempre derivam da real
escassez de alimentos. Mesmo que a ingestao cal6rica seja suficiente, a falta de um ou
mais nutrientes (proteinas, vitaminas e minerais) essenciais para o funcionamento
adequado do corpo humano indicam uma condigdo conhecida como "fome oculta" (OMS
2010). Sabe-se que a “fome oculta” é resultante ndo s6 da escassez da oferta de
alimentos para os grupos de baixa renda, mas também da redugcédo da qualidade dos
alimentos, excessivamente industrializados, incorporando enormes quantidades de
acucar, sal e gordura e com baixa qualidade nutricional. Isto se evidencia na anemia e na
obesidade como grandes problemas de saude publica, atingindo todos os estratos sociais
(BLEIL, 1998). Por este motivo, estudos que avaliem o impacto na sadde humana de

dietas desequilibradas com relacéo a diferentes nutrientes tem sua importancia reiterada.



1.2. Desnutricao proteica e prejuizos ao sistema cardiovascular

Tem sido descrito que a desnutricdo proteica pos-desmame pode provocar
aumento da pressao arterial média, da frequéncia cardiaca e de suas variabilidades, além
de prejuizo do barorreflexo em ratos (OLIVEIRA et al., 2004; LOSS et al., 2007). Em
somatoria, alteragdes da funcao vascular também tém sido apontadas entre os prejuizos
causados ao sistema cardiovascular de individuos desnutridos nos estagios iniciais da
vida. De acordo com esta hipdtese foi descrito que a subnutrigdo durante a metade final
de gestacado predispée o feto a doencas coronarias na vida adulta (BARKER, 1995).
Neste sentido, trabalhos apontam que o dano vascular de criangas e roedores expostos a
desnutricdo intra-uterina associa-se a ocorréncia de disfuncao endotelial (FRANCO et al.,
2002; FRANCO et al., 2007b; FRANCO et al., 2009). De maneira similar, observou-se na
aorta tor4cica de ratos submetidos especificamente a restricdo proteica intra-uterina a
reducdo significativa do relaxamento induzido por acetilcolina (ACh), um agonista dos
receptores muscarinicos que causa vasodilatagcao dependente do endotélio (TORRENS et
al., 2009).

Sabe-se que as células endoteliais formam uma camada Unica de células entre o
limen e a camada muscular lisa dos vasos sanguineos, sendo responsavel pela secrecao
de fatores vasoconstritores e vasodilatadores que regulam o tonus vascular. Como fatores
vasodilatadores principais estdo o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina (PGly,) e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Como vasoconstritores sédo secretados a
endotelina-1 (ET-1), a angiotensina Il, e os prostandides tromboxano A, (TXA,) e
prostaglandina H, (PGH,). Fisiologicamente, o NO é o principal fator relaxante liberado,
fisiologicamente, pelo endotélio em vasos de condutancia em resposta ao estresse de

cisalhamento do sangue, e assim controla de maneira importante o tonus vascular.



O NO foi descoberto como uma molécula sinalizadora do sistema cardiovascular e
derivada do endotélio pelo trabalho conjunto de Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid
Murad na década de 80, motivo pelo qual estes cientistas foram agraciados pelo prémio
Nobel de Fisiologia ou Medicina no ano de 1998. Uma vez sintetizado pelas células
endoteliais, este gas se difunde para as células da musculatura lisa vascular, ativando a
enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), o que leva a formagdo de GMPc, que provoca
reducdo dos niveis intracelulares de calcio e por consequéncia causa relaxamento
(FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980; IGNARRO et al., 1987; ARNOLD et al., 1977). Ocorre
também a hiperpolarizagdo das células da musculatura lisa via abertura dos canais para
potassio sensiveis ao calcio e ativacdo da Na'/K*-ATPase, que sdo mecanismos
auxiliares do relaxamento vascular (RAND e GARLAND, 1992; ARCHER et al., 1994;
GARCIA-VILLAON et al., 1996). A acdo do NO & finalizada pela acdo da fosfodiesterase-5
(PDE-5), que hidrolisa o GMPc (EVORA et al., 2012).

O NO é sintetizado a partir da atividade da enzima sintase de 6xido nitrico (NOS),
que é responsavel pela conversao de L-arginina e O, em L-citrulina e NO (PALMER et al.,
1988). Esta enzima possui duas isoformas constitutivas, a endotelial (eNOS) e a neuronal
(nNOS), e uma isoforma induzivel, INOS. A principal diferenga funcional entre elas € que
a ativacdo das isoformas constitutivas depende do aumento da concentracdo de Ca*
intracelular (causada por estresse de cisalhamento, horménios como bradicinina e
neurotransmissores como acetilcolina) enquanto a INOS nao depende desse mecanismo
(FORSTERMANN e SESSA, 2012). Além dos niveis de célcio intracelular, a atividade da
eNOS é também regulada pela disponibilidade do substrato L-arginina e dos co-fatores
para a producdo do NO, além da fosforilagdo desta enzima em sitios especificos de
ativacdo ou inativagdo. Quando o residuo de serina 1177 (Ser 1177) é fosforilado a
sensibilidade da enzima a ativacdo pelo célcio é aumentada (CORSON et al., 1999).
Varias proteinas quinases podem levar a fosforilagdo do residuo Ser 1177 incluindo a
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Ser/Thr proteina quinase Akt (DIMMELER et al.,, 1999). Desta maneira, a sinalizagdo
intracelular dependente da ativacdo destas quinases aumenta a sintese e liberacdo de
NO e consequentemente sua agao relaxante vascular.

Em algumas doencas cardiovasculares a biodisponibilidade de NO pode estar
diminuida, seja pela diminuicdo de sua sintese ou pelo aumento de sua degradacao.
Dentre os principais mecanismos hoje descritos que levam a diminuicdo da
biodisponibilidade de NO nos vasos sanguineos de individuos com doencas
cardiovasculares estd 0 aumento da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
culmina em estresse oxidativo, um fator de risco para hipertensdo arterial, diabetes e
aterosclerose (WARNHOLTZ et al., 1999; HINK et al., 2001; SORESCU et al., 2002; LI et
al., 2006).

Ja foi demonstrado o aumento de substancias reativas ao é&cido tiobarbitarico
(TBARS) e de isoprostanos no plasma de criangas entre 8 e 13 anos nascidas com baixo
peso corporal, havendo uma correlagéo positiva entre os niveis de TBARS e os valores de
pressao arterial sistdlica, o que sugere o envolvimento do estresse oxidativo e da
peroxidacdo lipidica no desenvolvimento de alteragbes do sistema cardiovascular de
individuos submetidos a desnutricdo intra-utero (FRANCO et al., 2007a). Além disso,
criangas submetidas a desnutricdo no periodo intra-uterino apresentam quantidade
reduzida de NO medido na urina que é associada positivamente com os niveis de pressao
arterial sistélica (FRANCO et al., 2007b). Assim, em conjunto estes dados mostram que o
estresse oxidativo, a reducdo de NO e o aumento de pressao arterial sdo fatores que
relacionam-se fortemente na desnutricao intra-uterina.

Existem varios sistemas enzimaticos que podem potencialmente produzir ROS nas
células vasculares, sendo quatro sistemas de maior importancia: NADPH oxidase, xantina
oxidase, eNOS desacoplada e enzimas da cadeia respiratdéria mitocondrial. Além disso,
ao reagir com anion superoéxido (O,"), o NO pode ser convertido em peroxinitrito (ONOQO™)
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(BECKMAN et al., 1990), de forma que a produgédo exacerbada de NO associada ao o
aumento de O,” podem gerar estresse oxidativo. Franco e colaboradores demonstraram
que o aumento da producéo de O," na artéria mesentérica de ratos Wistar submetidos a
desnutricao intra-uterina era derivado do aumento da ativacdo da NADPH oxidase pela
angiotensina Il (FRANCO et al., 2003). A NADPH oxidase, originalmente considerada uma
enzima especifica de fagécitos, onde foi descoberta, € um complexo de proteinas aliadas,
com componentes na membrana celular e no citoplasma. Esta enzima contém dominios
de ligacdo para FAD e para NADPH ou NADH em seu terminal C, sendo que a
transferéncia de um elétron de NADPH para uma molécula de oxigénio forma o O,". Na
membrana plasmatica, a subunidade p22-phox se liga a subunidade catalitica da enzima,
a GP91-phox, estabilizando-a. Quando ocorre estimulo para ativacao desta enzima, a
p47-phox, uma subunidade citoplasmatica que forma um complexo com a p67-phox,
transloca-se para a membrana plasmatica, onde interage com a subunidade p22-phox. O
mesmo estimulo também faz com que a Rac2 se transloque para a membrana e interaja
com a p67-phox. Este € o complexo responsavel por estimular a atividade da unidade
catalitica GP91-phox, ou Nox 2, da NADPH oxidase, que apresenta subunidades
homdlogas em células nao fagociticas, incluindo as subunidades Nox 1 e 4 que, assim
como a Nox 2, j&4 foram descritas no sistema cardiovascular (MANEA, 2010; AGO et al.,
2011).

A disfuncdo do sistema de defesa antioxidante pode aliar-se ao aumento da
producdo das ROS no estabelecimento do quadro de estresse oxidativo, caracterizado
pelo desbalango entre a producdo e a eliminacdo destas substancias. O sistema de
defesa antioxidante pode ser dividido em enzimatico e nao-enzimatico. Deste ultimo,
participam principalmente os compostos antioxidantes de origem alimentar, como as
vitaminas A, C e E, e minerais como o selénio, 0 magnésio e outros. O sistema de defesa
enzimatico tem como enzimas principais a superéxido dismutase (SOD), catalase e a
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glutationa peroxidase (GPX). A SOD converte o O, em per6xido de hidrogénio, e em
células de mamiferos existe sob trés isoformas distintas: CuZn-SOD ou isoforma 1
citosolica, Mn-SOD ou isoforma 2 encontrada na mitocdndria e EC-SOD ou isoforma 3
extracelular (VINCENT et al., 2007). Tanto a catalase quanto a GPX atuam impedindo o
acumulo de peroxido de hidrogénio, que embora seja menos reativo do que o O,", pode
ser convertido no extremamente deletério radical hidroxila, contra o qual ndo h& sistema
de defesa especifico (BARBOSA et al., 2010). Enquanto a catalase converte diretamente
duas moléculas de peréxido de hidrogénio em oxigénio molecular e 4gua, a agdo de GPX
necessita de duas moléculas de glutationa reduzida (GSH) que, juntamente com o
peroxido de hidrogénio, sdo convertidas em glutationa oxidada (GSSG) e agua
(SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Assim, um equilibrio entre as fontes geradoras de ROS
e os sistemas de defesa antioxidante é essencial para manter os niveis de ROS dentro de
limites fisioldgicos.

Apesar dos dados demonstrarem que ha disfuncao endotelial e estresse oxidativo
na aorta de animais desnutridos submetidos a restricao alimentar durante o periodo intra-
uterino (FRANCO et al., 2002; 2003), ndo estdo totalmente esclarecidos os efeitos da
restricdo alimentar exclusivamente proteica durante o periodo pds-desmame sobre a
funcao endotelial. Recentemente, de Belchior e colaboradores relataram uma alteragéo do
controle endotelial do da resposta vascular vasoconstritora na aorta e na artéria caudal de
ratos submetidos a restricdo proteica pés-desmame, relacionada a aumento da produgao
de ROS e de NO (DE BELCHIOR et al., 2012). Entretanto, a dieta oferecida ao grupo de
animais desnutridos mimetizava uma dieta utilizada no sertdo da regido Nordeste do
Brasil em periodos de escassez alimentar, com redug¢des de outros nutrientes além de
proteinas, como lipidios, fibras e especialmente de vitaminas e minerais, que sao fatores

que podem influenciar a fungao endotelial (FRANCO et al., 2009).



