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Resumo

PEDROTTI, C.B. Potencial cardioprotetor da restricdo calérica: influéncia sobre
0 estresse oxidativo e a sinalizacdo para inflamacgéo, Pelotas, RS, Brasil. 2016.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pds-Graduagdo em
Nutricdo e Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS, 2016.

O estrogénio € um hormoénio esteroide que promove cardioprotecdo por
combater o estresse oxidativo e a inflamacédo. Seus niveis reduzidos, como apoés a
menopausa nas mulheres, aumentam a propensdo as doencas cardiovasculares.
Tais doencas sdo as principais causas de morte nos paises ocidentais, acometem
predominantemente mulheres ap6s a menopausa. Neste contexto, tem sido
estimulada cada vez mais a descoberta de terapias profildticas que possam
evitar/retardar a patogénese das doencas cardiovasculares. A restricdo calérica (RC)
tem mostrado papel promissor nesse sentido, embora seus mecanismos nao sejam
bem conhecidos. Portanto, torna-se fundamental aprofundarmos a investigacdo dos
mecanismos envolvidos para podermos sugerir novas abordagens terapéuticas. O
objetivo do estudo foi verificar se a RC € capaz de modular a influéncia exercida pelo
estrogénio sobre alguns fatores de risco associados a doencas cardiovasculares.
Para isso, foram utilizadas 20 ratas Wistar divididas em 4 grupos experimentais (FC-
dieta ad libitum, FRC-restricdo calérica de 30%, FOC- dieta ad libitum e ovariectomia
e FORC-restricdo calbérica 30% e ovariectomia). ApOs aclimatacdo a dieta, foram
submetidas a RC de 30% até o dia do sacrificio. Passado 5 semanas de RC de 30%,
as ratas foram castradas por ovariectomia bilateral ou submetidas a simulacdo do
mesmo em plano anestésico profundo. Feito isso, elas permaneceram em RC de
30% por mais 4 semanas, totalizando 9 semanas em RC de 30 %. Apds o sacrificio
por decapitacdo, foi realizada a coleta de sangue, para as medidas dos lipidios
séricos e da paraoxanase 1, e do tecido cardiaco, para medidas de estresse
oxidativo e da quantificacdo da expressao proteica do TLR4 e NF-kB por western
blot. Como resultado observou-se que as ratas submetidas a RC tiveram uma taxa
de ganho de peso menor que as alimentadas ad libtum, mesmo com a escassez de
estrogénio. Nos parametros séricos, a RC diminuiu o TG das ratas FRC comparadas
as FC e a escassez estrogénica aumentou os niveis de CT nas ratas FOC
comparadas as FC e elevou também o HDL tanto nas FOC como nas FORC. A
atividade da PONL1 foi semelhante em todos grupos. JA4 a razdo PON1/HDL foi
significativamente reduzida nos grupos FOC e FORC em relacdo aos seus grupos
controles. Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo avaliados no coracéo, a
atividade da enzima antioxidante SOD foi menor nas ratas com menos estrogénio, a
RC foi capaz de diminuir a lipoperoxidacdo e a capacidade antioxidante total foi
aumentada nos grupos FOC e FRC em relacdo ao grupo FC. O grupo FORC
apresentou uma menor capacidade antioxidante total em relagdo aos seus controles
(FRC e FOC). Quanto a expressao proteica do TLR4, observamos uma diminui¢ao
nos grupos FOC e FRC em relacdo ao grupo FC, que néo diferiu do grupo FORC. A
expressdo do NF-kB foi significativamente menor no grupo FORC em relacdo ao
grupo FRC. Conclui-se que a RC de 30%, ao promover a diminuicdo da expressao
de proteinas chave para a sinalizacao intracelular da inflamacéo e da morte celular,
possui potencial benéfico na prevencdo de danos cardiacos ocasionados pela
escassez estrogénica.



Palavras-chave: castracdo; doencas cardiovasculares; estresse oxidativo;
estrogénio; inflamacao; restricao calérica



Abstract

PEDROTTI, C.B. Cardioprotective potential of calorie restriction: effects on
oxidative stress and signaling to inflammation, Pelotas, RS, Brasil.2016.
Dissertation (Master) — P6s Graduate Program in Nutrition and Food, Federal
University of Pelotas, Pelotas/RS, 2016.

Estrogen is an steroid hormone that promotes cardioprotection for combaingt
oxidative stress and inflammation. Their low levels, such as after women menopause,
increase the propensity to cardiovascular disease. Such diseases are the leading
causes of death in Western countries, predominantly affects women after
menopause. In this context, it has been increasingly encouraged the discovery of
prophylactic therapies which can prevent/delay the pathogenesis of cardiovascular
diseases. Caloric restriction (CR) has shown promising role in this regard, althought
the mechanisms are not well known. Therefore, it becomes essential to deepen in
the investigation of the mechanisms involved in order to suggest new therapeutic
approaches. The aim of the study was to determine whether the CR is able to
modulate the influence exerted by estrogen on some risk factors associated with
cardiovascular diseases. For this, it was used 20 rats Wistar shared in 4 experimental
groups (FC-diet ad libitum; FRC-caloric restriction 30%; FOC-diet ad libitum and
ovariectomy; FORC-caloric restriction 30% and ovariectomy). After diet
acclimatization, they were subjected to CR 30% until the day of sacrifice. Spent 5
weeks of CR 30%, the rats were ovariectomy bilateral castrated or subjected to the
same simulation in deep anesthesia. After that, they remained in 30% CR for another
4 weeks, totalizing 9 weeks in 30% CR. After sacrifice by decapitation, blood
collection was performed for measurements of serum lipids and paraoxanase 1, and
cardiac tissue to oxidative stress measurements and quantification of protein
expression TLR4 and NF-kB by western blot. As a result, it was observed that the
rats submitted to CR had a gain weight rate less than those fed ad libtum, even with
lack of estrogen. In serum parameters, CR decreased the TG of FRC rats compared
to FC and estrogenic shortage increased CT levels in FOC rats compared to FC and
also raised HDL both in FOC and in FORC. The activity of PON1 was similar in all
groups. Already the PON1 / HDL ratio was significantly reduced in the FOC and
FORC groups in relation to their control groups. Regarding the oxidative stress
parameters evaluated in the heart, the activity of the antioxidant enzyme SOD was
lower in rats with less estrogen, the CR was able to decrease lipid peroxidation and
total antioxidant capacity was increased in FOC and FRC groups against the FC
group. The FORC group had a lower total antioxidant capacity compared to its
control (FRC and FOC). As the protein expression of TLR4, we observed a decrease
in FOC and FRC groups against the FC group, which did not differ from FORC group.
The expression of NF-kB was significantly lower in FORC group compared to the
FRC group. We conclude the CR 30%, when promoting the reduction of the
expression of key proteins to intracellular signaling of inflammation and cell death,
has potential benefit in preventing heart damage caused by estrogen shortage.

Keywords: castration; cardiovascular diseases; oxidative stress; estrogen;
inflammation; caloric restriction.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte nos
paises ocidentais. Somado a isso, 0 numero de internacdes e 0s custos com o
tratamento dos pacientes que sobrevivem aos eventos agudos sao exorbitantes
para os cofres publicos. Neste contexto, dois tipos de abordagens tém sido

propostos: a prevencao e o tratamento.

Dentre outros agentes cardioprotetores conhecidos, destaca-se o estrogénio
uma vez que a incidéncia de doencas coronarianas € menor em mulheres na pré-
menopausa quando comparadas com homens na mesma faixa etaria e com
mulheres pos-menopausa que fazem terapia de reposicdo de estrogénio (SALEH,
et al. 2000). Ou seja, tem sido observado uma correlagéo inversa entre os niveis de
estrogénio e os fatores de risco associados com as doencas cardiovasculares.
Logo, a diminuicdo dos seus niveis, apdés a menopausa, desempenha um papel
critico na patogénese de algumas doencas cardiovasculares (MENDELSOHN e
KARAS, 1999; SOLIMENE, 2010; SIMONCINI e GENAZZANI, 2003). Os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo sdo completamente entendidos,
mas se sabe que o estrogénio exerce acdo moduladora sobre o estresse oxidativo
e a inflamacdo por potencializar direta e indiretamente as capacidades
antioxidantes e algumas citocinas antiinflamatorias (POZZI et al., 2006; VEGETO et
al., 2003).

O estresse oxidativo, distarbio no balanco pré-oxidante/antioxidante, em
favor do pro, que leva ao dano, caracteriza-se por uma situacdo em que uma
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) normalmente esta
presente, estando assim associado ao processo de envelhecimento e a doencas
como as cardiovasculares (HALLIWELL, 2006%). Estudos tem buscado desvendar
melhor os mecanismos envolvendo as EROs e as citocinas pro-inflamatorias na
fisiopatologia de doengas cardiacas utlizando terapias antioxidantes e
antiinflamatérias (KHAPER et al., 2010; TAKAHASHI, 2011; MEDZHITOV, 2000;
HILL e SINGAL, 1996).

