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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 0O
tratamento dos pacientes que sobrevivem aos eventos agudos sédo exorbitantes para
os cofres publicos. Neste sentido, tem sido estimulada cada vez mais a descoberta
de terapias profilaticas que possam evitar/retardar tais complicacdes e custos. Neste
contexto, a restricdo caldrica (RC), ndo associada com a desnutricdo, tem se
mostrado promissora (MARZETTI et.al., 2009; GONZALEZ et. al., 2012).

A restricdo calorica sem ma nutricdo é uma intervencdo nutricional capaz de
estender a longevidade em varias espécies, inclusive mamiferos (TREPANOWSKI et
al., 2011; ROTH e POLOTSKI, 2012). Ela também tem sido associada a prevencao
de doencas relacionadas a idade, dentre as quais diabetes (HE et al., 2012), cancer
(KLEBANOQV, 2007) e as doencas cardiovasculares (DCV) (WEISS e FONTANA,
2011).

A RC esta associada a reducdo dos fatores de risco cardiovascular (CV) por
diminuir os niveis de triglicerideos (TG) e aumentar os niveis de lipoproteina de alta
densidade HDL (CRUZEN e COLMAN, 2009). Atualmente, a razdo de
apolipoproteinas aterogénicas/antiaterogénicas e a identificacdo das diferentes
particulas de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e HDL tém sido indicadas como
medidas adicionais de risco CV. Além disso, uma importante enzima antiaterogénica
e anti-inflamatdria associada ao HDL, a paraoxonase 1 (PON1), tem sido investigada
guanto a seu papel na reducéo do risco CV e seu comportamento frente a RC.

Neste contexto, o estrogénio tem merecido destaque uma vez que exerce
acao moduladora sobre os lipidios e o sistema redox celular. Estudos tem
observado que o0 estrogénio apresenta acdo antioxidante e antiflamatoria por
potencializar direta e indiretamente as capacidades antioxidantes (POZZI et. al.,
2006; VEGETO et. al., 2003).

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito o perfil lipidico e a atividade da
PON1 em ratas Wistar ovariectomizadas mantidas em restricdo calérica moderada
por 8 semanas.

2. METODOLOGIA

2.1 Local de realizacao
O estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Programa de P6s Graduacao
em Nutricdo e Alimentos da Universidade Federal de Pelotas.

2.2 Animais e grupos
Foram utilizadas 20 ratas Wistar (60 dias) provenientes do biotério do
Campus Capéo do Ledo da Universidade Federal de Pelotas. Essas foram



divididas em 4 grupos experimentais (n=5/grupo), sendo eles: Controle - Sham
(CS): ratas com dieta livre e submetidos a cirurgia ficticia de ovariectomia bilateral;
Controle - OVX (CO): ratas com dieta livre e ovariectomizados; Restricdo Calorica
— Sham (RS): ratas com restricdo caldrica e submetidos a cirurgia ficticia de
ovariectomia bilateral; Restricdo Cal6rica — OVX (RO): ratas com restricao calérica
e ovariectomizados.

Os animais foram mantidos em caixas (5 animais/caixa) no alojamento do
biotério sob periodos de 12 horas luz, 12 horas escuro, com temperatura e
umidade relativa de 22-24°C e 65-75%, respectivamente.

2.3 Dieta e restricao calorica

A dieta utilizada foi racdo padréo para roedores marca Nuvilab. Os animais
passaram por uma semana de adaptacdo ao ambiente e ao controle do
consumo da dieta. Em seguida, enquanto os animais controle receberam dieta
livre, foi iniciada a restricdo cal6rica progressiva: 10% na primeira semana, 20%
na segunda e 30% até a décima primeira semana. Portanto, totalizando 8
semanas em restricdo caldrica de 30% (GONZALES et. al., 2012). A média de
consumo alimentar dos grupos foi calculada semanalmente (toda segunda-feira).
O percentual da restricdo foi calculado a partir da média de consumo alimentar dos
animais na primeira semana de adaptacao.

2.4 Determinagao e Monitoramento do Ganho de Peso

Todos os animais foram pesados, em balanca eletrbnica, semanalmente, para
determinacdo do ganho e/ou perda de peso, afim de monitorar a evolugcdo do peso
corporal.

2.5 Ovariectomia (OVX)

Apés 4 semanas de restricdo calorica 30% as ratas foram submetidas ao
procedimento cirdrgico. Foram anestesiadas (quetamina 90mg/kg™, xilazina 10
mg/kg™i.p.) e a ovariectomia ou cirurgia ficticia foi realizada bilateralmente.

2.6 Obtencéo do soro, dosagens bioquimicas e analise enzimatica

O sangue foi coletado no momento da decapitacdo e centrifugado a 3500 rpm
por 10 minutos. O soro obtido foi armazenado a -80°C até o momento das analises.
As dosagens bioquimicas foram realizadas com Kkits enzimaticos comerciais e
guantificadas em espectrofotometro. Foi dosado: colesterol total (CT), TG, HDL e a
albumina. O teor de LDL foi determinado pela equacédo de Fridewald. A atividade
arilesterase da PON1 foi medida no soro, a partir da velocidade de formacédo de
fenol por meio do aumento da absorbancia a 270 nm, a temperatura de 25°C,
conforme descrito por Browne et al. (2007).