Apenas recentemente, Lebreton e colaboradores investigaram o efeito da
desnutricao proteica na fase adulta sobre a funcédo endotelial da artéria mesentérica de
ratos, tendo observado que esta restricao dietética, mesmo sendo isocalérica, levou a
hipercontratilidade e redugéao de relaxamento do musculo liso vascular, de maneira tanto
dependente quanto independente do endotélio no leito vascular em questdo (LEBRETON
et al., 2013). De acordo com nosso conhecimento, este € o primeiro e 0 Unico trabalho
publicado até o momento demonstrando a ocorréncia de disfungdo endotelial induzida por
desnutricao proteica apés o desmame, neste caso, mais especificamente, durante a fase
adulta, na qual tal restricdo dietética tem importancia por representar um fator de risco
para co-mormidades cardiovasculares com o avancar da idade. Entretanto, os
mecanismos envolvidos com os efeitos da restricdo proteica pdés-desmame sobre a

funcao endotelial ainda ndo estao esclarecidos.

1.3. Suplementacao dietética na desnutricao

A suplementacdo dietética com pequenas moléculas que podem atuar como
antioxidantes tem sido foco de estudos que visam a recuperacao ou a melhoria da saude
dos individuos. Dentre elas, estao as vitaminas A e E, a glutationa e 0 aminoacido taurina
(AERTS e VON ASSHE, 2002; ZOPPI et al., 2006; FRANCO et al., 2009; RAGHEB et al.,
2009). A taurina, ou acido 2-aminoetanosulfénico, € um aminoacido semi-essencial para
os humanos, podendo ser derivada da metionina ou ser obtida através da alimentagéao.
Este amino&cido existe naturalmente em frutos no mar e na carne, sendo indisponivel em
alimentos de origem vegetal. Os niveis plasmaticos da taurina dependem muito do
conteudo alimentar, sendo que individuos com regime alimentar veganista possuem

niveis plasmaticos de taurina 50% menores em comparagao com 0S oNnivoros.



A taurina possui um papel crucial em diversos processos biolégicos essenciais,
como a estabilizacdo de membranas e a imunidade, tendo efeitos antioxidantes e anti-
inflamatérios (RANA e SANDERS, 1986; IKUBO et al., 2011). Existem evidéncias de que
0s niveis de taurina sao reduzidos no plasma e em tecidos de animais com diabetes tipo |
e, neste contexto, a suplementacdo com taurina pode ser um agente promissor como
auxiliar do tratamento da diabetes devido as suas agdes hipoglicemiante, hipolipidémica e
anti-inflamatéria (TENNER et al., 2003; ALVARADO-VASQUEZ et al., 2003). Além disso,
foi descrito que a suplementacdo dietética de ratos e camundongos submetidos a
desnutricdo proteica poés-desmame com taurina foi capaz de restabelecer os niveis de
secrecao de insulina, prejudicada nos animais submetidos a este tipo de desnutricao
(RIBEIRO et al., 2009; BATISTA et al., 2012).

Outro aminoacido cujos efeitos da suplementacdo dietética vém sendo
investigados na busca por melhora do funcionamento do organismo de individuos
acometidos por desnutricdo proteica é a leucina, um aminoacido de cadeia ramificada.
Suas duas principais propriedades descritas até entdo envolvem o estimulo anabdlico, ja
que este aminoacido estimula tanto a liberacdo de insulina pelas ilhotas pancreaticas,
onde atua como um secretagogo (NEWSHOLME et al., 2005), quanto a sintese proteica
diretamente, através da ativagdo da mTOR (do inglés “mammalian target of rapamicyn”),
um “sensor” presente nas células de mamiferos que regula o crescimento celular e a
sintese proteica. Interessantemente, os outros dois aminoacidos de cadeia ramificada,
isoleucina e valina, nao tém efeito sobre a mTOR ou sobre o “turnover” proteico muscular,
indicando a especificidade estrutural da leucina nesta funcdo de sinalizacado celular
(SURYAWAN et al.,, 2008). Por esta razdo, a leucina é indicada como suplemento
alimentar em situacoes que visem tanto o aumento de massa, quanto a prevengéo de sua

perda, como na caquexia provocada pelo cancer (GOMES-MARCONDES et al., 2003).



A mTOR, que pode ser fosforilada em seu sitio de ativac@o pela Akt, consiste em 2
complexos proteicos: o complexo 1 (mTORC1), mais especificamente envolvido da funcéo
desta quinase, e o complexo 2 (mTORC2). O complexo mTORC1 é sensivel a
rapamicina, tendo sua atividade inibida por esta substéncia, e sensivel também a
aminoacidos (especialmente a leucina), hormoénios, fatores de crescimento e sinais
energéticos, tendo sua atividade aumentada pelos mesmos. Os dois efetores da quinase
mTOR, que se localizam nos ribossomos, sé@o o fator iniciador eucariético (elF) 4E-binding
protein-1 e a proteina S6 quinase (S6K). Quando a mTOR fosforila o complexo elF) 4E-
binding protein-1 a ligagcdo de RNAm aos ribossomos é favorecida. Entdo, mTOR fosforila
a proteina ribossomal S6K, ativando-a, o que promove a tradugdo de proteinas pelos
ribossomos. Consequentemente, através da fosforilacdo de dois efetores da mTOR, a
capacidade celular de tradugdo de RNAm é aumentada de maneira geral (SURIAWAN et
al., 2008; TEODORO et al., 2012).

Animais submetidos a desnutricdo proteica p6s-desmame apresentam queda da
secrecao de insulina, que € melhorada pela suplementacdo com leucina na dieta e este
efeito benéfico que se deve, ao menos em parte, ao aumento da expressao proteica do
receptor muscarinico tipo 3 (M3) e da razao p(fosforilada)-Akt/Akt nas ilhotas pancreaticas
e por ativagéo da via da mTOR (AMARAL et al., 2010). Interessantemente, o aumento da
p-Akt € um dos mecanismos associados ao aumento da producao de NO, via p-eNOS em
Ser1177 (DIMMELER et al., 1999).

Assim, neste estudo hipotetizamos que animais submetidos a desnutricao proteica
pds-desmame poderiam desenvolver alteracdes cardiovasculares e que a suplementacao
dietética destes animais com leucina ou taurina poderia apresentar efeitos benéficos

principalmente na fungéo endotelial.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho incluiram a avaliagdo da pressao arterial e da fungao
endotelial da aorta de ratos adultos submetidos a restricao proteica desde o periodo pos-
desmame. Adicionalmente, os efeitos da suplementagdo com os aminoacidos leucina ou
taurina sobre estes dois parametros foram investigados, bem como os possiveis
mecanismos de sinalizacao celular envolvidos nos efeitos da restricdo proteica e da
suplementacdo com os aminodcidos leucina e taurina, tendo sido enfatizados os papeis

da via PI3K/ Akt/ eNOS e das enzimas pré- e anti-oxidantes do sistema vascular.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Grupos experimentais

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Campinas (CEUA/UNICAMP protocolo 2653-1). Ratos
Wistar logo ap6s o desmame, aos 21 dias de nascimento, foram obtidos no Centro
Multidisciplinar para Investigagao Biologica na area da Ciéncia em Animais de Laboratério
da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP) e entdo submetidos a um
protocolo dietético de 90 dias.

Primeiramente, eles foram divididos aleatoriamente em dois grupos principais: o
grupo controle, ou C, que recebeu dieta normoproteica (12%, REEVES et al., 1993) e o
grupo restrito, ou R, que recebeu dieta hipoproteica (6%) (Pragsolu¢des Biociéncias, Sao
Paulo, Brasil). Vale ressaltar que as duas dietas eram isocaléricas (Tabela 1). Para

comprovacao da eficacia da dieta de restricdo proteica, o peso corporal dos animais foi
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averiguado semanalmente, pois como descrito previamente esta dieta causa reducao

significativa do ganho de massa corpérea (FILIPUTTI et al., 2010).

Tabela 1: Composicao das dietas controle normoproteica (C) e de restricao proteica

(R)

Ingredientes C R
g/kg
Caseina 84% 140,0 71,4%
Amido de Milho 465,7 511,9*
Dextrina 155,0 178,6*
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de Soja 40,0 40,0
Fibra 50,0 50,0
Mix Mineral 35,0 35,0
Mix Vitaminico 10,0 10,0
L-Cisteina 1,8 0,6*
Cloridrato de Colina 2,5 2,5

*

vs. C

Em um lote de experimentos, metade dos animais de cada um dos dois grupos
passou a receber leucina 1,5% na agua de beber nos ultimos 30 dias de protocolo
dietético (FILIPUTTI et al., 2010), sendo que a outra metade dos ratos, os grupos C e R,
permaneceu recebendo as dietas, porém ndo foi suplementada com leucina.
Paralelamente, outro lote de animais C e R foi subdividido, sendo metade suplementada
com taurina 2,5% na agua de beber ao longo de todo o protocolo dietético de 90 dias e
outra metade ndo (NARDELLI et al, 2010). A divisdo dos grupos experimentais

estudados esta apresentada na Figura 1 abaixo.
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Figura 1: Representacdo esquematica dos grupos experimentais de ratos Wistar controles

(C) e submetidos a restricao proteica (R) que foram subdivididos para suplementacao com
leucina (L) ou taurina (T).

3.2. Medidas hemodinamicas

Ao final dos 90 dias de tratamentos os ratos foram anestesiados com uretana (1.2
0/Kg, i.p.) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e, ap6s constatado o efeito do anestésico
através da auséncia de reflexo pupilar e de reflexo das patas traseiras, a carétida direita
dos ratos foi canulada com um cateter de polietileno (PE-50, 8 cm, preenchido com salina
0,9%) para medida das pressdes arteriais sistolica, diastdlica e média (PAS, PAD e PAM,
respectivamente) e também da frequéncia cardiaca. O cateter era conectado a um
transdutor de pressao ligado ao sistema de aquisicao PowerLab (ADInstruments, Castle

Hill, NSW, Australia) para obtengao dos registros hemodinamicos (DAVEL et al., 2008).

3.3. Determinacao dos niveis plasmaticos e teciduais de nitrito e nitrato (NO)

Para estimar indiretamente a quantidade de NO produzida utilizou-se o método
baseado na conversdo enzimatica do nitrato em nitrito pela enzima nitrato redutase
utilizando-se um kit colorimétrico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) disponivel

comercialmente, de acordo como previamente descrito (DELBIN et al., 2011).
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Para tal, ap6s a realizagcdo das medidas hemodinamicas, ainda sob anestesia, foi
coletado o sangue dos ratos, em jejum de 12 horas, de todos os grupos experimentais
pelo cateter inserido na carétida, em tubo contendo tampado anticoagulante EDTA
(VACUETTE® K3E K3EDTA, Greiner Bio-One, Sao Paulo, Brasil) e entao centrifugado
(3.000 RPM, 15 minutos). Especificamente nos animais do grupo leucina (C, R, CL e RL)
isolou-se um segmento de aorta toracica (de acordo como descrito para o item 3.4.
abaixo) para medida do niveis de NO, teciduais. O segmento de aorta coletado foi
homogeneizado em tampéo PBS (0,1 M; pH 7,4), seguido de centrifugacédo a 10.000 g
por 20 minutos, e entao foi realizada medida de concentracao proteica do sobrenadante
resultante utilizando-se um kit disponivel comercialmente (BCA Protein Assay Kit, Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, EUA).