Visando a prevencdo contra injurias cardiovasculares, a restricdo calorica
(RC), ndo associada com a desnutricdo, tem se mostrado promissora. Quando

realizada de uma maneira consistente, torna-se uma das intervengbes mais
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eficazes para melhorar a saude, podendo expandir a expectativa média de vida de
muitas espécies por prevenir ou retardar a ocorréncia de doencas crénicas como
diabetes, cardiomiopatias, doencas autoimunes, respiratorias, renais, etc. (BISHOP
e GUARENTE, 2007; LEVENSON e RICH, 2007; TREPANOWSKI et al., 2011;
ROTH e POLOTSKI, 2012). O primeiro estudo que utilizou uma dieta de restricao
calérica em ratos foi realizado em 1935 e demonstrou que, quando implementada
apos a puberdade, a RC aumenta a expectativa média e maxima de vida, além de
prevenir ou atenuar a severidade de doencas crénicas (MCCAY, CROWELL e
MAYNARD, 1935). Desde entéo, os possiveis beneficios da dieta de RC tém sido
investigados, sendo preconizada pela maioria dos estudos uma restricdo de 20 a
40% da densidade energética consumida ao longo de 24 horas, com a garantia da
ingestdo adequada de todos os nutrientes (CANTO e AUWERX, 2009;
TREPANOWSKI et al., 2011).

Os efeitos cardioprotetores da RC sédo associados a modulacdo de alguns
biomarcadores, tais como: reducdo de triacilglicerois (TG), aumento do HDL e
reducdo de citocinas proé-inflamatérias. Somado a isso, a RC também é capaz de
modular o estresse oxidativo do coracdo (MARZETTI et al., 2009; GONZALEZ et
al., 2012; CRUZEN e COLMAN, 2009). Uma importante enzima antiaterogénica e
anti-inflamatéria associada ao HDL, a paraoxonasel (PON1), tem sido investigada
quanto a seu papel na reducédo do risco CV e seu comportamento frente a RC. A
acdo antiaterogénica conferida ao HDL é, em parte, atribuida a PON1, uma
esterase sintetizada e secretada no figado, unida as apolipoproteinas Al e J (apo A-
| e apo-J) das particulas de HDL (DEAKIN e JAMES, 2004; NG et al, 2008).
Estudos tém demonstrado que a RC se relaciona a diminuicdo da atividade sérica
da PON1, sem o entendimento dos mecanismos envolvidos (MOYA et al, 2006a;
MOYA, 2006b; SKRHA, 2009). Sendo assim, destaca-se a necessidade de
identificarmos moléculas-chave envolvidas na cardioprotecdo induzida pela RC
para aprofundarmos o conhecimento mecanistico e, assim, podermos sugerir uma

abordagem terapéutica ainda mais eficaz nesses casos.

Outro componente importante associado as doencas cardiovasculares é a
inflamacé&o. Neste sentido, os receptores semelhantes ao Toll (TLRS), originalmente
descobertos como receptores de um sistema de sinalizacdo no desenvolvimento

embrionario das moscas Drosophila melanogaster tém merecido destaque
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(MEDZHITOV, JANEWAY:; 2000). Em humanos, ja foram descritos nove tipos de
TLRs que funcionam como receptores de reconhecimento padrdo (PRR)
classicamente envolvidos no reconhecimento de moléculas-padrdo associadas a
patogenos (PAMP). A associacdo PRR-PAMP resulta na ativacdo de uma cascata
de sinalizacdo intracelular que estimula a expressao de varios genes envolvidos
nas respostas imune e inflamatoria. O lipopolissacarideo (LPS) oriundo da parede
celular de bactérias gram-negativas € uma PAMP classicamente reconhecida pelo
TLR do tipo 4 (TLR4). Além dos PAMP’s, moléculas enddgenas também parecem
modular a ativagdo do TLR4 e a consequente sinalizacdo intracelular pela via
dependente da Myeloid Differentiation Primary response gene 88 (MyD88). Essa,
sinaliza para inflamacéo/estresse oxidativo por ser uma proteina adaptadora chave
na formacdo do complexo ativador da translocacdo do Fator Nuclear Kappa B
(NFkB) para o nucleo (LUCAS, MAES; 2013). A importancia da ativacdo do NFkB
mediada pelo TLR4 ja é bem conhecida (AVLAS,2011).

Amparados por esses achados prévios, o presente estudo visa analisar se a
conhecida cardioprotecdo promovida pela restricdo cal6rica é eficaz em mitigar a
injuria cardiaca promovida pela reducéo dos niveis de estrogénio. Além do mais,
visa explorar se ha envolvimento do estresse oxidativo e da via de sinalizacéo
ativada pelo TLR4.
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1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral
Verificar se a restricdo caldrica modula a influéncia exercida pelo estrogénio

sobre alguns fatores de risco de doencas cardiovasculares.

1.1.2. Objetivos especificos

e Analisar a evolugéo do peso corporal,

Verificar os niveis dos lipidios séricos;

Mensurar a atividade da paraoxonase-1 sérica;

Verificar a capacidade antioxidante e pro-oxidante no tecido cardiaco;

Analisar a participacado da via do TLR4 na sinalizacdo para a inflamacdo em

amostras de tecido cardiaco;

Determinar se a restricdo cal6rica exerce cardioprotecdo por modular os
niveis dos lipidios séricos, da atividade da paraoxonase-1 sérica e/ou do

estresse oxidativo cardiaco.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Estrogénio

Os estrégenos sdo um grupo de esteroides sexuais que exercem acdes
pleiotropicas em varios érgaos além do ambito da sua fungéo reprodutiva. As fontes
primarias de estrogénios em mulheres pré-menopausa s80 0s ovarios. Mas séo
também produzidos em inumeros locais extra-gonadais, incluindo 0ssos, mama,
tecido adiposo e cérebro (STOCCO, 2012). Os trés estrogénios sintetizados
naturalmente sédo estrona (E1), 17p-estradiol (E2) e estriol (E3), destes, E2 é 0 mais
potente. A secrecao de E2 é pulsatil e a sua concentracao varia dentro de um ciclo
menstrual (100-600 pg/ml) (TROTTER et al.,, 1999). Ap0s a menopausa, a
concentracdo sérica de E2 cai precipitadamente para valores semelhantes ou
menores do que agueles em homens de idade semelhante (5-20 pg/ml) (BELL et
al., 2011).

Existe uma evidéncia crescente de que a aromatase, enzima que age como
mediador da aromatizacdo de androgenos em estrogenos, é expressa no coracao
(LING 2006; GROHE, 1998; JASBUTYTE et al., 2012). Assim estes achados
sugerem uma producdo de estrogénio local no coracdo. Dada a relacdo entre os
horménios sexuais e a expressdo de aromatase relatada em outros 6rgdos e a
associacao de polimorfismos aromatase com risco de DCV, estes dados fornecem
implicagdes funcionais sobre a atividade de E2 local e aromatase cardiaca na
cardioprotecdo mediada por E2 (BALTHAZART et al., 2011; KUMAR, 2009;
BEITELSHEES et al., 2010).

J& esta bem estabelecido que as mulheres apresentam certa cardioprotecao
em relacdo aos homens durante o periodo reprodutivo (YANG e RECKELHOFF,
2011). No entanto, ha um aumento significativo na incidéncia de doencas
cardiovasculares ap0s a menopausa, indicando um papel chave do estrogénio
nesse processo (MURPHY, 2011). Ao longo das ultimas décadas, a terapia de
reposicdo hormonal (TRH) tem sido utlizada para reduzir o0s riscos
cardiovasculares em mulheres ap6s a menopausa (YANG e RECKELHOFF, 2011).
Porém, contrariamente a estas indicagfes, o estudo da Women’s Health Initiative

(WHI) evidenciou que a TRH néo apenas foi ineficaz em reduzir as complicacbes
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cardiovasculares, como as aumentou (ROSSOUW, 2002). Quando iniciada logo
apos a menopausa, a TRH mostra-se benéfica com os classicos efeitos
cardioprotetores. Por outro lado, quando iniciada tardiamente, como no caso do
estudo WHI com mulheres de aproximadamente 63 anos, a TRH estad associada
com uma deterioragao no controle do tdnus coronariano e, consequentemente, com

0 maior risco de morte por complicacdes cardiovasculares.

Varios estudos ja demonstraram que o estrogénio, além de ter caracteristica
antioxidante, pode agir modulando a acdo tanto dos antioxidantes enzimaticos
como dos ndo enziméticos e, assim, manter o equilibrio entre os fatores pro-
oxidantes e antioxidantes (BARP et al., 2002; MORGAN-MARTINS, 2003).

Neste contexto, tem sido destacado o papel do estrogénio no processo
inflamatoério e no estresse oxidativo, embora seus mecanismos ainda nao tenham

sido completamente elucidados.

2.2 . Estresse Oxidativo

Aproximadamente 90% do oxigénio que ingressa nas células é usado para a
producdo mitocondrial da adenosina trifosfato (ATP) necessaria pelas células
humanas. Durante este processo, hd uma reducédo tetravalente da molécula de
oxigénio, resultando na formacdo de energia e duas moléculas de &gua
(FRIEDMAN 2011). No entanto, uma pequena parte dos elétrons desvia da rota e
reduz o oxigénio de forma monovalente. Ou seja, estes recebem somente um
elétron de cada vez e se tornam radicais livres ou espécies reativas de oxigénio
(FRIEDMAN 2011).

