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1. INTRODUCAO

A alimentagédo € um dos fatores ambientais envolvidos no tratamento que
possui um grande impacto no prognéstico de algumas doencas. A restricdo de
calorias (RC) reflete em mudancas metabdlicas que melhoram o perfil glicémico,
resisténcia a insulina, reduzem os fatores de risco cardiovascular e triglicerideos
(OBATA et al, 2003). Alteracdes na atividade da paraoxonase 1 (PON1) tém sido
relatadas conforme modificacdes alimentares, levantando a hipdtese de uma
possivel modulacdo dietética dessa enzima (SKRHA, 2009). A restricdo calérica
diminui a atividade sérica da PON1 e esta resposta € dependente de género
(Thomas-Moya et al., 2006). As dietas pro-aterogénicas estao relacionadas a uma
gueda significativa, tanto na atividade como na concentracdo de PON1. Uma vez
que a enzima é altamente suscetivel a inativacdo por oxidacao e a RC relaciona-
se com um estado oxidativo mais baixo, sendo assim um modelo experimental
adequado para estudar a PONL1.

As paraoxonases sdo uma familia de proteinas que protegem o LDL E HDL
da oxidagédo (AVIRAM E ROSENBLAT, 2005). Circula no plasma exclusivamente
ligada ao HDL, sintetizada principalmente no figado e denominada uma esterase
calcio dependente. Os padrdes reduzidos de atividade da PON1 podem refletir no
aumento do estresse oxidativo e, consequentemente, aumento do risco de
doenca cardiovascular (DURRINGTON et a., 2001). Faz parte de uma familia
génica composta por trés genes PON1, PON2 e PON3 localizada no cromossomo
humano 7. O gene da PON1 exibe 9exons e consite de 354 amonoacidos
(PRIMO-PARMO et al.,, 1996). Em contraste, PON2 e PON3 carecem de
atividades de paraoxonase ou arilesterase. ApOs um estudo longitudinal
prospectivo revelar que niveis reduzidos é um fator de risco para doencas
cardiovasculares cabido a doenca pré-existente ou outros fatores de risco,
despertou-se interesse pela enzima.

O camundongos Ames Dwarf apresentam mutacao recessiva no gene Prop
1, o que leva a nao diferenciacdo de trés tipos celulares na adenohipofise. Devido
a auséncia destas ceélulas nos Ames homozigotos, ndo ha producdo de hormonio
de crescimento (GH), hormdnio tireotrofico e prolactina (SORNSON et al., 1996).
ApOs 0 nascimento, 0s animais tém crescimento corporal reduzido. A deficiéncia
em GH leva estes animais a apresentarem niveis baixissimos de IGF1 no plasma
e tempo de vida prolongado (FLURKEY et al., 2001). Através de mecanismos de
reducdo de GH e IGF1, em roedores a RC de curto prazo reduz os niveis de GH,
enquanto a longo prazo mantém a liberacdo pulsante de GH (SONNTAG et al.,
1995). Essas descobertas, juntamente com a andlise da expressao génica em
Ames Dwarf, GHRKO e RC, indicam que GH e RC influenciam a longevidade por
caminhos diferentes, porém sobrepostos.
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Nesse contexto, investigacdes veem sendo feitas frente de que substancias
quimicas, dietas e estilo de vida, estados patolégicos e fisioldgicos, tém
demonstrado afetar significativamente a atividade enzimatica da PON1 (COSTA,
2003). O presente estudo teve como objetivo investigar a associagao da restricao
calorica sobre o nivel de PON1 no soro de camundongos Ames Dwarf deficiente
em GH.

2. METODOLOGIA

Para o experimento de longa duragéo foram utilizados 40 camundongos
(n=20 normais N/df e n=20 Ames dwarf df/df) com idade de 30 dias mantidos em
condi¢cbes controladas de temperatura, luz e umidade (22 + 2 °C, ciclos de 12
horas claro/12 horas escuro e 40%-60% respectivamente). Durantes 6 meses, 10
camundongos de cada grupo foram submetidos a RC. Para o experimento de
curta duracdo, 28 camundongos C57BL6 foram distribuidos em quatro grupos de
7 animais cada: grupo controle, RC de 30% por 7 dias, 14 dias e 28 dias. Todos
animais foram alimentados com racdo padréo para roedores. Os grupos controle
receberam racéo ad libitum e para o grupo RC foi calculado uma quantidade 30%
menor levando em consideracdo a meédia do consumo da semana anterior do
grupo controle.