Em seguida, a concentracao total de nitrito e nitrato (NO,+ NO3 = NO,, uM) foi
determinada nas amostras de plasma e de tecido da aorta ultra filtradas (Microcon
Centrifugal Filter Units, 10 kDa; Millipore, Bedford, MA, EUA). Os valores teciduais de
NO, foram normalizados pelo conteudo proteico das amostras utilizadas para as medidas

(UM/ug*uL") (TANEJA et al.,2013).

3.4. Reatividade vascular

Apo6s medidas hemodinamicas e coleta de sangue, os ratos foram decapitados e
entdo sua aorta toracica foi isolada e limpa de tecidos perivasculares e segmentada em
“anéis” de aproximadamente 3 mm de comprimento. Cada anel foi transpassado por duas
hastes metdlicas opostas e mergulhado em uma cuba do banho de 6rgédos (Panlab
Harvard Apparatus, Barcelona, Espanha) preenchida com solugcao Krebs-Hanseleit (NaCl
115 mM; KCI 4,6 mM; CaCl,2H,0 2,5 mM; KH,PO, 1,2 mM; MgSO,7H,0O 1,2 mM;
NaHCO3;25 mM e glicose 11,1 mM) a 37°C e aerada com mistura carbogénica (95% O, e

14



5% CO,). A haste metdlica superior era conectada a um transdutor de forga (Panlab
Harvard Apparatus) e este, por sua vez, era conectado a um sistema de aquisicdo de

dados (PowerLab; ADInstruments) (Figura 2).

Transdutor de forga
Aorta
toracica
removida
)

Computador recebe
registros de forca
isométrica

0
I:I “Anel!l

Banho de orgaos

Cuba com solugao
de Krebs aerada,
37°C

Figura 2: Esquema representativo do ensaio de reatividade vascular.

Os anéis foram mantidos a uma tensao basal de 1 g. A contracdo maxima de cada
anel foi determinada em resposta a exposicao por 30 minutos ao KCI 125 mM. Apéds
quatro lavagens com solugdo de Krebs-Hanseleit e pausa de mais 30 minutos para
estabilizagdo, os mesmos foram pré-contraidos com serotonina (aproximadamente 10° M)
até atingirem entre 50 e 70% da contragdo maxima ao KCl 125 mM e entdo foram
submetidos a curvas de relaxamento em resposta a concentragdes crescentes do
agonista do receptor muscarinico acetilcolina (ACh, 10°M a 10°M). Em seguida, os anéis
passaram por novas lavagens e periodo de estabilizacdo antes de serem realizadas
curvas de contragdo em resposta a concentracdes crescentes de fenilefrina (Fe, 10°M a

10° M), um agonista de receptores a;-adrenérgicos seguidas de curvas de relaxamento
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em resposta ao doador de 6éxido nitrico nitroprussiato de sédio (NPS, 10 M a 10° M)
(DAVEL et al., 2006).

Alguns anéis de aorta dos animais do grupo taurina foram incubados por 30
minutos com superéxido dismutase (SOD; 150 U/ml, Sigma-Aldrich, Germany) ou
apocinina (Apo; 30 pM, Sigma-Aldrich, Germany) e entdo curvas de concentragao-
resposta a ACh foram novamente obtidas para que fosse avaliada a participagao do O, e
da NADPH oxidase, respectivamente, no relaxamento induzido por ACh. Ainda, alguns
anéis de aorta dos animais do grupo leucina foram incubados por 30 minutos com
LY294003 (30 uM, Sigma-Aldrich, Germany), um inibidor de fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) e em seguida esse anéis foram submetidos a curva de concentragdo em resposta
a ACh, afim de se avaliar a participacdo da via PI3K/Akt/eNOS nesse anéis, em
comparagao a anéis incubados apenas com DMSO, o veiculo de diluicdo do LY294002.
Diferentemente das curvas de relaxamento a ACh anteriormente descritas, as curvas
realizadas na presenca de LY294002, ou apenas de DMSO, foram realizadas em anéis
pré-contraidos com U-46619 (Sigma-Aldrich, Germany), um mimético de tromboxano A2,
ao invés de serotonina, para manutencao adequada do tonus de pré-contracao.

Para as curvas de concentracdo resposta a ACh, Fe e NPS obtidas foram
calculados os valores de resposta maxima (Emax) e de logaritmo negativo da

concentracao resultante em 50% da resposta maxima (-Log EC50 ou pD,).

3.5. Deteccao da geracao de ROS através da sonda DHE

A producgéo tecidual de ROS foi avaliada utilizando-se a sonda di-hidroetideo
(DHE). O DHE atravessa a membrana celular e, quando oxidado é transformado em
brometo de etidio, vermelho fluorescente, que se intercala com o DNA nuclear. Esta
sonda é particularmente sensivel a oxidagdao por superdoxido, em comparagao a outras
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espécies reativas como o peroxinitrito, o radical hidroxila, peréxido de hidrogénio, &nion
hipoclorito ou oxigénio singleto (PIECH et al., 2003). Para realizacao de tal ensaio, um
anel de aorta de aproximadamente 3 mm foi armazenado em meio para congelamento
Tissue-Tek® OCT™ (Sakura Finetek Inc., Torrance, EUA) e entdo criosecgbes de 14 pm
de espessura foram obtidas em criostato a -25°C. Entre trés e cinco cortes de cada
amostra foram colocados sobre laminas com silanina e sobre cada um deles foram
aplicados cem microlitros de solucdo de DHE (D23107, Life Technologies, CA, EUA,
2x107® M) diluido em tampéo fosfato 0,1M contendo DTPA (10 M). Para os controles
negativos da reagcdo, o DHE foi omitido da solu¢do. As laminas foram incubadas em
camara umida (37 °C, 30 minutos) ao abrigo da luz antes da visualizagédo da fluorescéncia
de cada corte em microscépio Olympus BX60. As imagens foram obtidas utilizando-se
objetiva 20X e analisadas com o Software Imaged (NIH, EUA). Os dados de fluorescéncia
ao DHE foram normalizados em fungéao da porcentagem relativa aos dados do grupo C,

para os quais foi atribuido um valor médio igual a 100%.

3.6. Analise da expressao de proteinas através da técnica de Western Blotting

O tecido adrtico remanescente dos ensaios de reatividade vascular e de DHE foi
armazenado a -80 °C e posteriormente homogeneizado em tampao de lise RIPA (Upstate,
Temecula, CA, EUA) diluido 1:10, acrescido de PMSF 1 mM (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA), coquetel inibidor de proteases 0,2% (PIC , Sigma-Aldrich) e os inibidores de
fosfatases ortovanadato de sédio (Naz;VO,, 10 mM, Sigma-Aldrich), fluoreto de sdédio
(NaF, 100 mM, Synth, Labsynth® , Sdo Paulo, Brasil) e pirofosfato de sédio decahidratado
(Na4P.07;.10H,O, 10 mM, Sigma-Aldrich) de acordo com método descrito previamente
(DAVEL et al., 2008). O material resultante foi entao centrifugado (2500 rpm, 15 minutos,
4 °C) e o sobrenadante, que constituia o extrato proteico, reservado. Estes extratos
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proteicos tiveram sua concentragdo de proteinas quantificada utilizando-se o kit disponivel
comercialmente (BCA Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EUA). Assim,
o volume de cada amostra correspondente a 50 ug de proteina foi diluido em igual volume
de Laemmli (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) contendo ditiotreitol (350 uM,
Amresco) e as amostras foram submetidas a eletroforese em geles de acrilamida (SDS-
PAGE 7,5% ou 10%) juntamente com o marcador de peso molecular Precision Plus (10 a
250 KDa, Bio-Rad Laboratories) em uma voltagem fixa em 100 mV. As proteinas contidas
no gel foram transferidas por 12 horas em amperagem fixa de 230 mA para membranas
de PVDF (Hybond-P, GE Healthcare, Amersham Place, Little Chalfont, Reino Unido).

As membranas obtidas foram incubadas durante uma hora e meia em tampao de
lavagem (10 mM Tris, 100 mM NaCl e Tween 20 0,1%, pH 7,4) contendo 5% de albumina
de soro bovino em pé (Sigma-Aldrich) para bloqueio de ligacdes inespecificas (solugdo de
bloqueio). Em seguida, as membranas foram incubadas por 12 horas com anticorpos
primarios diluidos em solugdo de bloqueio (1:1000) contra as seguintes proteinas alvo:
subunidade p85 da PI3K (#SC-423, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Calif., EUA);
Akt 1,2,3 (#SC-8312, Santa Cruz Biotechnology) total e fosforilada (p-) 5“"®p-Akt (#SC-
7985, Santa Cruz Biotechnology); eNOS, (#BD610297, BD Transduction Laboratories,
Franklin Lakes, NJ, EUA); **""""p-eNOS (#9571, Cell Signaling Technology); subunidade
a1l da GCs (#ab85445, Abcam Inc.); PDE-5 (#ab14672, Abcam Inc.), EC-SOD (#ADI-
SOD-106, Enzo Life Sciences, Farmingdale,NY, EUA); CuZn-SOD (#2770, Cell Signaling
Technology); Mn-SOD (#ADI-SOD-110, Enzo Life Sciences); p47-phox (#SAB2500674,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA); GP91-phox (#07-024, Millipore Corporation); GPX
(#ab22604, Abcam Inc.) e catalase (#C0979, Sigma-Aldrich).

ApOs a incubacao com anticorpo primario, as membranas foram lavadas quatro
vezes com tampéao de lavagem e em seguida incubadas durante uma hora e meia com
anticorpos secundarios anti-coelho, anti-camundongo ou anti-ovelha (dependendo do
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hospedeiro onde foi produzido o anticorpo primario), conjugados com peroxidase de
rabano e diluidos a uma proporcao de 1: 10.000 em solucao de bloqueio.

Os imunocomplexos foram detectados através da aplicagdo do método de
quimioluminescéncia aumentada do luminol ligavel a peroxidase (ECL, GE Healthcare,
Waukesha, WI, EUA) e entdo submetidos a autorradiografia (Hyperfim ECL, GE
Healthcare). Os sinais detectados referentes as proteinas alvo de cada amostra foram
quantificados com o software ImagedJ. A mesma membrana foi utilizada para determinar o
conteudo proteico de a-actina (#ab7817, Abcam, 1:10,000) para que seu conteudo fosse
utilizado para normalizar o conteido de proteinas totais, enquanto que as proteinas

fosforiladas foram normalizadas pelo contetdo de suas respectivas proteinas totais.

3.7. Analise da expressao de proteinas através da técnica de Multiplex

Para determinacdo da abundancia relativa de algumas proteinas na aorta dos
animais do grupo leucina foi utilizado o método do imunoensaio multiplex baseado em
microesferas com a tecnologia Luminex xXMAP. Para tal foram utilizados kits multiplex
disponiveis comercialmente (Millipore), que continham anticorpos/beads conjugados para
as proteinasde interesse: mTOR total e fosfoforilada (p-) ****®p-mTOR, S6K total e ""'?p-
S6K, STAT3 total e 5" p-STATS.

As medidas foram realizadas em extrato proteico de aorta (obtidos como descrito
no item 3.6) no equipamento Luminex 200TM (Luminex Corporation, Texas, EUA)
seguindo os procedimentos técnicos do fabricante, e entdo os dados foram analisados
pelo software xPONENT (Luminex). Os valores de fluorescéncia obtidos para as proteinas
de interesse foram divididos pelo volume de amostra utilizado (fluorescéncia/uL) e esse

valor foi entdo normalizado pela concentragéo proteica total (ug/pL) de cada amostra,
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obtendo-se o valor de fluorescéncia/ug de proteina (VIANA e GOMES-MARCONDES,

2013).