O radical livre € uma estrutura quimica capaz de existir independentemente e
gue possui um ou mais elétrons desemparelhados (LLESUY, 2002). Isso o torna
instavel, reativo e com uma enorme capacidade para combinar-se
inespecificamente com diversas moléculas integrantes da estrutura celular, levando
a oxidacdo de proteinas, lipidios e DNA (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006;
VALKO et al, 2007). H4A muitos tipos de radicais livres, tais como de oxigénio,
nitrogénio, cloro e bromo e uma grande variedade de termos tém sido utilizados na
literatura para descrevé-los. De acordo com HALLIWELL e GUTTERIDGE (2006),
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em relacdo aos radicais de oxigénio, a terminologia mais correta é a de espécies
reativas de oxigénio (ERO), um descritor coletivo que ndo engloba apenas os
radicais de oxigénio, como também alguns derivados nédo radicais de Oz, como o
peroxido de hidrogénio (H202). A maioria das ERO, bem como as demais espécies
reativas, sdo produzidas como subprodutos do metabolismo celular, tendo como
principais locais de producdo a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, a
degradacédo de acidos graxos nos peroxissomos, 0s mecanismos de detoxificacdo
mediados pelo complexo enzimético citocromo P-450 e as células fagociticas
(GEMMA, 2007). A producéo de ERO é, portanto, parte integrante do metabolismo
humano e € observada em diversas condi¢des fisioldgicas. Estas espécies podem
desempenhar importantes funcdes biologicas, como na defesa contra agentes
infecciosos, na coordenacdo de respostas inflamatdrias e na inducdo celular a
apoptose - tendo acao anti-tumorigénica. O seu envolvimento em doengas como
cancer, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e no
envelhecimento esta estabelecido na literatura (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2006; VALKO, 2007).

A fim de se proteger de danos ocasionados por ERO, as células
desenvolveram uma série de mecanismos de defesa. Dentre 0s mais importantes
estdo, por exemplo, as enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e os antioxidantes, glutationa (GSH), acido
ascorbico (vitamina C), a — tocoferol (vitamina E), carotendides e flavondides, bem
como (VALKO, 2007).

O sistema antioxidante enzimatico e a GSH estdo presentes,
predominantemente, no meio intracelular. A enzima SOD existe em duas formas
Cu/Zn SOD, presente no citosol (dimérica), lisossomos, nucleo e no espaco entre as
membranas interna e externa da mitocondria (tetramérica) e, a MnSOD, encontrada
nas mitocondrias. Esta enzima é responsavel por catalisar a dismutacdo do anion
radical superoxido (O2) a peréxido de hidrogénio (H202) e Oz (Reacdo 1)
(Vasconcelos, 2007).

A CAT, enzima que contém grupo heme em seu sitio ativo esta enclausurada
nos peroxissomos - organelas responsaveis pela desintoxicacdo celular e pela
oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa. Esta enzima atua na decomposi¢céo de
H202 a O2 e H20 (Reacéo 2) (Vasconcelos, 2007).
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Glutationa Peroxidase (GPx) € o nome genérico dado a uma familia de
isoenzimas que integram o grupo de selenoproteinas, as quais apresentam selénio
(Se) em seu sitio ativo (Vasconcelos, 2007). Ha pelo menos quatro tipos distintos de
GPx: a GPx 1, encontrada nos eritrécitos, pulmdes, figado e rins; GPx 2, no trato
gastrointestinal; GPx 3, presente em diferentes érgaos como pulmdes, rins, placenta,
vesicula seminal e coracdo e, GPx 4, também amplamente distribuida nos diferentes
tecidos. As GPx convertem H202 a agua ou alcool usando a glutationa reduzida
(GSH) como doador de elétrons (Reacéo 3) (MARGIS, 2008).

SOD

20, +2H" == 5 H,0,+0, Reac&o 1
2 H,0O, M 2H,0+0, Reacéao 2

2GSH+H,0, —CPX L )H,0+GSSG  Reaco 3

O termo “estresse oxidativo” refere-se a um desequilibrio entre a producéo
de ERO e as defesas antioxidantes. Sies (1991) o define como “um disturbio no
balanco pro-oxidante/antioxidante, em favor do pré, que leva ao dano”. HALLIWELL
e WHITEMAN (2004) o entendem como “dano biomolecular causado pelo ataque
de espécies reativas contra constituintes do organismo vivo”. O aumento nos danos
oxidativos pode resultar ndo somente de um estresse oxidativo maior, mas também
de falhas no reparo ou na substituicio de biomoléculas danificadas. Pode ser
resultado da diminuicdo dos niveis de antioxidantes, por exemplo, da diminui¢cao
nos niveis de MnSOD (superdxido dismutase dependente de manganés), como
também da deplecdo de antioxidantes provenientes da dieta e de outros

constituintes dietéticos - cobre, ferro, zinco e magnésio (HALLIWELL, 2006a).

Os lipideos e as lipoproteinas também sdo afetados pelo excesso de ERO.
Assim, o estresse oxidativo esta associado a peroxidacéo lipidica das lipoproteinas
e das células arteriais, incluindo os macrofagos. (FUHRMAN et al, 2002; KONTUSH
e CHAPMAN, 2006).

Em conjunto com o estresse oxidativo, a resposta inflamatéria contribui para
eventos cardiovasculares fisioldgicos e patologicos em resposta as demandas
cardiacas. Tem sido demonstrado que o estresse oxidativo esta conectado com a

resposta inflamatéria durante a progressao para a insuficiéncia cardiaca (KHAPER
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et al.,, 2010). Achados recentes sugerem que pro-oxidantes parecem estar
envolvidos com a ativacdo de mediadores da inducdo de varias citocinas pro-
inflamatérias (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000; GIL, TSUNG E BILIAR, 2010).
Reciprocamente, citocinas pro-inflamatorias tem sido implicada na cascata de
eventos que levam ao aumento do estresse oxidativo. Enquanto o TNF-a é
conhecido por suprimir antioxidantes e estimular a producdo e expressao de proé-
oxidantes, a interleucina-10 (IL-10) aumenta a expressao de antioxidantes assim
como suprime de pré-oxidantes (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000; GIL, TSUNG E
BILIAR, 2010). Essa divergéncia salienta a interagdo entre a inflamagdo e o
estresse oxidativo e também destaca mais uma vez o significante potencial desse

balanco na doenca cardiaca.

2.3.Inflamacéao

A inflamagéo crbnica é reconhecida como um poderoso fator de risco
independente para DCV (ROSS, 1999). Além disso, ela pode ser um processo
convergente gue liga o envelhecimento normal com doencas relacionadas a idade
(CHUNG et al., 2008). De acordo com esta proposta, com o avancar da idade ha
um aumento do estresse oxidativo que culmina com a ativacdo de fatores de
transcricdo, como por exemplo o NFkB, que por sua vez aumentam a expressao de
citocinas pré-inflamatérias (ROSS, 1999). Dentre os biomarcadores inflamatorios
preditivos de eventos cardiovasculares, a proteina C reativa (PCR), a interleucina 6
(IL-6) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) tém sido os mais amplamente
investigados (SINNING, 2008). Nesse contexto, a sinalizagdo inflamatéria mediada

pela familia dos receptores semelhantes ao Toll também tem merecido destaque.

Os TLRs sao membros de um sistema de reconhecimento e de sinaliza¢ao
evolutivamente conservado, originalmente descoberto como tendo um papel no
desenvolvimento embrionario da mosca Drosophila Melanogaster. Adicionalmente,
os TLRs, associados com a resposta imune inata, atuam na defesa contra bactérias
e infec¢cdes (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000). Tradicionalmente o sistema imune €
dividido em inato e adaptativo, os quais apresentam diferentes funcdes e papéis.
Enquanto o sistema adaptativo, organizado em células especializadas (linfécitos T e

B), necessita de alguns dias para ter eficiéncia na resposta imune, o sistema inato,
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mais simples, é ativado imediatamente apds o insulto (MEDZHITOV e JANEWAY,
2000). A estratégia do sistema imune inato é focada no reconhecimento de grandes
grupos de microrganismos que apresentam estruturas conservadas em suas
membranas. Ou seja, € uma resposta pouco especifica. Essas estruturas sao
referidas como moléculas padrdo associadas ao patdgeno que sdo identificadas
pelos receptores de reconhecimento padrdao. O mecanismo efetor da imunidade
inata, os quais fazem parte peptideos antimicrobianos, fagocitos e um sistema
complemento, ao ser ativado rapidamente controla a infeccdo/inflamacdo. Desta
forma, o sistema inato controla a infec¢do até que o sistema adaptativo esteja apto

a atuar nesse sentido.