A atividade arilesterase da PON1 foi medida a partir da velocidade de
formacao de fenol através da monitorizacdo do aumento da absorvancia 270 nm a
25°C. O reagente de trabalho consistiu em Tris/HCI 20 mM, pH 8,0, contendo 1
mM de CaCl2 e 4 mM de fenilacetato como substrato. As amostras diluidas 1:3
em tampao foram adicionadas e a mudanca na absorbancia foi registrada durante
60 seg. Uma unidade de atividade arilesterase foi considerada igual a 1 mM de
fenol formado por minuto. A atividade é expressa em kU/L ou U/mL.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graphpad
Prism 6.0. O teste estatistico Two Way ANOVA para o experimento de longa
duracédo e One Way ANOVA para o de curta duracdo. Valores de P < 0,05 foram
considerados significativamente estatisticos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram investigados numa primeira instancia, os efeitos dos niveis de RC
moderada, em camundongos normais e Ames sobre a atividade de PON1. Na
Figura 1, apdés o periodo de 6 meses em RC, a dieta reduziu a atividade de
PONL1, apesar de néo ter sido afetada nos animais Ames. Portanto, foi observada
uma diferenca significativa numa andlise geral no grupo da RC.

Figura 1. Camundongos (AL e RC) submetidos a RC durante 6 meses
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A Figura 2, compara atividade de PON1 no soro de camundongos com dieta ad
libitum e curtos periodos de RC. Assim, a PON1 nao foi afetada por periodos
curto de RC.
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Figura 2, atividade de PON1 no soro de camundongos com dieta AL e curtos
periodos de RC
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Corroborando com os achados de (BONKOWSKI et al., 2009) foi possivel
identificar que os animais com deficiéncia de GH modulam os efeitos de
diferentes intensidades de RC. No 14° dia houve um aumento na atividade de
PONL1, esse dado sugere que 0 aumento da resisténcia a varios estressores € um
mecanismo importante que liga a sinalizacdo somatotropica reduzida ao
envelhecimento tardio nos camundongos GH deficientes. Varios estudos recentes
procuram identificar mecanismos celulares que possam explicar a resisténcia ao
estresse reforgcada de camundongos com deficiéncia de GH (BARTKE, 2011). Os
animais Ames, nédo tiveram alteracdo na PON1 como observada para RC, essa
andlise de expressao reforca a hipdtese de que ocorre diferentes mecanismos de
acao da deficiéncia de GH e RC, os mecanismos agem de modo independente
em etapas de sinalizagao.

Assim, a diminuicdo da atividade sérica de PON1 em resposta a RC pode
ser indicativa de uma perda de antioxidante, podendo fazer parte de uma
estratégia levando a economia de energia em uma situacdo de diminuicdo e
ingestdo de nutrientes, consequentemente menor risco de estresse oxidativo
resultando em protecdo menos necessaria das particulas de LDL. Uma vez que a
atividade PON1 mais alta na dieta AL pode ser atribuida a uma maior estabilidade
dos complexos HDL/PONL1 e diminuiram apenas nos animais RC. A RC poderia
estar associada a uma diminuicdo dos conteudos de HDL, o que pode ser
responsavel pela perda da atividade sérica de PONL1.

A RC em curtos periodos ndo afetou a atividade sérica de PON1 nos
camundongos. A longo prazo ela reduz a taxa metabdlica ajustada para o peso
corporal ocasionada pela baixa ingestdo de energia proveniente da dieta, e
consequentemente, uma diminuicdo do depdsito de tecido adiposo. Alteracdo do
deposito de gordura além de afetar o peso, poderia modificar a secrecado de
hormdnios e por isso levar a alteragdes na PON. No curto prazo néo € identificado
essas modificagdes e por isso ndo se viu efeito da RC (BARTKE et al., 2001).

4, CONCLUSOES

Assim, podemos concluir que a restricdo caldrica reduz a atividade de
PON1 no longo prazo em camundongos, o mesmo ndo sendo observado em
periodos curtos de RC ou em camundongos deficientes em GH.
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