3.8. Expressao e Analise dos Dados

Os dados foram expressos como média + e.p.m. Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA 1- ou 2-vias utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Corp., Calif., EUA). Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. As diferencas entre os grupos analisados foram avaliadas

através do teste post-hoc de Bonferroni.

4. RESULTADOS

4.1. Efeitos da suplementacao dietética com leucina sobre as alteracoes

vasculares causadas pela restricao proteica pos-desmame

4.1.1. Peso corporal

O peso corporal inicial foi semelhante entre os grupos C, R, CL e RL. No final dos
tratamentos, os grupos alimentados com a dieta de restricdo proteica pdés-desmame
apresentaram peso corporal estatisticamente inferior ao dos ratos alimentados com dieta
normoproteica, o que indica que esta dieta, ainda que isocalérica, resulta em menor
ganho de peso corporal. A suplementagédo com leucina ndo alterou este padréo (Tabela

2).

20



Tabela 2: Peso corporal inicial, aos 21 dias de idade, e final, apos 90 dias de
protocolo, dos ratos dos grupos controle (C), restrito proteico pés-desmame (R) e
0os mesmos grupos dietéticos suplementados com leucina (CL e RL)

C(11) R (13) CL(9) RL (12)
Peso inicial (g) 654 62+3 613 59+4
Peso Final (g) 396 +13 189+7* 392 +13 188+5*

Valores sdo média £ e.p.m. Numero de animais utilizados no estudo entre parénteses.
ANOVA 1-via: *p<0,05 vs. C; *p<0,05 vs. CL.

4.1.2. Hemodindamica

Observou-se que a restricao proteica pés-desmame aumentou significativamente
os valores de PAS, PAD e PAM, e a suplementacdao com leucina normalizou ambos PAD
e PAM. A PAS dos ratos RL permaneceu em um valor intermediério, sem diferenca
detectavel estatisticamente nem com relagdo a R nem com relagédo a CL (Tabela 3). Os
valores de frequéncia cardiaca foram similares entre os grupos C, R, CL e RL (Tabela 3).
Tabela 3: Efeitos da restricao proteica pds-desmame e da suplementacao com
leucina sobre a pressao arterial sistdlica (PAS), diastdlica (PAD), média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC) dos ratos dos grupos controle (C), restrito proteico pos-
desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos tratados com leucina (CL e RL)

C R CcL RL
PAS (mmHg) 116 +3 137 £4 ** 118+ 6 127 +2
PAD (mmHg) 64+3 80 + 5 ** 61+3 66+3 "
PAM (mmHg) 82+2 103 £ 5 *** 81+3 88 + 3 **
FC (BPM) 363+ 16 404 + 18 369 + 11 383 + 14

Valores sdao média * e.p.m. N= 7-8 por grupo. ANOVA 2-vias: **p <0,01; ***p<0,001 vs. C;
“p <0,05; *'p<0,01 vs. R.
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4.1.3. Reatividade Vascular

Os anéis de aorta dos grupos experimentais C, R, CL e RL apresentaram
contratilidade semelhante em resposta ao KCl e a Fe (Tabela 4). J4 a curva de
relaxamento concentragao-resposta a ACh do grupo R foi deslocada para a direita em
relacdo ao grupo C (Figura 3A), com diminuicao da sensibilidade a este agonista (pD2)
neste grupo (Tabela 4). A suplementacdo com leucina normalizou a resposta de
relaxamento a ACh nos animais sob restricdo proteica, sem alterar esta resposta em
controles (Tabela 4; Figura 3A). O Emax em resposta a ACh nao foi modificado nem pela
dieta nem pela suplementacao com leucina (Tabela 4). O relaxamento aértico frente a
doses crescentes de NPS foi potencializado no grupo R com relagdo ao C, sendo também

normalizado pela suplementagcdo com leucina em RL (Tabela 4; Figura 3B).
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Figura 3: Curvas concentragao-resposta a acetilcolina (A) e ao nitroprussiato de sédio (B)
em anéis de aorta de ratos dos grupos controle (C), restrito proteico pés-desmame (R) e
0s mesmos grupos dietéticos tratados com leucina (CL e RL). Valores sdo expressos

como média = e.p.m. O numero de ratos utilizados aparece entre parénteses. ANOVA 2-
vias: *p<0,05 vs. C.
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Tabela 4: Valores de contracao ao KCI e de Emax e pD, das curvas de relaxamento
induzido por acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de sédio (NPS) e das curvas de
contracao induzidas por fenilefrina (Fe) na aorta de ratos controle (C), restrito
proteico pés-desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos tratados com leucina (CL

e RL)

Cc R CL RL
KCI
Delta (g) 2,06 £0,16 (14) 1,82 £0,14 (14) 1,96 £0,14 (11) 1,76 £ 0,08 (11)
Fe (% KCI)
pD; 6,79 + 0,21 (8) 6,94 £ 0,12 (9) 6,78 +0,13 (10) 6,79+ 0,17 (8)
Emax (%) 62,7 + 13,7 (8) 70,1 +£12,5(10) 78,4+ 13,2 (10) 70,4 + 13,7 (8)
Ach
pD; 7,45+ 0,07 (9) 7,11 +£0,11 (6)* 7,59+ 0,07 (9) 7,56 £ 0,10 (7)*
Emax (%) -90,4 +1,9 (9) -83,8+ 4,4 (7) -90,8 +2,0 (9) -95,5+ 3,3 (7)
NPS
pD; 7,79+0,21 (7) 8,30+ 0,10 (8)* 7,70+ 0,11 (10) 7,59+0,19 (7)"
Emax (%) -90,1+£ 3,8 (7) -103,3+ 3,9 (9) -94,4 +2,7 (10) -93,7+£ 3,9 (7)

Valores sdo média + e.p.m. O numero de animais utilizados estd entre parénteses.
ANOVA 1-via: * p <0,05 vs. C; "p<0,05 vs. R.

A incubacdo por 30 minutos com DMSO, veiculo do LY294002, causou uma
instabilbidade na manutengédo da pré-contracdo com serotonina. Assim, neste protocolo,
utilizou-se o U-46619 para gerar um tonus contratil nas aortas antes da curva de ACh.
Quando os anéis aérticos foram pré-contraidos com U-46619 também foi observada uma
reducao significativa da resposta de relaxamento a ACh no grupo R com relagao ao grupo
C, porém neste caso houve um prejuizo do Emax a ACh, normalizado pela
suplementacdo com leucina, mas sem alteracGes significativas na pD2 (Tabela 5). A
incubacao com LY294002, um inibidor seletivo de PI3K, causou uma reducao significativa
do relaxamento a ACh nos anéis de aorta dos grupos C, R, CL e RL, em comparagéao aos
anéis de seus respectivos grupos nao incubados (Figura 4, Tabela 5). Entretanto, a

diferenca estatistica entre as curvas de C vs. C + LY294002 (Figura 4A), CL vs. CL +
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LY294002 (Figura 4C) e RL vs. RL + LY294002 (Figura 4D) foi mais significativa
(p<0,001) do que a observada em R vs. R+LY294002 (p<0,05, Figura 4B). Além disso, 0
LY294002 foi capaz de reduzir o Emax da ACh em aorta dos grupos C, CL e RL, mas nao

em R (Tabela 5).
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Figura 4: Curvas de concentracao resposta a acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos
grupos controle (C), restrito proteico pés-desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos
tratados com leucina (CL e RL) pré-incubados ou ndo com LY294002 (30 puM). As
respostas de relaxamento sdo expressas como porcentagem da pré-contragdo induzida
por U-46619. Valores sdo expressos como meédia + e.p.m. O numero de ratos utilizados
aparece entre parénteses. ANOVA 2-vias: *p<0,05 e ***p<0,001 vs. respectivo grupo sem
incubacéo.
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Tabela 5: Efeitos da incubacdao com LY294002 sobre os valores de Emax e pD; das
curvas de relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh) na aorta de ratos controle
(C), restrito proteico pés-desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos tratados com
leucina (CL e RL)

C R CL RL
Ach
pD; 6,63+0,22(4) 6,70%£0,18(10) 6,78 +0,13 (6) 6,82 £ 0,24 (6)
Emax (%) -91,0+3,4(5) -705+59(8)* -87,0+28(6) -90,9+5,0 (6)
ACh+ LY294002
pD, 6,97+020(7) 630+0,12(8) 6,59+0,13(6) 6,55+0,15 (10)
Emax (%) -71,3+5,6 (8)* -66,2+2,3 (8) -69,1+6,3(7)" -67,4+43(10)*

Valores sdao média + e.p.m. O numero de animais utilizados aparece entre parénteses.
ANOVA 2-vias: *p<0,05 vs. C; *p<0,05 vs. R; *p<0,05 vs. respectivo grupo sem incubacéo.

4.1.4. NO, plasmatico e tecidual

Nao foram encontradas diferencgas significativas no conteddo de nitrito e nitrato

(NOy) nem no plasma nem nas aortas dos ratos dos grupos C, R, CL e RL (Figura 5).
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Figura 5: Niveis teciduais aérticos (A) e plasmaticos (B) de nitrito/nitrato (NO,) dos ratos
controle (C), restrito proteico pdés-desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos tratados
com leucina (CL e RL). O conteudo de NO, na aorta foi normalizado pelo contetdo
proteico total do tecido homogeneizado. Valores sdo expressos como média = e.p.m. O
nuamero de animais utilizados aparece dentro das barras. ANOVA 2-vias.
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4.1.5. Western Blotting

A expressao de PI3K ndo foi alterada pela restricdo proteica, mas a
suplementacdo com leucina elevou a expressao desta proteina em controles e restritos
(Figura 6A). Os conteudos de Akt e eNOS totais foram semelhantes entre os subgrupos
C, R, CL e RL (Figuras 6B e 6D). No entanto, as expressdes de **°p-Akt e de *°""""p-
eNOS foram reduzidas pela restricao proteica, sendo normalizadas pela suplementacao
com leucina (Figuras 6C e 6E). Em comparacdo com C, a expressao de PDE-5 foi
reduzida em R e normalizada pela suplementagdo com leucina (Figura 6F). A expressao

de GCs-a-1 nao diferiu entre os grupos avaliados (Figura 6G).
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Figura 6: Imagens representativas (painéis superiores) e analises densitométricas (em
grafico) da expressdo proteica de PI3K (A), Akt (B), ***®p-Akt (C), eNOS(D), 5""""p-
eNOS (E), PDE-5 (F) e GCs-a-1 (G) na aorta toracica de ratos dos grupos controle (C),
restrito proteico pds-desmame (R) e dos mesmos grupos dietéticos suplementados com
leucina (CL e RL). A expressao das proteinas fosforiladas(p) foi normalizada pelo
conteludo de suas respectivas proteinas totais (razao fosforilada/total), enquanto que a
expressao das proteinas totais foi normalizada pelo conteudo de a-actina de cada
amostra. Valores sao media * e.p.m. O numero de animais utilizados esta dentro das
barras. ANOVA 2-vias: *p <0,05 vs. C; "p <0,05 vs. R.
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4.1.6. Multiplex

O contetdo de %***®p-mTOR nao foi alterado nem pela restricdo proteica pos-
desmame nem pela suplementagdo com leucina (Figuras 7A). Ja as expressbes das
formas fosforiladas das proteinas S6K em Thr 412 e de STAT3, em Ser 727, foram
significativamente elevadas na aorta de ratos desnutridos, parametros estes que foram

normalizados pela suplementacdo com leucina nos animais RL (Figura 7B e 7C).
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Figura 7: Contetdo proteico de 5°?*®p-mTOR (A),™*'?p-S6K (B) e *"?p-STAT3 (C) na
aorta toracica de ratos dos grupos controle (C), restrito proteico pdés-desmame (R) e dos
mesmos grupos dietéticos suplementados com leucina (CL e RL). A expressdo das
proteinas fosforiladas avaliadas (p-) foi normalizada pelo conteddo de suas respectivas
proteinas totais. Valores sdo media + e.p.m. O numero de animais utilizados esta dentro
das barras. ANOVA 2-vias: *p<0,05 vs. C; "p<0,05 vs. R.
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4.2. Efeitos da suplementacdo dietética com taurina sobre as alteracoes

vasculares causadas pela restricao proteica pés-desmame

4.2.1. Peso corporal

O peso corporal dos animais pertencentes aos subgrupos C, R, CT e RT nao
diferiu no inicio do tratamento (Tabela 6). Ao final dos 90 dias, a restricao proteica causou
diminuicdo do peso corporal de R em relagdo a C, efeito parcialmente prevenido pela
taurina, uma vez que o peso corporal final dos ratos RT foi significativamente maior em

comparacao a R, embora seja menor do que o peso final dos animais CT (Tabela 6).