Nos mamiferos, os TLRs parecem estar envolvidos, além da resposta imune
inata classica, na fisiopatologia de diversas doencas (HA et al.,, 2011). De fato,
muito mais do que simplesmente atuar como primeiro sistema de defesa, tem sido
mostrado que o sistema imune inato parece ter um importante papel na lesao
cardiaca e na insuficiéncia cardiaca congestiva (HA et al., 2011). Dentre varios
TLRs, o TLR-4 tem merecido destaque por seu conhecido envolvimento na
resposta inflamatéria (HA et al.,, 2011; ZANG e GHOSH, 2001; BRIGHTBILL e
MODLIN, 2000). Recentemente, varios trabalhos tém salientado o papel do TLR-4
nas doencas cardiovasculares ao estimular algumas vias de sinalizacdo (CALIPPE
et. al.,, 2008; GIL, TSUNG E BILIAR, 2010). Em consequéncia da ativacdo desse
receptor ha uma maior ativagcdo do NFkB, um fator de transcrigdo que estimula a
expressao génica de promotores das respostas imune e inflamatéria (HA et al.,
2011). Portanto, atenuar a ativacdo do NFkB pode reduzir o dano ao miocérdio
apos um dano cardiaco, melhorando a recuperacdo da funcdo cardiaca e
diminuindo agentes pro-inflamatérios. De fato, Cha et al. (2008) mostraram uma
melhora significativa na funcao cardiaca em camundongos com deficiéncia de TLR-
4 apos isquemia-reperfusdo (I/R) global em relacdo ao grupo controle. Apesar
desses achados, os mecanismos envolvidos ainda ndo sado bem conhecidos.
Visando melhora-los, tem sido utilizada a administracdo de um antagonista
especifico do TLR-4 (Eritoran). Foi demonstrado que sua administracdo reduziu
significativamente o tamanho do infarto em camundongos submetidos a I/R (HA et.
al., 2011). A menor ativacédo do TLR-4, tanto pela sua menor expressao quanto pela

administracdo de seu antagonista, resulta na menor atividade do NFkB e diminui a
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producdo de citocinas pré-inflamatérias no tecido cardiaco ap6s I/R (CHA et al.,
2008). Esses achados, sugerem fortemente que estas moléculas de fato
desempenham um papel ativo na patogénese de doencas cardiovasculares
(VENUGOPAL et al., 2002; RETTER & FRISHMAN, 2001; KANDA & TAKAHASHI,
2004).

Tem sido demonstrado que o estresse oxidativo esta conectado com a
resposta inflamatéria durante a progressao para a insuficiéncia cardiaca (KHAPER
et al.,, 2010). Achados recentes sugerem que pro-oxidantes parecem estar
envolvidos com a ativacdo de mediadores da inducdo de varias citocinas pro-
inflamatérias (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000; GIL, TSUNG E BILIAR, 2010).
Reciprocamente, citocinas proé-inflamatérias tém sido implicadas na cascata de
eventos que levam ao aumento do estresse oxidativo (MEDZHITOV e JANEWAY,
2000; GIL, TSUNG E BILIAR, 2010). Essa divergéncia salienta a interacdo entre a
inflamacéo e o estresse oxidativo e também destaca mais uma vez o significante

potencial desse balanco na doenca cardiaca.

Uma vez que o estrogénio € capaz de exercer tanto acao antioxidante quanto
antiinflamatdria, sua influéncia sobre os TLRs foi testada (VEGETO et al., 2003).
Embora contraditorias, ele apresentou respostas benéficas para o tecido nervoso
(POZZI et al., 2006;). Achados prévios também destacam o potencial protetor do
estrogénio contra a injuria vascular por modularem a ativacao do TLR-4 (VEGETO
et al., 2003). E postulado que o estrogénio possa ser necessario para limitar a
resposta inflamatoria excessiva, presente em diversos disturbios e, assim, preserve
a integridade estrutural e funcional dos tecidos. Embora promissores esses

achados precisam ser confirmados e testados em outros tecidos como o coragéo.

2.4.Restricdo Caldrica

A RC sem m4 nutricdo é uma intervenc¢do nutricional capaz de estender a
longevidade em varias espécies, inclusive mamiferos (TREPANOWSKI et al., 2011;
ROTH e POLOTSKI, 2012). A maior parte dos estudos preconiza uma restricao de
20 a 40% da densidade energética consumida ao longo de 24 horas, com a
garantia da ingestédo adequada de todos os macronutrientes (CANTO e AUWERX,
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2009; TREPANOWSKI et al., 2011). O primeiro estudo cientifico em ratos utilizando
uma dieta de restricdo calorica foi realizado em 1935 e demonstrou que a RC,
quando iniciada apdés a puberdade, aumenta a expectativa média e maxima de vida,
além de prevenir ou atenuar a severidade de doencas crbnicas (MCCAY,
CROWELL e MAYNARD, 1935). Ela também tem sido associada a prevencao de
doencas relacionadas a idade, dentre as quais diabetes (HE et al., 2012), cancer
(KLEBANOV, 2007) e as DCV (WEISS e FONTANA, 2011). O possivel beneficio
advindo da RC tem sido investigados e tem recebido grande atencédo nos ultimos

anos.

Estudos tém mostrado que a RC pode promover a prevencao das DCV por
modular o estresse oxidativo e a inflamagdo (MASORO, 2005; MARZETTI et al.,
2009; GONZALEZ et al.,, 2012). A RC tem como uma das hipoteses de seu
mecanismo de a¢ado a capacidade de reducédo da producédo de ERO, por aumentar
de forma significativa a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (KOIZUMI et al, 1987; RAO et
al, 1990; GOMI, et al,1998) e, consequentemente, atenuar 0os danos oxidativos
(MASORO, 2005). Assim, a RC por meio da supra-regulacdo de enzimas
antioxidantes e dos mecanismos de reparo pode reduzir o estresse oxidativo e os
danos aos lipidios, proteinas e DNA. De fato, Ribeiro et al (2012) evidenciaram que
a RC foi capaz de aumentar o conteudo de glutationa (GSH), diminuir a producéo
de ERO e o dano ao DNA no hipocampo e cortex de ratos adultos. No coracgédo, a
RC é capaz de atenuar a producdo de ERO e o dano oxidativo, pelo menos no
contexto da vasculatura, e aumentar os niveis de glutationa (GUO et al., 2002;
CSISZAR et al., 2009).

Paralelamente, tem sido evidenciado que a RC e outros padrdes dietéticos
sdo capazes de modularem fatores de risco para diversas doencas (MOYA et al,
2006a; MOYA, 2006b; SANTOS et al., 2013). A elevacao dos niveis séricos de
colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e da fracdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), além de uma reducdo na fracdo das lipoproteinas de alta
densidade (HDL), estdo intimamente associadas as DCV (SANTOS et al, 2009).
Nesta situagdo, niveis de colesterol LDL, composto predominantemente por
apolipoproteina B (apoB), estdo aumentados quando comparados a niveis de HDL,

com 0 componente antiaterogénico apolipoproteina A-1 (apoA-I) (KONTUSH e



25

CHAPMAN, 2006). Assim, uma baixa concentracdo de HDL circulante é um fator de
risco independente para doencga arterial coronariana com consequente aumento de
eventos morbidos como acidente vascular cerebral e infarto agudo no miocardio
(SBC, 2007). Por outro lado, uma alta concentracdo de HDL protege contra o
surgimento e o0 avanco das lesGes endoteliais, com efeito antioxidante,
antiinflamatdério e antiaterogénico (SCHRADER E RIMBACH, 2011).

Com relagéo a inflamacéo, evidéncias convincentes indicam que RC atenua
a inflamacao sistémica relacionada a idade (ROSS, 1999). Roedores velhos
mantidos ao longo da vida em RC de 40% demonstraram niveis reduzidos de
diversos marcadores inflamatorios, incluindo a PCR, IL-6, TNF-a e varias moléculas
de adesao celular (KALANI et al., 2006; ZOU et al., 2004; PHILLIPS et al., 2005;
YOU et al., 2007). Além disso, Kalani et al.(2006) descobriram que RC de 8%
sozinha ou combinada com exercicio impediu 0 aumento nos niveis de PCR no
plasma em ratos velhos. A atenuacdo da inflamacéo sistémica por RC também foi
avaliada em primatas ndo humanos (LANE et al., 1995). Além disso, efeitos
antiinflamatérios semelhantes podem ser obtidos com RC em seres humanos
(MEYAER et al., 2006, FONTANA et al., 2006; BOSUTTI et al., 2008).

Em resumo, as evidéncias disponiveis indicam que RC protege contra a
elevacdo da inflamacgéo sistémica e o estresse oxidativo. Além disso, estes efeitos
podem ser obtidos mesmo com restricdo leve na ingestdo de alimentos, a qual é
provavel que seja mais viavel para os seres humanos a longo prazo (MARZETTI et
al., 2009).
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3. METODOLOGIA

3.1.Local de realizacéao

O estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Programa de POs-
Graduacdo em Nutricdo e Alimentos da UFPel, no Laboratorio de Fisiologia
Cardiovascular do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPel, e no

Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular do Departamento de Fisiologia da UFRGS.

3.2.Animais e grupos

Para a realizacéo deste estudo foram utilizadas 20 ratas Wistar com 60 dias
provenientes do biotério do Campus Capédo do Ledo da Universidade Federal de

Pelotas. Os animais foram pesados e distribuidos em 4 grupos experimentais:

1) Fémeas Controle (FC, n=5): ratas alimentadas com racdo (Nuvilab) ad

libitum;

2) Fémeas Restricdo Calorica (FRC, n=5): ratas submetidas a restricdo

calorica moderada pela oferta reduzida (30%) da racéo (Nuvilab);

3) Fémeas Ovariectomizadas Controle (FOC, n=5): ratas alimentadas com

racao (Nuvilab) ad libitum submetidas a ovariectomia;

4) Fémeas Ovariectomizadas Restricdo Caldrica (FORC, n=5): ratas
submetidas a restricdo caldrica moderada pela oferta reduzida (30%) da

racao (Nuvilab) e submetidas a ovariectomia.

Os animais ficaram alojados em caixas (5 animais cada) padrdao do biotério
da UFPel em gabinetes ventilados, temperatura (22-24°C), umidade relativa (65-
75%), e ciclo claro/escuro de 12 horas. Apés uma semana de aclimatacdo ao

ambiente, iniciaram-se os tratamentos que duraram 12 semanas (Fig. 1).
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Figura 1 — Sequéncia experimental.