2.8 Anédlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (+ DP). A anélise
ANOVA de duas vias foi realizada para testar o efeito do tratamento, da dieta e suas
interacdes. Quando a interacdo foi significativa o teste t foi realizado para
comparacao entre grupos. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Para as
analises foi utilizado o Software GraphPad Prism 5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O peso final das ratas nota-se que a RC foi capaz de reduzir o peso corporal.
Ao analisar o grupo OVX observa-se o efeito da RC pois ocorreu uma reducgao
(<0,05) de 16,5% do peso corporal nas ratas submetidas a RC em compara¢cdo com
o controle. Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos com ratos
submetidos ao mesmo percentual de RC (RIBEIRO et. al., 2009; RIBEIRO et.
al.,2012).

O perfil lipidico das ratas pode ser observado na Tabela 1. Ao analisar os
efeitos da RC sobre os lipidios séricos constatou-se que ela foi capaz de reduzir
(p<0,05) em 22,8% a concentracdo sérica de TG, mas ndo teve efeito significativo
em CT, HDL e LDL. Porém ao analisarmos o efeito do tratamento cirdrgico observa-
se que houve um efeito significativo nos niveis séricos de CT e HDL, as
concentragdes séricas foram maiores (p<0,05) no grupo OVX. Estudos com animais
e humanos submetidos & RC apresentam niveis significativamente mais baixos de
TG e aumento no HDL (CRUZEN e COLMAN, 2009). O estrogénio tem merecido
destaque uma vez que exerce acao moduladora sobre os lipidios apresentando acao
antioxidante e antiflamatéria, pois é capaz de diminuir os niveis de CT e LDL e
aumentar os niveis de HDL. De fato, seu potencial terapéutico antiflamatério tem
sido mostrado em ratas (POZZI et. al., 2006; VEGETO et. al., 2003). No entanto sua
escassez esta relacionada ao aumento do risco de doencas cardiovasculares, pois
afeta os lipideos séricos (MURPHY, 2011). Porém, no presente estudo observou-se
gue as ratas ovariectomizadas tiveram um aumento significativo dos niveis de HDL,
possivelmente pelo curto periodo analisado, neste sentido sdo necessarias mais
pesquisas descobrir os possiveis mecanismos envolvidos neste resultado.

Quanto a atividade arilesterase da PONL1, evidenciou-se que a RC manteve a
atividade da enzima, independente dos niveis de estrogénio. Entretanto, a razéo
PON1/HDL foi menor (p<0,05) no grupo OVX comparado grupo Sham, independente
do tipo de dieta. Estudos tém demonstrado que a PON1 parece sensivel a RC,
sendo a intervencao associada com uma diminuicdo na atividade da enzima (MOYA
et. al., 2006; SKRHA, 2009). Nosso estudo mostra que a atividade da PON1 foi
similar entre os grupos e que a RC, independentemente dos niveis de estrogénio,
promoveu a manutencéo da atividade enzimatica.

A concentracao de albumina sérica mostrou-se dentro dos limites adequados
a roedores e foi similar entre todos os grupos, mostrando assim que a RC nao
alterou o estado nutricional. Estudos com animais na fase adulta submetidos a RC
de 30% também ndo encontraram alteracdes nos valores de albumina (RIBEIRO et.
al., 2009; RIBEIRO et. al.,2012).

Tabela 1. Analises bioquimicas, atividade da PON1 e caracterizacdo de peso em ratas
Wistar.(n=20)

Grupos Valor p
CS RS CcO RO Interagao Dieta Tratamento
Peso final (g) 257,0+11,3 246,4+12,7 284,0+13,7 237,2+19,0* 0,013 0,001 0,188
Triacilglicerdis (mg/dL) 127,0+20,4 98,0+21,8* 112,7+12,9 103,0+5,6 0,207 0,018 <0,001
Colesterol (mg/dL) 99,3+19,6 114,0+20,0 114,0+17,4** 124,3+12,4 0,148 0,744 0,012
HDL (mg/dL) 44,7+5,5 56,0+14,0 85,0+14,0** 85,5+13,6** 0,365 0,286 <0,001
LDL (mg/dL) 28,5+6,0 42,3+24,8 35,0+9,9 28,0+11,3 0,131 0,628 0,551
PON1 (KU/L) 128,3+31,6 136,0+32,0 144,0+29,1 130,0+22,1 0,41 0,807 0,723
PON1/HDL 3,0+1,1 2,5+0,5 1,7+0,4** 1,6+0,4** 0,582 0,28 0,002
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

Os valores sdo expressos em média + desvio padrdo. Nivel de significancia de 5% teste t. * Indica
diferenca significativa comparada ao grupo controle (p<0,05). ** Indica diferenca significativa
comparada ao grupo sham (p<0,05).

4. CONCLUSOES



Conclui-se que a RC moderada manteve tanto o estado nutricional proteico
adequado quanto a atividade da PON1 independente do tratamento. Além disso, a
ovariectomia é capaz de modificar o perfil lipico.
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