Tabela 6: Peso corporal inicial, aos 21 dias de idade, e final, apés 90 dias de
protocolo, dos ratos dos grupos controle (C), restrito proteico pés-desmame (R) e
0s mesmos grupos dietéticos suplementados com taurina (CT e RT)

C (8) R (10) CT(9) RT (10)
Peso inicial (g) 58 + 2 58 + 2 53 + 2 57 +2
Peso Final (g)  412+19 177 +6 * 433 + 4 235 + 13+

Valores sdo média + e.p.m. Numero de animais utilizados no estudo entre parénteses.
ANOVA 1-via: *p <0,05 vs. C; *p<0,05 vs. R;¥p<0,05 vs. CT.

4.2.2. Hemodinamica

Os valores de PAS, PAD e PAM foram elevados no grupo R em comparagado com
C (Tabela 7). A suplementagdo com taurina atenuou a elevacdo da PAS nos animais
submetidos a restricdo proteica, todavia este parametro ainda permaneceu elevado
quando comparado aos valores de CT (Tabela 7). A taurina ndo foi capaz de reduzir

significativamente os valores de PAD e nem de PAM no grupo RT em comparacéo ao R
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(Tabela 7). A frequéncia cardiaca ndao se mostrou alterada nem pela restricao proteica e

nem pela suplementacado com taurina (Tabela 7).

Tabela 7: Efeitos da restricao proteica pds-desmame e da suplementacao com
taurina sobre a pressao arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM) e
sobre a frequéncia cardiaca (FC) dos ratos controle (C), restrito proteico pos-
desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos suplementados com taurina (CT e RT)

(o R CT RT
PAS (mmHg) 116 £3 142 £ 2*** 118 +2 128 + 3+
PAD (mmHg) 65 + 4 88 + 5 *** 64 + 4 79 + 4%
PAM (mmHg) 84 +3 110 £ 4 *** 84+3 98 + 4%
FC (BPM) 363+ 17 395+ 16 353+ 10 386+ 9

Valores sdo média + e.p.m. N=7-10 animais por grupo. ANOVA 2-vias: *** p <0,001 vs. C;
**p <0,01 vs. R; *p <0,05 vs. CT.

4.2.3. Reatividade Vascular

Nao foram observadas diferencas significativas na resposta contratil das aortas
tanto em resposta ao KCI quanto a fenilefrina entre os grupos C, R, CT e RT (Tabela 8). A
curva de relaxamento em resposta a ACh se mostrou deslocada para a direita no grupo R
em relagdo a C, com valores de pD, diminuidos, indicando reducao da sensibilidade a
este agonista neste grupo (Figura 8A). O tratamento com taurina n&o provocou
modificacbes em relagdo a resposta relaxante a ACh no grupo alimentado com dieta
normoproteica (Figura 8A). Entretanto, a suplementacdo com este aminoacido ao longo
do protocolo dietético de restricdo proteica evitou que o grupo RT apresentasse reducao
no relaxamento a ACh, mantendo valores de pD, semelhantes entre RT e CT (Tabela 8;
Figura 8A). A resposta de relaxamento ao NPS que foi exacerbada no grupo R em
comparagdo a C, apresentado maiores valores de pD2, nao foi influenciada pelo
tratamento com taurina (Figura 8B, Tabela 8). Os valores de Emax de C, R, CT e RT séao
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semelhantes na resposta NPS (Tabela 8). Ja na resposta a ACh, o Emax do grupo RT foi
significativamente maior que o de de R, porém ndo foi encontrada diferenga neste

parametro entre os grupos C e R nem entre CT e RT (Tabela 8).
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Figura 8: Curvas de concentracao resposta a acetilcolina (A) e ao nitroprussiato de sédio
(B) e em anéis de aorta de ratos dos grupos controle (C), restrito proteico pds-desmame
(R) e os mesmos grupos dietéticos tratados com taurina (CT e RT). As respostas de
relaxamento sdo expressas como porcentagem da pré-contracdo induzida por serotonina
(A) ou fenilefrina (B). Valores sdo expressos como média + e.p.m. O numero de ratos
utilizados aparece entre parénteses. ANOVA 2-vias: *p <0,05 vs.C; ¥p<0,05 vs. CT.
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Tabela 8: Valores de contracdao ao KCIl e de Emax e pD, das curvas de relaxamento
induzido por acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de sédio (NPS) e das curvas de
contracao induzidas por fenilefrina (Fe) na aorta de ratos controle (C), restrito
proteico pés-desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos tratados com taurina (CT
e RT)

C R CT RT

KCl

Delta (g) 2,06 +0,16 (14) 1,86+0,14(13) 1,96+0,17(5) 1,55+ 0,06 (7)
Fe (%KCl)

pD, 6,76 +0,09(5) 6,75+0,07(5) 6,83+0,06(5) 6,54+0,21(6)

Emax (%) 80,1+6,6 (5) 79,8 £10,5 (5) 99,8 +12,2 (4) 75,2+ 4,5 (5)
ACh

pD, 7,80+0,08(9) 7,41+0,12(8) 7,83+0,10(9) 7,78 +0,10 (12)"
Emax (%) 931+22(9) -812+64(8)  -921+25(9) -949+18(12)
NPS

pD, 777+0,23(5) 821+0,09 (5 7.65+0,16(5) 8,36+0,13(7)
Emax (%) 92,0+17(5)  -988+22(5)  -923+35(5) -944+15 (7)

Valores sdo média = e.p.m. O numero de animais utilizados aparece entre parénteses.
ANOVA 1-via: *p <0,05 vs. C; *p<0,05 vs. R; ¥p<0,05 vs. CT.
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As incubacbes dos anéis de aorta dos ratos R com SOD ou apocinina
normalizaram o relaxamento induzido pela ACh deste grupo, revertendo a reducdo da
sensibilidade da aorta (pD2) a ACh causada pela restricao proteica (Figura 9B; Tabela
9). Nos anéis de aorta dos grupos C, CT e RT, nem a incubagdo com SOD nem com
apocinina causaram efeito significativo sobre a resposta de relaxamento da ACh (Figuras

9A, 9C e 9D; Tabela 9).
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Figura 9: Curvas de concentragdo-resposta a acetilcolina em anéis de aorta de ratos dos
grupos controle (C), restrito proteico pés-desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos
tratados com taurina (CT e RT) pré-incubados ou ndo com superoxido dismutase (SOD
150 U/ml) ou apocinina (Apo 30 uM). As respostas de relaxamento sdo expressas como
porcentagem da pré-contragdo induzida por serotonina. Valores sdo expressos como
média * e.p.m. O nimero de ratos utilizados aparece entre parénteses. ANOVA 2-vias: "p
<0,05 vs. R.

33



Tabela 9: Efeitos da incubacao com superoxido dismutase (SOD) e apocinina (Apo)
sobre os valores de Emax e pD, das curvas de relaxamento induzido pela
acetilcolina (ACh) na aorta de ratos controle (C), restrito proteico pés-desmame (R)
€ 0S mesmos grupos dietéticos tratados com taurina (CT e RT)

Cc R CT RT
Ach
pD; 7,76 +0,12(4) 6,84+0,28(4)* 7,70+0,18(4) 7,61+0,09 (4)*
Emax (%) -85,3+1,7 (5) -91,0+ 3,1 (4) -89,4+3,5 (4) -92,5+ 3,7 (5)
ACh+SOD
pD; 7,40+0,30 (4) 7,80+0,23 (4)* 7,73+0,25 (5) 7,58 £ 0,11 (4)
Emax (%) -86,8 +4,7 (4) -95,4 + 2,6 (5) -93,1+£3,3(5) -97,1+2,1 (4)
ACh+Apo
pD; 7,29+0,22(4) 7,67+0,20 (4)*  7,61+0,24 (4) 7,60 £ 0,07 (6)
Emax (%) -87,6 + 3,6 (4) -94,9 + 4,0 (5) -91,0+ 5,8 (4) -91,9+2.2 (6)

Valores sdao média + e.p.m. O nimero de animais utilizados aparece entre parénteses.
ANOVA 1-via: *p<0,05 vs. C; *p<0,05 vs. R; *p<0,05 vs. respectivo grupo sem incubagao.

4.2.4. NO, plasmatico

A restricao proteica pés-desmame ou a suplementacdo com taurina, isoladamente,
nao foram fatores capazes de alterar os niveis de NO, plasmatico (Figura 10). Contudo,
os animais RT, que foram submetidos a desnutricdo concomitante com a suplementagéo
com taurina, apresentaram um acentuado aumento dos niveis plasmaticos de NO, em
comparagdo aos demais grupos, indicando a interacdo entre os dois fatores, restricao

proteica pds-desmame e suplementagcédo com taurina (Figura 10).
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Figura 10: Niveis plasmaticos de nitrito/nitrato (NO,) dos ratos controle (C), restrito
proteico pés-desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos tratados com taurina (CT e
RT). Valores sao expressos como média + e.p.m. O numero de animais utilizados aparece
dentro das barras. ANOVA 2-vias: *p <0,05 vs. R; ¥p<0,05 vs. CT.

4.2.5. Produgao de ROS em aorta

A fluorescéncia da sonda DHE foi significativamente mais intensa na aorta dos
animais R em relacdo a C, sendo que a suplementagdo com taurina 2,5% na agua de
beber dos animais RT foi capaz de restaurar estes valores (Figura 11), indicando que a
restricdo proteica pds-desmame induz estresse oxidativo vascular que € prevenido pela

suplementacdo com taurina.
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Figura 11: Andlise representativa (esquerda) e quantitativa (direita) da fluorescéncia ao di-
hidroetideo (DHE) em cortes transversais de aorta toracica de ratos dos grupos controle
(C), restrito proteico pds-desmame (R) e os mesmos grupos dietéticos tratados com
taurina (CT e RT). A producao de ROS foi avaliada através da transformagao de DHE em
brometo de etidio (vermelho fluorescente). Os dados sdo expressos como porcentagem
relativa ao grupo C. Valores sdo média + e.p.m. O numero de animais utilizados esta
dentro das barras. ANOVA 2-vias: *p<0,05 vs. C; 'p<0,05 vs. R.