O experimento foi realizado de acordo com os principios de cuidados com
animais de laboratério publicados pelo Conselho de Organizacdes Internacionais de

Ciéncias Médicas (CIOMS) e aprovado junto a Comissdo de FEtica e

Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (codigo CEEA 1590).

3.3.Dieta e restri¢cdo calorica

Os animais de todos os grupos receberam a racdo padrdo para roedores
marca Nuvilab. Essa foi oferecida ad libitum durante a primeira semana
experimental (aclimatacdo) para determinacdo do consumo diario. Para isso, a
ingestdo alimentar foi monitorada diariamente em balanca eletronica e calculada
pela diferenga em gramas entre a quantidade ofertada e a quantidade restante em
24 horas. Em seguida, enquanto os animais controle receberam dieta livre, iniciou-
se a restricdo calorica progressiva: 10% na primeira semana e 20% na segunda
semana. Na terceira semana, foi iniciada a restricdo de 30% que foi mantida até o
fim do experimento, totalizando 9 semanas em restricdo caldorica de 30%
(GONZALES et al., 2012). O percentual de restricdo 30%, calculado a partir da
média do consumo alimentar na primeira semana experimental (periodo de

adaptacao ao ambiente), foi utilizado durante todo o periodo experimental.

3.4.Ovariectomia bilateral

Apos cinco semanas de RC 30%, as ratas foram submetidas ao
procedimento cirdrgico de ovariectomia bilateral (Figura 2). Para isso, foram

devidamente anestesiadas com cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg), por via
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intraperitoneal. Foi feita uma incisdo lateral logo abaixo das costelas na derme e
peritbnio e se introduziu um estilete até encontrar uma massa de gordura que
delimita o ovario. Em seguida a sua identificacdo e a realizacdo de uma ligadura
abaixo da trompa uterina, o ovario foi retirado (BAKER, 1979). O procedimento foi
repetido no lado contralateral. Nos animais Sham, realizou-se a mesma cirurgia
sem haver, no entanto, a ligadura nem a retirada dos ovérios. ApGs a cirurgia, foi
realizada a sutura da incisdo da pele em planos separados, primeiro a camada
muscular e depois a cutanea. Posteriormente ao procedimento, 0s animais

seguiram por mais 4 semanas de restricdo 30%, até o final do experimento.

Figura 2 — Procedimento da cirurgia de castracéo

3.5.Determinacdo do ciclo estral

Nos animais ndo submetidos a OVX, a determinacdo do ciclo estral foi
iniciada a partir do 28° dia apdés o procedimento cirdrgico de simulacdo da
ovariectomia bilateral. O ciclo estral de cada fémea controle foi determinado por
observacdo do esfregaco vaginal, o qual foi coletado usando pipeta de plastico.
Para isso, solugcao salina foi colocada na abertura vaginal, aspirada e colocada em
laminas para serem observadas a fresco no microscépio. As laminas foram
comparadas com os achados de Freeman (1994). Todos os animais ndo OVX

foram sacrificados na fase do diestro.
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3.6.Monitoramento do peso

Foi realizado um monitoramento semanal, em balanca eletrénica, do peso
dos animais. O peso final (PF) de cada animal foi subtraido do peso do inicial (PI),
sendo o resultado expresso como variagdo do peso inicial. Para avaliar a taxa de
variagdo de peso realizou-se o seguinte célculo: A de peso= Psn/Ps0 (Psn= peso

da semana N; PsO= peso da semana 0).

3.7.Sacrificio dos animais, morfometria e descartes

Apos 9 semanas de RC 30%, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo e uma amostra de sangue foi coletada. Feito isso, foi realizada a coleta
do coracéo e do figado que foram devidamente pesados e rapidamente congelados
em freezer -80°C para as analises bioquimicas. O Utero também foi coletado para a
mensuracao do seu trofismo. Apos ter sido feito a pesagem dos 6rgaos, calculou-se
o indice de hipertrofia desses através da razdo do peso de tecido (g) pelo peso

corporal final (g).

As carcacas dos animais mortos foram levadas ao biotério da UFPel, onde
foram recolhidas pela empresa especializada, responsavel pelo servico de coleta de
materiais contaminados. Materiais téxicos foram tratados conforme protocolo da

instituicao.

3.8.Andlises séricas

3.8.1. Obtencéo do soro e dosagens bioquimicas

O sangue coletado no momento da decapitacdo foi centrifugado a 3500
rotacbes por minuto durante 10 minutos, em centrifuga modelo
Eppendorf/Centrifuge 5415. O soro obtido foi transferido para Eppendorfs e

congelado a -20°C até o momento das andlises.

Apés obtencdo do soro, as analises foram realizadas com auxilio de
espectrofotometro FemtoCirrus 80MB®., utilizando-se kits comerciais, com base

nas recomendacgOes dos fabricantes, realizou-se a quantificagdo colorimétrica de
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albumina (Doles®, GO-Brasil), triglicerideos-TG (Vida Biodiagnéstica®, MG-Brasil),
colesterol total-CT (Vida Biodiagnostica®, MG-Brasil), colesterol HDL (indireto,
Doles®, GO-Brasil). O LDL foi estimado por diferenca entre o Colesterol total e a
soma de HDL + TG/5 (Friedewald et al.,1972).

A atividade arilesterase da PON1 também foi mensurada no soro, a partir da
velocidade de formacédo de fenol por meio do aumento da absorbancia a 270 nm,
temperatura de 25 °C, em espectrofotdmetro, conforme descrito por Browne et al.,
1998. As amostras foram diluidas 1:3 em 20 yL de Tampao Tris/HCI, pH 8,0,
contendo 1 mM de CaCl2. A solucéo reagente foi o tampéao Tris/HCI, adicionado de
4 mM de fenil acetato. A reacao foi determinada apds 20 segundos de retencao e a
absorbancia mensurada por 60 segundos. Uma unidade de atividade arilesterase
da PONL1 foi considerada igual a 1uM de fenol/minuto e expressa em kU/L, com
base no coeficiente de extingdo de fenol. Amostras em branco contendo agua foram

utilizadas para corrigir a hidrolise ndo enzimaética.

3.9.Anélises em tecido cardiaco

3.9.1. Preparo dos homogeneizados de tecido cardiaco

Para as andlises bioquimicas de estresse oxidativo, os coracdes foram
homogeneizados durante 40 segundos em Ultra-Turrax, na presenca de KCI 1,15%
(5 mL por g de tecido) e de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentracao
de 100 mmol/L em isopropanol (10uL por mL de KCI adicionado). O PMSF é um
inibidor de proteases e foi utilizado para que ndo houvesse degradacdo das
enzimas cuja atividade foi medida. Em seguida, os homogeneizados foram
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B
— Rotor SM 24) e o sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -80°C para
as dosagens posteriores (LLESUY et al., 1985).
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3.9.2. Quantificacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, que utiliza como padrdo uma solucdo de albumina bovina na
concentracéo de 1mg/mL (LOWRY et al., 1951).

3.9.3. Determinacéo da Superoxido Dismutase (SOD)

A técnica para determinacdo da SOD baseou-se na inibicdo da reacdo do
anion radical superéxido com o pirogalol. Para isso, utilizou-se uma solu¢édo tampéo
(Tris-base na concentracdo de 50 mmol/L; EDTA na concentragdo de 1 mmol/L em
pH 8,2), pirogalol 24 mmol/L (em acido cloridrico a 10 mmol/L) e catalase a 30
umol/L. Para se ter o resultado em unidade de SOD, necessita-se de um fator de
calibracdo. Por isso, fez-se necessario a construcdo de uma curva padrdo com
concentracbes conhecidas de SOD, disponivel comercialmente (Sigma
ChemicalCo., St Louis, MO). Desta forma, calculou-se o fator de calibracéo
necessario para converter a percentagem de inibicdo da autooxidacdo em unidades
de enzima. No ensaio, adicionou-se a cubeta 988uL de tamp&o Tris, 4uL de
catalase. Zerou-se o0 espectrofotdmetro e adicionou-se 8uL de pirogalol,
observando a oxidagdo do mesmo. Desta forma, obtivemos o maximo (100%) de
oxidacdo desta substancia, para calcular a percentagem de inibicdo causada pela
SOD das amostras. Com as amostras, procedeu-se da mesma forma, apenas com
0 reajuste do volume de tampéao de acordo com a quantidade de homogeneizado
de tecido adicionada, para se ter um volume final de 1mL. Essa reacédo leva a
formacao de um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a 420 nm. A
atividade da enzima foi expressa em U SOD/mg de proteina (MARKLUND, 1985).

3.9.4. Avaliagéo da lipoperoxidacao (QL)

A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta LiquidScintilation
Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden) com o circuito de

coincidéncia desconectado e utilizando o canal de tritio. As determinacdes foram
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realizadas em sala escura, em frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar a
fosforescéncia ativada pela luz fluorescente. O meio de reagédo no qual foi realizado
0 ensaio consistiu em 4mL de uma solucédo reguladora de KCl 140mM, fosfatos
20mM, pH 7,4, na qual foi adicionado 10uL do homogeneizado de tecido. Apads, foi
realizada uma leitura inicial, considerada esta a emissdo de luz basal. O
hidroperoxido organico utilizado foi o hidroperdxido de tert-butila, na concentracéo
de 400mM, dos quais foram adicionados 30uL no meio de reacdo, para uma
concentracéo final de 3mM. Foi medida, entdo, a emissdo de luz e, dessa, foi
descontada a emissao basal para fins de calculos. Os resultados foram expressos
em contagens por segundo (cps) por miligrama de proteina (GONZALEZ-FLECHA,
et al. 1991).

3.9.5. Capacidade antioxidante total (TRAP)

A técnica utilizada para medir a capacidade antioxidante total € baseada na
decomposicdo do 2,2’ Azo-bis (2-amidino-propano) diidrocloreto que gera radicais
livres emite luz detectada pelo contador beta (LKB Rack Beta LiquidScintilation
Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden) (Lissi et al., 1992).

3.9.6. Quantificacdo da expresséao proteica por Western blot

Utilizando-se uma amostra do tecido cardiaco, foi realizada a técnica para
guantificacdo da expressao proteica por western blot descrita por Laemmli 1970 e
Klein 1995. As membranas foram processadas por imunodeteccdo usando-se 0s
seguintes anticorpos primarios: TLR4, NFkB e B-tubulina. Como anticorpos
secundarios utilizou-se os anticorpos policlonaisanti-cabra, anti-camundongo e anti-
coelho (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA e Amersham Pharmacia
Biotech do Brasil LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil).



33

3.10. Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (média £ DP).
Os dados foram analisados por meio de Anova de 2 vias seguido do teste de
Bonferroni. Para avaliar a variacdo do peso corporal dentro do mesmo grupo
utilizou-se Teste t. O nivel de significAncia adotado foi de 5%. Para as analises foi

utilizado o Software Graph Pad Prism 6.
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4. RESULTADOS

4.1.Peso corporal e peso de 6rgéaos

O peso corporal no inicio do experimento foi maior no grupo FRC em relagéo
ao grupo FC (FC= 201,416,9; FRC= 255,8+30,5; FOC= 233,0+19,5; FORC=
234,8+18,1). Apesar disso, a média do consumo alimentar néo foi diferente entre os
grupos (FC= 85%0,8; FRC=81+1,6; FOC= 84+1,0; FORC= 80£1,5).

Na analise da variacdo de peso corporal por 12 semanas observou-se que a
taxa de ganho de peso das ratas submetidas a RC foi menor (p<0,05), tanto nas
FRC quanto nas FORC, comparadas as ratas alimentadas ad libitum, durante todo
o periodo de tratamento (Figura 3). No periodo de adaptacdo ndo houve diferenca

significativa na taxa de ganho de peso em nenhum dos grupos (Figura 3).
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Figura 3 — Variagdo do peso corporal de ratas Wistar durante 12 semanas de restricao caldrica (RC).
3A - Submetidas a cirurgia ficticia de ovariectomia na 8% semana. 3B - Submetidas a ovariectomia
bilateral na 82 semana. Resultados expressos como média + desvio padrdo da média das variacbes
do peso corporal aferido durante 12 semanas (5 animais por grupo).® Inicio da RC 30%. | Realizac&o
das cirurgias. Anova de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. *Indica diferenca significativa
(p<0,001) comparando a RC com a dieta controle na mesma semana.
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Ao analisarmos a variacdo do peso corporal de cada grupo, observou-se um
aumento significativo da taxa de ganho de peso corporal nos grupos alimentados ad
libitum (FC= 8,4% e FOC= 9,1%) ap0s o tratamento cirdrgico em relacdo ao periodo
pré cirargico. Ja os grupos submetidos a RC ndo apresentaram diferenca

significativa no peso corporal entre os periodos pré e poés cirargico (Figura 4).
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Figura 4 — Comparacao da variagdo do peso corporal de ratas Wistar entre os periodos pré (42— 82
semana) e pos (82 - 122 semana) cirargico. FC: ratas alimentadas com racgéo ad libitum, FRC: ratas
submetidas a RC de 30%, FOC: ratas alimentadas com ra¢éo ad libitum submetidas a ovariectomia,
FORC: ratas submetidas a RC 30% e submetidas a ovariectomia. N= 5 animais por grupo. Teste t.
*Indica diferenca significativa (p<0,05) comparado ao periodo pré cirrgico.

Peso final das ratas FORC foi significativamente menor (16,5%) em relacao

as ratas FOC (Tabela 1).

O peso uterino e seu indice de hipertrofia foram significativamente menores
nos grupos ovariectomizados em relagao aos seus controles (Tabela 1). Em relagéo
ao peso dos 6rgaos, observou-se um aumento significativo do peso do coracdo
(11,1%) no grupo FOC comparado ao grupo FC. Ja o peso do figado foi significativa
menor no grupo FORC comparado ao grupo FOC (Tabela 1).
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Tabela 1 — Peso corporal, peso dos 6rgéos e indice de hipertrofia em ratas Wistar. N= 5 animais por
grupo.

Valor p
FC FRC FOC FORC -
Interacdo Dieta Tratamento
PF (9) 257,0+£11,3 246,4+12,7 284,0+13,7 237,2+19,0~* 0,013 <0,001 0,188
PU (0) 0,6+0,2 0,5+0,1 0,2+0,0*  0,2+0,0*** 0,419 0,625 <0,001
PU/PFx100 (g) 0,240,1 0,2+0,0 0,1+0,0*  0,140,0*** 0,407 0,145 <0,001
PCor (g) 0,9+0,1 0,9+0,5 1,4+0,5* 0,9+0,1 0,062 0,081 0,047
PCor/PFx100 (g) 0,3+0,1 0,4+0,1 0,5+0,2 0,4+0,1 0,210 0,890 0,069
PFi (9) 8,0+1,3 5,7+1,2 6,8+1,1 5,4+0,6** 0,383 0,002 0,118
PFi/PFx100 (g) 3,0+0,3 2,5+0,5 2,4+0,6 2,5+0,4 0,166 0,334 0,160

PF: peso final; PU: peso do Utero; PCor: peso do coracéo; PFi: peso do figado. FC: ratas alimentadas
com racgédo ad libitum, FRC: ratas submetidas a RC de 30%, FOC: ratas alimentadas com rac¢do ad
libitum submetidas a ovariectomia, FORC: ratas submetidas a RC 30% e submetidas a ovariectomia.
Valores expressos em média + desvio padrédo para analises em duplicata a partir de 5 animais por
grupo. Anova de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. *Indica diferencga significativa comparada
ao grupo FC; **Indica diferenca significativa comparada ao grupo FOC; *** Indica diferenca
significativa comparada ao grupo FRC.

4.2.Parametros bioquimicos séricos

A albumina sérica, que foi analisada como um indicador de condi¢édo

nutricional, ndo foi diferente entre os grupos (Tabela 2).

Ao analisarmos os efeitos da RC sobre os lipidios séricos, verificamos uma
diminuicdo (22,8%) nos TG do grupo FRC em relacdo ao grupo FC. A ovariectomia
promoveu um aumento significativo nos niveis de colesterol total e de colesterol
HDL de 35% e 90%, respectivamente, nas ratas FOC comparadas as FC. O nivel
sérico de colesterol HDL também apresentou um aumento significativo (52,7%) no

grupo de ratas ovariectomizadas submetidas a RC em relacdo ao grupo FRC.

BN

Quanto a atividade arilesterase da PON1, evidenciou-se que a RC néo
alterou a atividade da enzima, independente do nivel de estrogénio. Ja a razéo
PON1/HDL foi significativamente reduzida nos grupos FOC e FORC (43,3% e 36%,
respectivamente), em relacdo aos seus grupos controles. A razdo né&o foi

modificada pela dieta.
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Tabela 2 — Andlises bioquimicas séricas em ratas Wistar. N= 5 animais por grupo.

Valor p
FC FRC FOC FORC
Dosagens bioquimicas Interagdo  Dieta  Tratamento

Albumina (mg/dL) 2,1+0,4 2,2+0,4 2,3+0,4 2,1+0,3 0,446 0,744 0,565
Triacilglicerdis (mg/dL) 127,0£20,4  98,0+21,8* 112,7+12,9 103,0+5,6 0,207 0,018 0,520
Colesterol (mg/dL):

Total 99,3+19,6  114,0+20,0 134,0+17,4*  124,3+1,4 0,148 0,744 0,012

HDL 44,7455 56,0£14,0  85,0+14,0**  85,5+13,6** 0,365 0,286 <0,001

LDL 29,1+15,5 38,4+28,3 26,5+18,7 18,1+14,5 0,342 0,960 0,220
PONL1 (kU/L) 128,3+31,6  136,0+32,0 144,0+29,1  130,0+22,1 0,410 0,807 0,723
PON1/HDL 3,0+1,1 2,56+0,5 1,7+0,4** 1,6+0,4** 0,582 0,280 0,002

FC: ratas alimentadas com ragéo ad libitum, FRC: ratas submetidas a RC de 30%, FOC: ratas
alimentadas com racdo ad libitum submetidas a ovariectomia, FORC: ratas submetidas a RC 30% e
submetidas a ovariectomia. Valores expressos como média * desvio padrdo para analises em
duplicata a partir de 5 animais por grupo. Anova de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. * Indica
diferenca significativa comparado ao grupo FC; ** Indica diferenca significativa comparada aos grupos
FC e FRC.