4.2.6. Western Blotting

A expressao proteica total de eNOS nao foi diferente entre os grupos C, R, CT e
RT (Figura 12A). J4 o conteudo proteico de EC-SOD apresentou-se reduzido em R,
sendo normalizado pela suplementacéo deste grupo com taurina (Figura 12B). Mn-SOD
tem a expressao aumentada em aorta de R em comparacao a C e a taurina ndo modificou
este padrao de resposta (Figura 12C). Ja a expressao proteica da subunidade p47-phox
da NADPH oxidase revelou-se aumentada em decorréncia da restricdo proteica poés-
desmame e a suplementacdo com taurina foi efetiva em normalizar este parametro
(Figura 12E). Os conteudos proteicos de CuZn-SOD, da subunidade GP91-phox da
NADPH oxidase, da GPX e da catalase foram semelhantes entre os quatro grupos

analisados (Figuras 12D, 12F, 12G e 12H).
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Figura 12: Imagens representativas (painel superior) e analises densitométricas (graficos
de barras) das expressodes proteicas de eNOS (A), EC-SOD (B), Mn-SOD (C), CuZn-SOD
(D), p47-phox (E), GP91-phox (F), GPX (G) e Catalase (H) na aorta toracica de ratos dos
grupos controle (C), restrito proteico pés-desmame (R) e dos mesmos grupos dietéticos
suplementados com taurina (CT e RT). A expressao das proteinas avaliadas foi
normalizada pelo conteludo de a—actina em cada amostra (razao proteina total/a—actina).
Valores sao media + e.p.m. O numero de animais utilizados esta dentro das barras.
ANOVA 2-vias: *p<0,05 vs. C; *p<0,05 vs. R; *p<0,05 vs. CT.
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5. DISCUSSAO

5.1. Efeitos da restricao proteica pos-desmame

No presente estudo, assim como em trabalhos prévios da literatura, os animais
submetidos a dieta hipoproteica logo apés o desmame por 90 dias continuos
apresentaram menor ganho de peso corporal (FILIPUTTI et al., 2008; 2010; DA SILVA et
al., 2010; 2012), culminando com uma reducdo de aproximadamente 50% da massa
corpérea ao final do tratamento, que € o inicio da fase adulta do animal. Estes autores
também demonstraram que ha uma redugdo significativa do peso dos 6érgédos e do
contetdo plasmatico de proteinas totais e albumina, associado a uma maior quantidade
de &cidos graxos livres, embora a glicemia de jejum, os niveis de ftriglicérides e de
colesterol sejam normais. Assim, este modelo experimental foi validado como um modelo
de desnutricao proteica pds-desmame.

E bem descrito que a desnutricdo proteica durante a gestagdo causa redugédo
significativa do peso do feto ao nascer e predispde ao desenvolvimento de doencas
enddcrinas e cardiovasculares como hipertensao arterial e diabetes (HEYWOQOD et al.,
2004; FRANCO et al., 2009; TORRENS et al., 2009). Similarmente, a alimentagdo com
uma dieta com escassez de proteinas na fase inicial da vida também leva a uma reducao
significativa do ganho de massa corporal e aumenta a propenséao a disturbios metabdlicos
destacando-se, neste caso uma reducdo da secrecdo de insulina pelas ilhotas
pancreaticas em resposta a estimulos como alta glicose em ratos e camundongos
(FILIPUTTI et al., 2008; 2010; AMARAL et al., 2010; BATISTA et al., 2010; DA SILVA et
al., 2010; 2012).

Especificamente no sistema cardiovascular tem sido demonstrado que a
alimentacao de ratos com uma dieta com baixo teor proteico (6%) logo ap6s o desmame
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por 35 dias seguidos pode cursar com aumento da pressao arterial sistolica e diastélica e
da frequéncia cardiaca (OLIVEIRA et al., 2004; LOSS et al., 2007; MARTINS et al., 2011);
aumento da variabilidade da pressao arterial (OLIVEIRA et al., 2004); disfungdo do
barorreflexo (TROPIA et al., 2001; LOSS et al., 2007); hipertrofia cardiaca e disfungao
ventricular diastolica (MURCA et al., 2012). De acordo com estes dados, no presente
estudo também observamos um discreto, mas significativo, aumento da presséao arterial
sistolica, diastélica e média, sem alteracdo da frequéncia cardiaca. Este aumento de
pressao arterial pode estar associado a um aumento da atividade simpatica nestes
animais, tanto para o coracdo como para a vasculatura, neste caso alterando o controle
do ténus vasomotor (TROPIA et al., 2001; MARTINS et al., 2011).

Avaliamos a resposta contratil vascular induzida por alta concentracéo de KCI, que
induz vasoconstricdo independente de receptor por causar despolarizagdo das células
musculares lisas, e a fenilefrina, um agonista do receptor a;-adrenérgico. Ambas as
respostas contrateis ndo foram alteradas pela desnutricdo proteica pds-desmame. De
acordo, de Belchior e colaboradores demonstram que ratos tratados com dieta com baixo
teor proteico (9%) por 90 dias ndo apresentam alteracdo da resposta contratil em aorta
(DE BELCHIOR et al.,, 2012). Mas estes autores demonstraram que ha aumento da
resposta contratil a fenilefrina em leito vascular caudal de animais submetidos a
desnutricdo proteica pés-desmame, indicando que o aumento do ténus vasomotor em
artérias de resisténcia poderia ser um dos mecanismos envolvidos no aumento da
pressao arterial por um aumento da resisténcia vascular periférica na situacdo de
restricao proteica.

Em diferentes doencas cardiovasculares, a alteragdo do controle do tbnus
vasomotor pode acontecer, entre outras causas, devido ao desenvolvimento de disfungao
endotelial, que caracteriza-se pela alteracdo na sintese, liberacdo e/ou acao de fatores
vasoativos pelas células endoteliais, que pode levar a prejuizo do controle do ténus
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vascular, como redug¢do da acao vasodilatadora de substancias que agem de maneira
dependente do endotélio. A ocorréncia de disfuncdo endotelial em ratos nascidos de
maes submetidas a restricdo calérica durante a gravidez apresenta-se detalhadamente
descrita na literatura: foi demonstrado que a prole (machos e fémeas) de ratas Wistar
submetidas a restricao nutricional calérica (50% da dieta ad libitum) no periodo da
gravidez apresenta hipertensdo arterial e disfuncdo endotelial caracterizada por
diminuicdo da vasodilatacdo dependente do endotélio em resposta a acetilcolina e a
bradicinina em aorta e leito vascular mesentérico (FRANCO et al., 2002; 2003; 2009).
Brawley e colaboradores demonstraram pela primeira vez que a restricao dietética
especifica de proteinas (9%) durante a gravidez causa significativo prejuizo na resposta
de relaxamento endotélio-dependente em artérias de resisténcia da prole gerada, mesmo
sendo a dieta isocalérica em comparacdo as maes controles alimentadas com dieta
normoproteica (BRAWLEY et al., 2003). No presente estudo investigamos se a
alimentacdo com uma dieta com restricdo proteica na fase pds-natal poderia causar
alteracédo da funcao endotelial.

Demonstrou-se aqui que a administracdo de dieta hipoproteica (6%) apds o
desmame até a fase adulta causa prejuizo da vasodilatacido dependente do endotélio
induzida pela acetilcolina em aorta de ratos. Recentemente, Lebreton e colaboradores
publicaram que a desnutricdo proteica em ratos adultos por 14 dias causa disfuncéo
endotelial em artéria mesentérica de resisténcia, sendo que a ingestdo cal6rica dos
animais restritos foi similar aos controles normoproteicos (LEBRETON et al., 2013). O
presente estudo observou um efeito similar, entretanto relata pela primeira vez a
ocorréncia de disfuncao endotelial provocada pela restricdo unicamente proteica em um
vaso de condutancia, no caso a aorta, e numa fase crucial do desenvolvimento, que
corresponde logo ap6s o nascimento do individuo até a entrada na fase adulta. Além
disso, o presente trabalho é o primeiro a propor mecanismos de sinalizacdo celular
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envolvidos nesta alteragdo, uma vez que até o momento, ndo sdo descritos na literatura
0S mecanismos que estariam associados a disfuncdo endotelial causada pela restricao
proteica apds o nascimento.

Franco e colaboradores demonstraram que a restricdo alimentar maternal causa
disfuncao endotelial na prole associada a redugao da atividade e da transcricao génica de
eNOS (FRANCO et al., 2002). Em corroboragao, dados do mesmo grupo de pesquisa
demonstraram que ha reducao significativa da producédo de NO, inferida pela medida da
fluorescéncia da sonda diaminofluoresceina-2A (DAF-2A) na aorta desta prole (FRANCO
et al., 2009). Porém, artérias isoladas de animais filhos de maes submetidas a restricao
proteica isocalérica podem apresentar ou ndo redugdo dos niveis de RNAm para eNOS
(LAMIREAU et al.,, 2002; TORRENS et al., 2006; 2009). No presente estudo nao
observamos modificacdo da expressao total desta enzima, mas sim uma significativa
reducdo da expressao de sua forma ativada por fosforilagdo no residuo Ser1177, o que
poderia explicar, ao menos em parte, a reducao da resposta de relaxamento a acetilcolina
na aorta dos animais restritos. Contrariam;ente, de Belchior e colaboradores
demonstraram que ha um aumento do conteudo total de eNOS na aorta de ratos
submetidos a desnutricao proteica pés-desmame. Entretanto, no referido trabalho, a dieta
administrada apresentou, além de baixo teor proteico, alta quantidade de carboidratos e
baixa quantidade de vitaminas, além de ser hipercalérica, o que dificulta a interpretacao
dos efeitos da restricdo proteica per se na vasculatura (DE BELCHIOR et al., 2012).

Em vasos sanguineos de animais com disfungao endotelial associada a disturbios
metabdlicos, como a diabetes tipo I, pode ser observada a diminuicdo da fosforilacdo de
eNOS em Ser1177 (TAGUCHI et al., 2012). Nestes casos, a reducdo da 5"'"""p-eNOS
estd associada a um prejuizo da atividade da via PI3K, que culmina com prejuizo da
fosforilagdo da Akt em seus sitios de ativacao (KOBAYASHI et al., 2004). No presente
trabalho demonstrou-se pela primeira vez que a restricdo proteica pds-desmame pode
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provocar prejuizo da fosforilagdo da Akt no sitio de ativagdo Ser473, e assim este
mecanismo pode estar diretamente relacionado a reducao da ativacdo da eNOS, uma vez
que a Akt ativa pode fosforilar a eNOS no residuo Ser1177 (DIMMELER et al., 1999;
FULTON et al., 1999; LUO et al., 2000). De acordo com esta hipétese, no presente estudo
demonstrou-se que a inibigdo da via PI3K/Akt pela incubacdo das aortas com LY294002
causou redugao significativa do relaxamento a ACh no grupo controle, mas apresentou
efeito minimizado nas aortas dos animais submetidos a restricao proteica. Estes dados
indicam que o prejuizo na ativagdo da via PI3K/Akt em células vasculares esta
relacionado ao prejuizo endotelial deste grupo experimental, uma vez que na presenca do
LY294002 ndo ha diferenga na resposta de relaxamento a ACh entre anéis oriundos de
ratos que cresceram recebendo dieta normoproteica e o de ratos alimentados com dieta
hipoproteica apds o desmame.