4.3.Analises de tecido cardiaco
4.3.1. Parametros de estresse oxidativo: SOD, QL e TRAP

A atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase foi
significativamente menor nas ratas ovariectomizadas em relacdo aos seus controles

(Figura 5). A dieta nado influenciou significativamente na atividade da SOD.
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Figura 5 — Atividade da superoxido dismutase (SOD) em amostras de homogeneizado do tecido
cardiaco de ratas Wistar. FC: ratas alimentadas com ragdo ad libitum, FRC: ratas submetidas a RC
de 30%, FOC: ratas alimentadas com ragédo ad libitum submetidas a ovariectomia, FORC: ratas
submetidas a RC 30% e submetidas a ovariectomia. N= 5 animais por grupo. Anova de duas vias,
seguida do teste de Bonferroni. #Indica diferenca significativa comparado ao grupo FC; # Indica
diferenca significativa comparado ao grupo FRC.
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A figura 6 mostra a lipoperoxidagdo em amostras de homogeneizado do
tecido cardiaco. Essa ndo foi modificada pela ovariectomia bilateral. J& a restricdo

calorica reduziu significativamente a lipoperoxidacéo.
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Figura 6 — Lipoperoxidag¢&@o por quimiluminescéncia (QL) em amostras de homogeneizado do tecido
cardiaco de ratas Wistar. FC: ratas alimentadas com rag&o ad libitum, FRC: ratas submetidas a RC
de 30%, FOC: ratas alimentadas com rag¢édo ad libitum submetidas a ovariectomia, FORC: ratas
submetidas a RC 30% e submetidas a ovariectomia. N= 5 animais por grupo. Anova de duas vias,
seguida do teste de Bonferroni. # Indica diferenca significativa comparado ao grupo FC; # Indica
diferenca significativa comparado ao grupo FOC.

A figura 7 mostra a capacidade antioxidante total em amostras de
homogeneizado do tecido cardiaco. Essa foi significativamente aumentada pela
ovariectomia (FOC vs FC). Um aumento semelhante foi observado no grupo FRC
em relacdo ao FC. Ja nos animais com dieta de restricdo calorica e submetidos a
ovariectomia bilateral observamos uma menor capacidade antioxidante total em
relacdo aos seus controles (FRC e FOC). A capacidade antioxidante total ndo foi

diferente entre os grupos FC e FORC.
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Figura 7 — Capacidade antioxidante total (TRAP) em amostras de homogeneizado do tecido
cardiaco de ratas Wistar. FC: ratas alimentadas com racdo ad libitum, FRC: ratas submetidas a RC
de 30%, FOC: ratas alimentadas com ragédo ad libitum submetidas a ovariectomia, FORC: ratas
submetidas a RC 30% e submetidas a ovariectomia. N= 5 animais por grupo. Anova de duas vias,
seguida do teste de Bonferroni. *Indica diferenca significativa comparado ao grupo FC; **Indica
diferenca significativa comparado ao grupo FRC; # Indica diferenca significativa comparado ao grupo
FOC.

4.3.2. Expressao proteica deTLR4 e NFkB

A figura 8 mostra a expressao proteica do TLR4 em amostras de
homogeneizado do tecido cardiaco. A expressao do TLR4 foi significativamente
diminuida nos grupos FOC e FRC em relacao ao grupo FC. Essa nao foi diferente

no grupo FORC em relacéo aos seus controles (FRC e FOC).

A figura 9 mostra a expressado proteica do NFkB em amostras de
homogeneizado do tecido cardiaco. A expressdo do NFkB foi significativamente
menor no grupo FORC em relacdo ao grupo FRC. Néao foram observadas diferencas

significativas entre os demais grupos experimentais.
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Figura 8 — Expresséo proteica do TLR4 por Western blot em amostras de homogeneizado do tecido
cardiaco de ratas Wistar. FC: ratas alimentadas com rac¢éo ad libitum, FRC: ratas submetidas a RC
de 30%, FOC: ratas alimentadas com racdo ad libitum submetidas a ovariectomia, FORC: ratas
submetidas a RC 30% e submetidas a ovariectomia. N= 5 animais por grupo. Anova de duas vias,
seguida do teste de Bonferroni. *Indica diferenca significativa comparado ao grupo FC.
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Figura 9 — Expresséao proteica do NF-kB por Western blot em amostras de homogeneizado do tecido
cardiaco de ratas Wistar. FC: ratas alimentadas com racéo ad libitum, FRC: ratas submetidas a RC
de 30%, FOC: ratas alimentadas com racdo ad libitum submetidas a ovariectomia, FORC: ratas
submetidas a RC 30% e submetidas a ovariectomia. N= 5 animais por grupo. Anova de duas vias,
seguida do teste de Bonferroni. *Indica diferenca significativa comparado ao grupo FRC.
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5. DISCUSSAO

A castracdo induzida pela ovariectomia bilateral parece ter sido efetiva em
reduzir 0s niveis séricos de estrogénio no presente estudo, uma vez que esses tém
sido classicamente associados com a diminuicdo do trofismo dos Uteros e trompas
de Falopio (BARP et al., 2002; MORGAN-MARTINS, 2003; SCHENKEL et al., 2014).
A hipotrofia desses 6rgédos nao foi diferente entre os grupos castrados, indicando
uma possivel semelhanca nos niveis de estrogénio entre eles. Somado a isso, todas
as ratas foram submetidas ao esfregaco vaginal com o intuito de determinar a fase
do ciclo estral ou efetividade da castragdo. Como era de se esperar, as ratas
castradas ndo apresentaram oscilacdes no ciclo estral, mais um indicativo da
efetividade da técnica cirirgica empregada. Logo apos a ovariectomia bilateral, os
niveis de estrogénio diminuem significativamente ao longo dos primeiros 7 dias,
quando se tornam praticamente indetectaveis (BARP et al., 2002). No presente
estudo, escolhemos sacrificar as ratas 28 dias apés a cirurgia de ovariectomia por ja
termos certo conhecimento prévio sobre os efeitos do estrogénio na funcéo
cardiovascular nesse periodo (BARP et al.,, 2002; MORGAN-MARTINS, 2003;
SCHENKEL et al., 2014). As ratas ndo castradas tiveram o ciclo estral monitorado e,
buscando a padronizacdo dos niveis de estrogénio, todas foram mortas na fase do
diestro (menor nivel de estrogénio ao longo de todo o ciclo que tem duracédo de

aproximadamente 4 dias).

A castracdo normalmente esta associada ao ganho de peso corporal. De
fato, Camporez et al. (2013) mostraram que camundongos ovariectomizados tem
maior aumento de peso corporal e massa gorda em comparagao aos controles. Por
si s6 a ovariectomia pode provocar o aumento do peso corporal devido a uma maior
proliferacdo das células adiposas e uma diminuicdo da massa esquelética. Perfil
semelhante foi observado em humanos em que a incidéncia da obesidade aumenta
significativamente com o declinio nos niveis de estradiol ap0s a menopausa
(CARR, 2003).

Porém, em nosso estudo a castracédo nao influenciou no ganho de peso, uma
vez que esse foi semelhante entre os grupos FC e FOC (Figura 4). Além do mais,
nao observamos diferenga significativa no ganho de peso corporal entre esses
mesmos grupos com dieta livre ao longo de todo o protocolo experimental. A
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guantidade de alimento ingerida por dia por cada animal alimentado ad libitum néo
foi monitorada em nosso estudo. Esse poderia ser um dado complementar
interessante para normalizar de forma mais efetiva o ganho de peso corporal ao
longo do tempo. No entanto, para esse monitoramento, torna-se necessario o
isolamento dos animais em gaiolas metabdlicas, o que demanda mais espaco no

alojamento.

J& a restricdo caldrica se mostrou efetiva em mitigar o ganho de peso
corporal nas ratas. Resultados semelhantes foram observados em estudos prévios
com ratos submetidos ao mesmo percentual de RC (DAS et al., 2009; RIBEIRO et
al., 2012). Desde seu inicio, passando pelo periodo de adaptacao até atingir RC de
30% e, mesmo apos a castracdo, as ratas ndo apresentaram variacdo no peso
corporal. Tamanha restricdo cal6rica poderia estar associada a desnutricdo dos
animais. No entanto, isso néo foi observado no presente estudo uma vez que 0s
niveis de albumina sérica foram semelhantes entre todos os grupos. Ou seja, 0
protocolo empregado no presente estudo foi efetivo em restringir as calorias sem
causar dano nutricional aos animais. Nossos resultados corroboram os achados de
Ribeiro et al. (2012) que mostraram um menor ganho de peso corporal associado
com a manutencdo da albumina sérica em ratos apés 12 semanas de RC 30%
guando comparados aos animais alimentados ad libitum. O peso do coracdo e do
figado foi maior no grupo FOC. O estrogénio parece exercer acao trofica sobre
alguns 6rgéos por atuar em sinergismo com o horménio do crescimento (GRUBER
et al.,, 2002). Tal efeito parece ser sisttmico, uma vez que foi prevenido com a
restricdo caldrica (grupo FORC). Além do mais, quando calculado o indice de
hipertrofia (peso do 6rgao/peso corporal final) ndo foi observado diferenca entre os
grupos.