Apesar da redugdo da expresséo de 5"’

p-eNOS e do menor relaxamento a ACh
observados na aorta dos animais submetidos a restricdo proteica, ndo observamos
modificagdo dos niveis plasmaticos nem teciduais de nitrito/nitrato (NOy) nestes animais
com relacao ao grupo controle. Sabe-se que a avaliacdo dos niveis de NO, é um método
indireto utilizado para avaliar a producdao de NO, uma vez que, através deste método
quantifica-se nitrito e nitrato, metabdlitos do NO. Assim, o uso de metodologias que
avaliem diretamente os niveis de NO ao invés de seus metabdlitos, como a sonda DAF-
2A ou 0 uso de um sensor que detecta NO amperométricamente (CERON et al., 2001)
poderiam gerar resultados de producao/biodisponibilidade de NO mais precisos.

Além disso, as aortas utilizadas para as medidas de NO, n&o foram previamente
estimuladas com ACh, fator este que indicou a disfungdo endotelial na aorta do grupo de
animais restritos, 0 que pode indicar que ndo ha prejuizo do NO basal, mas sim
dependente da estimulagédo por um fator ativador da eNOS. De acordo com esta hipétese,

ao avaliar a producao de NO utilizando-se a sonda DAF-2A na aorta de animais controle,
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restritos e restritos suplementados com micronutrientes, Franco e colaboradores nao
observaram diferencas nos valores obtidos no estado basal, mas apenas quando os
vasos foram incubados com ACh (100 uM) e observou-se que a producao tecidual de NO
dos animais restritos era reduzida e foi recuperada pela suplementacdo dietética em
questao (FRANCO et al., 2009).

A biodisponibilidade e acado relaxante do NO podem estar prejudicadas nao
apenas pela alteracdo de sua sintese, mas também devido ao aumento da degradacao
desta molécula por um possivel estado de desbalango redox. Franco e colaboradores
demonstraram aumento da atividade da enzima NADPH oxidase que culmina com
estresse oxidativo e reducdo de NO na aorta de ratos filhos de maes submetidas a
restricao nutricional (FRANCO et al., 2003). De acordo com estes dados, foi demonstrado
que a perfuséo do leito vascular mesentérico com apocinina, um inibidor da atividade da
NADPH oxidase, restaura o relaxamento vascular prejudicado a acetilcolina e a
bradicinina neste leito vascular.

No presente estudo observou-se aumento da producado de ROS na aorta toracica
dos animais restritos pds-desmame, indicado pelo aumento da fluorescéncia da sonda
DHE e, na presenca de apocinina ou de SOD, a resposta a ACh foi normalizada no grupo
restrito. Além disso, observou-se na aorta dos animais submetidos a restricdo proteica
uma reducdo da expressdao de EC-SOD concomitante com aumento da expressao da
subunidade p47-phox, ativadora da atividade catalitica da NADPH oxidase. Assim, em
conjunto, estes dados sugerem que a alimentagcado pos-natal com uma dieta de restricao
proteica, mesmo isocalérica, induz estresse oxidativo na aorta de maneira dependente da
ativacdo da NADPH oxidase, e este mecanismo corrobora para o quadro de disfuncao
endotelial neste modelo experimental.

Apesar da reducgéo da expressao de EC-SOD, houve um aumento do conteudo de
Mn-SOD na aorta dos animais submetidos a restricao proteica. Na literatura, a Mn-SOD é
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descrita como a isoforma que pode ser induzida na protegdo contra diversos agente
oxidantes, acdo esta fundamental para a manutencdo do equilibrio oxidativo
(MACMILLAN-CROW e CRUTHIRDS, 2001). Entretanto, mesmo com o aumento da
expressao desta enzima antioxidante, houve um aumento de ROS vascular no grupo
restrito. Ao medir o conteldo das trés diferentes isoformas de SOD na parede de artérias
coronarias e aorta toracica, Starlin e colaboradores relataram que a EC-SOD ¢ a isoforma
vascular mais abundante neste tecido (STARLIN et al., 1995). Em humanos acometidos
pela faléncia cardiaca crénica, o relaxamento da artéria radial em resposta a injecéo de
vitamina C é diminuido, efeito este relacionado a diminuicdo da atividade da EC-SOD
neste vaso (LANDMESSER et al., 2002). Assim, a queda do conteudo proteico de EC-
SOD na aorta dos ratos submetidos a restricdo proteica pés-desmame pode estar
anulando funcionalmente a acédo antioxidante provocada pelo aumento da expressao de
Mn-SOD, dada a maior abundancia relativa de EC-SOD.

Outro fator indicativo de injuria vascular observado na aorta dos animais
submetidos a restricdo proteica pds-desmame foi 0 aumento da ativacao via fosforilacdo
em Ser 727 de STAT3. Tal fosforilacdo pode ocorrer através da acdo de diversas
quinases, como PI3K, ERK1/2, mTOR, Src e JAK2, dependendo do tecido analisado e do
estimulo a ele aplicado (KAKISIS et al., 2005, DUAN et al., 2013). Os efeitos da ativagéo
desta quinase podem ser diversos e dependem do estimulo e do tecido/6rgdo em
questao, mas em geral, a ativagdo desta via apresenta efeitos de progressdo do ciclo
celular, diferenciagdo celular e anti-apoptose (KIM et al., 2007). De acordo com esta
hipdtese, foi demonstrado que apds isquemia seguida de reperfusao (I/R) o coragédo de
camundongos knockout para STAT3 endotelial (STAT3-KO) tem prejuizo na recuperagao
dos niveis normais de funcdo cardiaca e diminuicao da integridade da membrana celular
de cardiomiécitos em comparagdo com o observado no coragdo de animais controle
(WANG et al., 2007). Ainda, a ativagdo de STAT3 é um dos fatores que medeiam a
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proliferagéo de células musculares lisas de aorta em cultura quando expostas a ciclos de
estiramento (KAKISIS et al., 2005). Entretanto, apesar de contribuir para sobrevivéncia
celular, a ativagao da STAT3 pode levar a alteragbes estruturais e/ou funcionais no 6rgao-
alvo sob injuria. Foi demonstrado que células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVECSs) expostas ao fator de necrose tumoral a (TNF-a) apresentam estresse oxidativo
e morte celular, associado a ativacao de JNK, p38 e STAT3 (KIM et al., 2007). Ja esta
estabelecido na literatura que a ativacao das MAPKs JNK e p38 podem mediar os efeitos
de injuria tecidual observados em resposta ao TNF-a. Entretanto, os efeitos da ativagéo
de STAT3 ainda ndo sdo tao claros e podem apresentar acao anti-ou pré-apoptética
dependendo do tecido e do estimulo (KIM et al., 2007).

O efeito pré-apoptético da STAT3 em células endoteliais foi demonstrado em
HUVECs expostas ao estresse oxidativo através de sua incubacdo com perdxido de
hidrogénio. Nestas células tanto o bloqueio farmacolédgico da ativagédo de STAT3, quanto
o silenciamento da traducao desta proteina pela técnica de RNA de interferéncia
melhoraram o indice de viabilidade celular e diminuiram o indice apoptotico (DUAN et al.,
2013). Assim, no modelo de restricao proteica p6s-desmame avaliado no presente estudo,
a ativacao de STAT3 pode ser fruto do estresse oxidativo observado na aorta destes
animais. A ativacdo de STAT3 observada aponta a ocorréncia de injuria tecidual na aorta
dos ratos submetidos a restricdo proteica, uma vez esta proteina é ativada perante
estimulos potencialmente danosos para a célula. Entretanto o resultado da ativagédo desta
proteina na aorta dos ratos desnutridos ainda é indefinido, uma vez que sao descritos na
literatura tanto efeitos maléficos, como a injdria tecidual, quanto benéficos, como a
sobrevivéncia celular, relacionados ao aumento da ativagdo da STAT 3 (KAKISIS et al.,
2005; KIM et al., 2007; WANG et al., 2007; DUAN et al., 2013).

Os anéis de aorta de ratos submetidos a restricdo de proteica apresentaram ainda
uma resposta de relaxamento exacerbado ao doador de NO nitroprussiato de sédio. Este
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efeito foi associado a uma redugdo significativa de PDE-5 na aorta dos ratos desnutridos,
0 que pode explicar o aumento da vasodilatagcdo ao nitroprussiato de sddio por aumentar
a meia-vida do GMPc. Este pode ser um mecanismo compensatério em resposta a
reducao da biodisponibilidade do NO induzido pela restricao proteica.

Assim, em resumo, a restricao proteica pés-desmame causou disfungéo endotelial
indicada por prejuizo significativo de relaxamento a ACh em aorta de ratos, que foi
associado a reducdo da ativacdo da via Aki/eNOS e ao estresse oxidativo local
dependente da NADPH oxidase e reducdo da expressao da enzima antioxidante EC-
SOD. A ativacao de mecanismos potencialmente compensatérios como o aumento da
expressédo proteica Mn-SOD, PDE-5 e STAT3 podem ter amenizado os efeitos da
restricdo proteica, mas ndo foram capazes de impedir 0 desenvolvimento da disfuncao

endotelial e do estresse oxidativo.

5.2. Efeitos da suplementacao com leucina

A suplementagcdo com leucina nao recuperou o déficit de crescimento observado
nos animais submetidos a restricdo alimentar de proteinas durante o periodo de
crescimento pos-desmame. Estes dados estdo de acordo com trabalhos prévios da
literatura utilizando o mesmo modelo experimental e dose de leucina (DA SILVA et al.,
2012). Na literatura, este aminoacido é apontado como o principal responséavel pelo
aumento da sintese proteica estimulado pelos aminoacidos de cadeia ramificada.
Todavia, a oferta de altas concentra¢des de leucina desacompanhada do incremento nas
ofertas de valina e isoleucina pode resultar em ndo incremento do peso corporal, como
demonstrado anteriormente (DA SILVA et al., 2012) ou até mesmo em um efeito inverso:
ratos que receberam dieta de restricAo proteica pos-desmame e que foram
suplementados com altas concentracbes de leucina apresentaram reducdo do
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crescimento acompanhado de reducdo das concentragdes circulantes de isoleucina e
valina (SAUBERLICH, 1961). Este efeito aparentemente se deve a um aumento da
oxidacao dos aminoacidos de cadeia ramificada estimulado pelas altas concentragbes de
leucina, em um fendmeno conhecido como “paradoxo da leucina” e que se reflete em
diminuicao das concentragdes plasmaticas dos aminoacidos em questao (SHIMOMURA e
HARRIS, 2006). Além disso, os ratos submetidos a restricdo proteica seguida de posterior
suplementagcdo com leucina permanecem com acesso muito limitado a um fator crucial
para a sintese de proteinas: uma oferta suficiente de aminoacidos circulantes, os blocos
de construcao das proteinas (REEDS et al., 1993).