Um dos objetivos deste estudo foi caracterizar o perfil lipidico dos animais. As
lipoproteinas constituem uma classe heterogénea de particulas e evidéncias
sugerem que as diferentes subclasses de LDL e HDL apresentam diferentes riscos
cardiometabolicos. O HDL refere-se a uma classe de complexos proteicos e
lipidicos, que diferem em tamanho (5-12 nm), forma e conteddo, e que estdo sob
influéncia de fatores genéticos e ambientais. Uma reducdo dos niveis dessa
lipoproteina tem sido relacionada a menores niveis de estrogénio. Nesse sentido, foi

observado em outros estudos que niveis reduzidos do hormdnio implicariam em
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inibicdo da expresséo genica de enzimas responsaveis pelo efluxo de colesterol dos
tecidos para o HDL, na transferéncia de proteinas do HDL para outras lipoproteinas,
assim como a liberacéo de colesterol para o figado e dos macréfagos para o HDL.
Entretanto, neste estudo concentracdes mais elevadas de HDL relacionaram-se a
ovariectomia, resultados que, embora controversos e pouco explorados, ja foram
descritos (KIM et al., 2000; DOST et al., 2014). Em particular Dost et al, ao
analisarem o teor de colesterol total e fracbes apos 6 semanas de ovariectomia em
ratos, verificaram aumento do HDL nestes animais. No presente estudo, 0 aumento
do colesterol total também foi influenciado pela ovariectomia, assim como mostrado
anteriormente em estudos similares (DOST et al., 2014). Por outro lado, a restricao
calorica associou-se a uma reducdo do TG no grupo controle, efeito que pode ser

atribuido a um menor fluxo de substratos para a sintese lipidica hepatica.

Ao analisarmos os parametros de estresse oxidativo, verificamos uma
diminuicdo na atividade da enzima antioxidante SOD. Essa € uma enzima
importante que atua catalisando a redugcédo do anion radical superoxido. Além da
atividade da SOD ter uma relacdo direta com a oferta de substrato, essa pode ser
influenciada diretamente pelo estrogénio (KIM et al., 2012; KHOSLA, OURSLER e
MONROE, 2012). Neste contexto, torna-se necessario que outros mecanismos,
enzimaticos e ndo enzimaticos, compensem a diminuicdo da atividade da SOD
apos a castracao visando a manutencdo de um estado redox predominantemente
reduzido. Dentre outros mecanismos, ja sdo bem conhecidos o sistema da
glutationa, da tiorredoxina, da glutarredoxina, etc. No mesmo sentido, observamos
que a razdo PONI1/HDL acompanhou a diminuicdo dos niveis de estrogénio,
reforcando o indicativo de maior susceptibilidade a um ambiente mais oxidado. A
PON1, uma esterase sintetizada e secretada principalmente pelo figado, é uma
enzima associada fisicamente a particula de HDL e, assim, € capaz de inibir a
oxidacao lipidica nas particulas de LDL, nos macrofagos e no proprio HDL (JARVIK
et al.,, 2002). Sendo assim, a protecdo cardiovascular ndo depende somente de
altos niveis de HDL, mas também da alta atividade da PON1 (DEAKIN & JAMES,
2004; NG et al., 2008). Concomitantemente com a diminuicdo da SOD e da razao
PON1/HDL, observamos no presente estudo um aumento significativo na
capacidade antioxidante total no grupo FOC. Embora seja uma técnica pouco

especifica na determinacdo dos antioxidantes em questdo, ela nos permite
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identificar a presenga de uma resposta antioxidante contra-regulatéria. Ou seja, o
favorecimento ao estresse oxidativo pela reducdo dos niveis de estrogénio é
atenuado, pelo menos em parte, pelo aumento de algumas defesas antioxidantes.
Tal resposta também pode ser reforcada pelo mesmo padrdo de oxidacdo aos
lipidios, parametro classico de dano oxidativo, observado entre os grupos FC e
FOC. Em paralelo a isso, a reducdo dos niveis de estrogénio promoveu diminui¢ao
da expressdo proteica do TLR4, sugerindo uma menor sinalizagdo para a
inflamacdo por essa via. Nossos achados corroboram trabalhos prévios que
sugerem a interacdo do estrogénio com os TLRs (SVENSON et al., 2014). Pelo
nosso conhecimento, o presente estudo € pioneiro em mostrar essa interacdo no
tecido cardiaco ex vivo. Acreditamos que o0 estrogénio possa promover um efeito
direto sobre tais receptores. Ou seja, com a reducdo dos seus niveis apos a
castracdo, momento de maior susceptibilidade ao estresse oxidativo, ha uma
diminuicdo na expressao proteica do TLR4 visando atenuar a sinalizagdo para a
inflamacéo nesse periodo. Apesar disso, a expressdao do NFkB néo foi alterada no
grupo FOC. Se sabe que a ativacdo do TLR4, assim como outras vias inflamatorias,
tem como desfecho comum a ativagédo do NFkB (HA et al., 2011). Ao ser ativado, o
NFkB é translocado para o ndcleo a fim de aumentar a expressdo génica de
citocinas inflamatérias e de fatores envolvidos na apoptose celular. Isso nao foi
observado em nosso estudo, 0 que mais uma vez sugere certa prevencao aos
efeitos deletérios promovidos pela diminuicdo do estrogénio para o sistema

cardiovascular.

A partir do conhecimento prévio da influéncia que o estrogénio exerce sobre
0 estresse oxidativo e a inflamacao, avancamos para a investigacao dos efeitos da

restricdo caldrica nesse modelo experimental.

Tem sido mostrado na literatura que a RC exerce seus conhecidos efeitos
cardioprotetores por atenuar o estresse oxidativo e a inflamacdo (MASORO, 2005;
MARZETTI et al., 2009; GONZALEZ et al., 2012). A RC de 40% realizada por 4
meses foi eficaz em reduzir significativamente a oxidagao de lipidios e proteinas no
coracao de ratos (PAMPLONA et al.,, 2002). De forma semelhante, Diniz et al.
(2003) mostraram uma diminui¢éo dos niveis de lipoperoxidag¢éo no tecido cardiaco
de ratos jovens submetidos a RC de 50% por 35 dias. Somado a isso, 0s ratos em

RC exibiam aumento da atividade das enzimas antioxidantes GPx e catalase em
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relacdo aos alimentados ad libitum (DINIZ et al., 2003). No presente estudo, nos
observamos uma diminuicéo da lipoperoxidagao nas ratas em RC, corroborando os
dados da literatura. Concomitantemente, a RC aumentou a capacidade antioxidante
total no grupo FRC e mostrou uma tendéncia em evitar a diminuicdo da SOD no
grupo FORC. Acreditamos que devido ao pequeno numero de animais por grupo

essa diferenca nao foi estatisticamente diferente.

Mesmo nesse ambiente menos oxidado promovido pela RC, a expresséao
proteica do TLR4 no grupo FORC foi semelhante ao grupo FOC. Esse resultado,
por expressar uma possivel diminuicdo na sinalizagdo para a inflamacdo e morte
celular, sugere um potencial cardioprotetor da RC. A RC pode exercer seus efeitos
antiinflamatdrios por influenciar atividades metabdlicas, hormonais e a expressao
de genes que reprimem precursores de inflamacdo em varios tipos de tecidos,
incluindo o coragdo. (CLEMENT et al., 2004; HIGAMI et al., 2004; LAMAS et al.,
2003; MATSUZAKI et al., 2001; SWINDELL, 2009). Estudos mostram que a RC
pode reforcar a expressao de genes que codificam proteinas com propriedades
antiinflamatdérias, tais como inibidor alfa de NFkB (NFKBIA), inibidor tecidual de
metaloproteinases-3 (TIMP3), e receptores ativados por proliferador de
peroxissoma (PPAR) (SUNG et al., 2004; SWINDELL, 2009). Por outro lado, genes
pré-inflamatérias, tais como TNFa, IL-6, COX-2, INOS, VCAM-1 e ICAM-1 parecem
ser inibidos pela RC (HIGAMI et al., 2006, JUNG et al., 2009). Quando somados, 0s
efeitos para reduzir a inflamacdo, promovidos pela diminuicdo dos niveis de
estrogénio e pela RC, foram significativamente efetivos em reduzir a expressao
proteica do NFkB (grupo FORC). Além do mais, esses efeitos somados podem
estar modulando outras vias de sinalizacdo intracelular além do TLR4, uma vez que

a ativacdo do NFkB € um desfecho comum de varias vias inflamatérias.
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6. CONSLUSOES

Conclui-se com o presente estudo que a RC de 30%, sem ma nutricao,
apresenta potencial cardioprotetor em ratas. Tal efeito parece estar associado com
a diminuicdo preventiva da expressdo proteica de TLR4 e do NFkB, proteinas
chave para a sinalizacao intracelular da inflamacgéo e morte celular. Além do mais, a
RC demonstrou ter um potencial benéfico na prevencdo de danos cardiacos por
modular alguns parametros relacionados ao estresse oxidativo e aos lipidios
plasmaticos, bem como reduzir o peso corporal. Pelo nosso conhecimento, o
presente estudo € pioneiro em mostrar uma possivel interacdo entre o estrogénio e

o0 TLR4 no tecido cardiaco ex vivo.
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A CEEA analisou o projeto intitulado: “Influéncia do receptor semelhante ao
Toll4 na cardioprotecio promovida pela restrigido calérica 7 dias apds o infarto
agudo do miocardio em ratos”, processo n°23110.001590/2014-50, sendo de parecer
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