Apesar de ndo melhorar o ganho de massa corporal, observou-se aqui que a
suplementacdo com leucina por 30 dias reverte o aumento de pressao arterial e a
disfuncdo endotelial nos animais com restricao proteica pés-desmame. A sensibilidade a
acetilcolina nos animais RL foi normalizada ao nivel dos animais que receberam dieta
normoproteica. Este efeito foi relacionado a um aumento da expressédo da expressdo de
Sert1775.eNOS e de 5**"3p-Akt na aorta dos animais RL. Adicionalmente, observamos que
a suplementacdo com leucina normalizou a ativacdo de STAT3 aumentada no grupo
restrito proteico, indicando uma melhora da injuria vascular induzida pela restricdo
proteica pos-desmame. De acordo com os presentes resultados, Amaral e colaboradores
demonstraram que a suplementacdo com leucina aumenta a secrecdo de insulina
prejudicada pela restricdo proteica pds-desmame, efeito este relacionado ao aumento da

expressdo de ambos 57

p-Akt e Akt total em ilhotas pancreaticas de camundongos
(AMARAL et al., 2010). Sabe-se que a principal via de ativacdo da Akt é dependente da
atividade da enzima PI3K. E no presente trabalho, apesar de ndo haver alteragdes
significativas na expressao proteica basal desta proteina em animais desnutridos, a
administracao de leucina aumentou significativamente a expressao da subunidade p85 da

PI3K na aorta de ambos: animais submetidos as dietas normoproteica ou hipoproteica. A
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importancia da ativagéo da via PI3K/Akt no efeito da leucina em animais restritos foi
reforcado pela restauracéo do efeito do LY 294002 na aorta deste grupo, demonstrando
um aumento significativo da participagdo da via PI3K/ Akt no relaxamento endotélio
dependente induzido pela ACh.

Em ilhotas pancreaticas de animais submetidos a desnutricdo proteica tratados
com leucina, a ativagéo da via da PISK/Akt/mTOR/S6K é um dos mecanismos associados
ao reestabelecimento da secrecao de insulina (FILIPUTTI et al., 2010). Nestas células, a
leucina ativa a via da mTOR diretamente através dos metabdlitos gerados por seu
metabolismo mitocondrial, e assim esta via pode iniciar os efeitos celulares da leucina
aumentando a sintese de diferentes proteinas (XU et al., 2000).

Ao contrério do observado em ilhotas pancreéticas, no presente trabalho foi
observada elevada ativacdo de S6K indicada por sua maior fosforilagdo no residuo
Thr412 na aorta dos desnutridos e este efeito foi revertido pela leucina. Ja foi descrito que
ratos submetidos a desnutricdo intra-uterina apresentam elevados niveis séricos de
angiotensina Il (FRANCO et al., 2003). E, por sua vez, a angiotensina |l pode ativar a via
mTOR/S6K em células endoteliais, 0 que culmina em reducédo da **"3p-Akt e da 5¢""""p-
eNQOS, levando a menor producao de NO em resposta a insulina (KIM et al., 2011). Assim,
a maior expressao de p-S6K poderia explicar a reducao de p-Akt e de p-eNOS observada
na aorta de animais desnutridos. Apesar de a leucina aumentar em outros tecidos a
ativacdo da via mTOR/S6K (SURIAWAN et al., 2008; FILIPUTTI et al., 2010), observamos
neste estudo que a suplementagdo com leucina reduziu na aorta a expressao elevada de
p-S6K dos animais restritos, ao nivel do grupo controle. Assim, além do aumento da
expressao de PI3K, a leucina poderia aumentar a expressao de p-Akt por reduzir os niveis
de p-S6K na aorta, e assim, consequentemente, esta via de sinalizacao ativada pode

levar ao aumento da fosforilagdo da eNOS em Ser 1177.
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Apesar do aumento de 577

p-eNOS induzido por suplementagdao com leucina no
grupo restrito, ndo observamos alteragdo dos niveis de nitrito/nitrato medidos tanto no
plasma como na aorta destes animais. Como descrito anteriormente, o método de medida
de nitrito e nitrato indiretamente indicam a producdo do NO e assim, um possivel efeito
da leucina aumentando a biodisponibilidade de NO fosse visivel na presenca de ACh ou
pelo uso de técnicas que possam medir diretamente o NO no vaso.

E fundamental ressaltar que estudos avaliando os efeitos da leucina em doencas
do sistema cardiovascular sdo escassos. Recentemente foi demonstrado que a
administracao de dieta com contetudo de leucina aumentado (com 5%, sendo que uma
dieta normal contem aproximadamente 1,5%) aumenta a sobrevivéncia de camundongos
quando administrada ap6s indugcédo do infarto do miocardio durante 28 dias, tanto por
aumentar a hipertrofia compensatéria quanto por diminuir as taxas de fibrose e apoptose
cardiacas (WITHAM et al.,, 2012). Desta forma, o presente trabalho foi pioneiro em
demonstrar que a suplementagdo com a leucina, além de propiciar melhora dos disturbios
enddcrinos provocados pela desnutricao proteica (AMARAL et al., 2010; FILIPUTTI et al.,
2010; DA SILVA et al., 2012) é também capaz de normalizar a pressao arterial e reverter
a disfuncdo endotelial de ratos submetidos a tal tipo de desnutricdo, exclusivamente
proteica e durante o crescimento pds-desmame. Indicou-se ainda mecanismos
moleculares envolvidos nesses efeitos benéficos sobre a funcao endotelial: a leucina
aumenta os estimulos para a ativacdo de eNOS quando administrada aos ratos

desnutridos proteicos pds-desmame.

5.3. Efeitos da suplementacao com taurina

No presente trabalho, a suplementagdo com taurina foi capaz de atenuar o

prejuizo no ganho de massa dos ratos restritos proteicos pds-desmame e isto esta de
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acordo com a literatura, que aponta o envolvimento do estresse oxidativo na redugao da
massa corporal observada nos animais desnutridos. A suplementacdo com
micronutrientes antioxidantes em ratas Wistar submetidas a restricdo calérica durante a
gravidez atenuou a perda exagerada de peso observada nas fémeas nao suplementadas
e recuperou parcialmente o peso de nascimento de sua prole (FRANCO et al., 2009). O
estresse oxidativo é apontado também como a principal causa de sarcopenia relacionada
ao envelhecimento, e a suplementacdo de camundongos C57BI-6 de meia idade com um
antioxidante baseado na cisteina foi capaz de atenuar a perda de massa muscular
observada nos animais apds o avango da idade nao suplementados (SINHA-HIKIM et al.,
2013). Assim, em nosso modelo experimental, a acdo antioxidante da taurina
(HUXTABLE, 1992) pode explicar a atenuacao da perda de massa corporal induzida pela
restricdo proteica.

As propriedades antioxidantes da taurina, assim como sua prépria acao
vasodilatadora direta, a colocam como um potencial alvo terapéutico para doencas
cardiovasculares. No presente estudo observou-se que a administragdo oral de taurina
por 90 dias reduziu significativamente os valores de pressao arterial sistélica nos ratos
desnutridos pds-desmame e preveniu a disfuncao endotelial na aorta. De acordo com os
presentes dados, foi demonstrado que ratos filhos de mé&es submetidas a restricao
proteica e suplementadas com taurina durante a gravidez apresentaram uma significativa
atenuagédo do aumento de pressao arterial sistélica induzida pela restricédo proteica intra-
uterina (SCABORA et al., 2013).

A administragdo de taurina tem sido descrita como um método eficaz em
restabelecer ou recuperar danos da fungcao endotelial. Em humanos, a administragéao oral
de 1,5 g diarias de taurina durante cinco dias restaura o relaxamento da artéria braqueal
de jovens fumantes (FENNESSY et al., 2003). Similar efeito tem sido demonstrado em
ratos Wistar com diabetes tipo | induzida por estreptozotocina (WANG et al., 2008; IKUBO
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et al., 2011). Neste sentido, trabalhos mostraram que a taurina poderia proteger contra a
disfuncdo endotelial induzida por LDL oxidada e por altas concentracdes de glicose em
HUVECs (TAN et al., 2007; ULRICH-MERZENICH et al., 2007). Além disso, ja foi
demonstrado que a administracdo aguda de taurina relaxa artérias isoladas tanto de
animais normotensos (FRANCONI et al., 1982; RISTORI e VERDETTI, 1991) como
hipertensos (LI et al., 1996). Doses crescentes de taurina estimulam relaxamento da
ordem de 20% dos valores de pré-contracdo em aorta toracica, efeito independente da
producdo de NO e praticamente abolido com o bloqueio inespecifico de canais de
potassio (NIU, 2008). Corroborando estes dados, Abebe e Mozaffari demonstraram que
anéis de aorta toracica isolados de ratos que receberam B-alanina cronicamente, para
depletar a taurina interna, apresentam aumento nas respostas contrateis a noradrenalina
e ao KCI, além de reducao das respostas de relaxamento ao nitroprussiato de sédio e a
ACh (ABEBE e MOZAFFARI, 2003).

Nos animais restritos tratados com taurina houve elevacdo dos niveis de
expressao aortica de EC-SOD, recuperados ao nivel do observado em animais controles,
concomitantemente a permanéncia do aumento dos niveis de Mn-SOD induzido pela
desnutricdo proteica, indicando uma regulacdo positiva das defesas antioxidantes
vasculares. A produg¢do de ROS foi reduzida pela taurina, associada a uma redugdo da
expressao de p47-phox, que é elevada na aorta dos animais restritos. Em somatéria a
incubagcado com SOD ou apocinina, ndo alterou o relaxamento induzido pela ACh da aorta
dos ratos desnutridos pds-desmame suplementados com taurina, ao contrario do
observado no grupo restrito e similar ao grupo controle . Assim, ambos 0s mecanismos: a
melhora da defesa antioxidante e a reducao da expressao da p47-phox com consequente
normalizacdo da atividade da NADPH oxidase possivelmente levaram a recuperagao do
balanco redox neste vaso e ao aumento da biodisponibilidade de NO revelada pelo
aumento do relaxamento aértico a ACh e dos niveis de nitrito/nitrato plasmaticos.
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6. CONCLUSOES

A restricdo proteica pds-desmame provocou aumento da pressao arterial e
disfungdo endotelial caracterizada por redugdo do relaxamento endotélio-dependente
induzido por acetilcolina em aorta de ratos. Esta disfuncdo endotelial foi associada a
reducdo da ativacdo da via S*"*"p-Akt/ *°"'"""p-eNOS e aumento da "™*'?p-S6K e S¢7¥p-
STATS3 (Figura 13), além da geracao de estresse oxidativo local consequente do aumento
da geracdo de anion superdxido pela NADPH oxidase e da redugcdo da atividade
antioxidante da EC-SOD (Figura 13).

A leucina reverteu a elevacao da pressao arterial e a suplementacao dietética com
leucina ou taurina corrigiu a disfungdo endotelial causada pela restricdo proteica pos-
desmame. A leucina atua via recuperacdo da via PI3K/ S¥*p-Akt/ 5¢"'77p-eNOS,
concomitantemente & normalizacdo da expressdo de ™'?p-S6K e de *"¥p-STAT3
(Figura 13). Ja a suplementagao com taurina parece prevenir a disfungdo endotelial dos
animais desnutridos proteicos através da prevencgédo da reducao da biodisponibilidade do
NO, atuando via normalizacdo tanto da produgdo de anion superéxido pela NADPH
oxidase quanto da agéo antioxidante de EC-SOD (Figura 13).

Assim, em conjunto, os presentes achados sugerem que a suplementacdo com o0s
amino4cidos leucina e taurina apresenta efeitos benéficos sobre o0s danos
cardiovasculares provocados pela restricdo proteica no periodo apés o nascimento. A
melhora da fungédo endotelial observada com a suplementagdo com taurina corrobora
dados obtidos com este mesmo aminoacido em outros modelos de disfungao endotelial,
como observado em modelos animais que apresentam diabetes tipo | ou obesidade. Ja os
dados obtidos através da suplementacdo com leucina sdo pioneiros e adicionam ao
conhecimento vigente outra possivel agdo da suplementagdo com este aminoacido de

cadeia ramificada quando ha restricdo de proteinas na dieta.
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Figura 13: Esquema representativo dos efeitos da restricdo proteica pés-desmame e da
suplementacdo com leucina ou com taurina sobre a funcédo endotelial da aorta de ratos.
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