FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA

TRABALHO FINAL DO 6° ANO MEDICO COM VISTA A ATRIBUICAO DO
GRAU DE MESTRE DO CICLO DE ESTUDOS DE MESTRADO INTEGRADO EM
MEDICINA

JOAO FILIPE CARVALHO PEREIRA MANO SIMOES

RESTRICAO CALORICA NA DIABETES
TIPO 2 ASSOCIADA AO ENVELHECIMENTO

ARTIGO CIENTIFICO

AREA CIENTIFICA DE FISIOLOGIA

TRABALHO REALIZADO SOB A ORIENTACAO DE:

PROFESSORA DOUTORA CRISTINA MARIA TRISTAO SENA
PROFESSORA DOUTORA RAQUEL MARIA FINO SEICA

09/2011



Jodo Filipe Pereira SimGes
Restricao Calorica na Diabetes Tipo 2 associada ao envelhecimento

Titulo: Restricdo Calorica na Diabetes Tipo 2 associada ao envelhecimento
Autores:

Jodo Filipe Carvalho Pereira Mano Simées *

Cristina Maria Tristdo Sena 2

Raquel Maria Fino Seica

! Afiliacdo: Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, Portugal

Endereco: Rua dos Combatentes, N°142, 3045-332 Coimbra

2 Afiliacdo: Instituto de Fisiologia, Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra, Portugal
Endereco: Subunidade I - pdlo 3, Universidade de Coimbra, Azinhaga de Santa

Comba, Celas, Portugal

i|Padgina



Jodo Filipe Pereira Simdes
Restricdo Calorica na Diabetes Tipo 2 associada ao envelhecimento

“Que a tua alimentacao seja o teu tratamento e o teu tratamento a
tua alimentacao. ”

Hipocrates, Século V a.C.
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RESUMO

A diabetes mellitus ¢ uma patologia em crescendo por todo o mundo. A sua
mortalidade est4d maioritariamente associada a complicacdes cardiovasculares. A patogenia da
doenga cardiovascular na diabetes é multifactorial. Neste contexto, a disfungdo endotelial é
considerada determinante no aparecimento da doenga vascular, resultando de distirbios
metabdlicos como a hiperglicemia e a dislipidémia e o stress oxidativo. Algumas medidas
parecem contribuir significativamente para atenuar este desequilibrio organico, entre as quais,
destaca-se a restricao calorica.

Este trabalho pretende estudar os efeitos da restricdo calérica nos parametros
metabolicos, na funcdo endotelial e nos niveis de stress oxidativo de ratos Goto-Kakizaki, um
modelo animal de diabetes tipo 2, com 12 meses de idade.

Foram criados dois grupos de estudo. Um grupo controlo com ratos Wistar e Goto-
Kakizaki ndo sujeitos a restricdo calérica e um segundo grupo sujeito a restricao calérica, com
ratos Wistar e Goto-Kakizaki. Foram avaliados os parametros metabolicos, a capacidade de
vasodilatacdo dependente do 6xido nitrico e os niveis de anido superdxido, nitrotirosina,
Oxido nitrico sintetase endotelial e MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), revelando
melhorias bastante significativas no grupo submetido a restricao caldrica.

Este estudo permite conhecer as alteracBes metabdlicas e vasculares na diabetes
mellitus tipo 2 e respectivos efeitos benéficos da restricdo caldrica, contribuindo para o
desenvolvimento de novas abordagens preventivas e terapéuticas na diabetes mellitus tipo 2

associada ao envelhecimento.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a growing disease worldwide. Its mortality is mainly associated
with cardiovascular complications. The pathogenesis of cardiovascular disease in diabetes is
multifactorial. In this context, endothelial dysfunction is decisive in the process of vascular
disease, involving metabolic disorders such as hyperglycemia and dyslipidemia and oxidative
stress. Some measures contribute significantly to minimize this organic instability, especially
caloric restriction.

This work intends to study the effects of caloric restriction on metabolic parameters,
endothelial function and levels of oxidative stress in Goto-Kakizaki rats, an animal model of
type 2 diabetes, with 12 months old.

Two groups were studied. A control group with Wistar and Goto-Kakizaki rats not
submitted to caloric restriction and another group submitted to caloric restriction with Wistar
and Goto-Kakizaki rats. The metabolic parameters, endothelium-dependent vasodilatation and
the vascular content of superoxide anion, nitrotyrosine, endothelial nitric oxide synthase and
MCP-1(Monocyte chemoattractant protein-1) were evaluated, showing significant
improvements in the caloric restriction group.

This study allowed understand the metabolic and vascular abnormalities associated to
type 2 diabetes and respective beneficial effects of caloric restriction, helping to the
development of new preventive and therapeutic approaches in diabetes mellitus type 2

associated with aging.
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l. INTRODUCAO

A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) € uma patologia caracterizada por hiperglicemia
cronica com crescente incidéncia mundial. As estimativas mundiais indicam 300 milhdes de
diabéticos em 2025 (Ding H & triggle C, 2005). Em Portugal, a prevaléncia € elevada, cerca
de 983 mil (12,3%) diabéticos (OND, 2010), reflectindo o envelhecimento da populagdo, mas
também o estilo de vida inapropriado. Apesar de a DMT2 ser mais prevalente nos paises
desenvolvidos, 0 aumento da incidéncia parece ser mais pronunciado nos paises que passam
por um periodo de ocidentalizacdo (Zimmet P et al., 2001).

A patologia cardiovascular é a principal causa de morbilidade e mortalidade na
diabetes, sendo responsavel por mais de 80% da mortalidade (Hsueh WA & Law R, 1998;
Schalkwijk CG & Stehouwer CDA, 2005).

De um modo geral, o termo disfuncdo endotelial refere-se a incapacidade do endotélio
em manter a homeostasia vascular. Simboliza a diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido
nitrico (NO), mas também a producdo aumentada de vasoconstritores, moléculas pro-
inflamatorias e pré-trombéticas (Widlansky ME et al., 2003; Shahab A, 2006). A disfuncédo
endotelial é um factor de extrema importancia no desenvolvimento da aterosclerose e doenca
cardiovascular (Tabit CE et al., 2010).

A hiperglicemia da diabetes e condig¢fes associadas, como a insulino-resisténcia, a
hipertensdo arterial, os produtos de glicacdo avancada (AGEs) e a dislipidémia aterogénica
reduzem a vasodilatacdo dependente do endotélio (Creager et al., 2003). Alguns dos
mecanismos que conduzem a esta disfuncdo endotelial s&o conhecidos. Entre eles estdo o
stress oxidativo e a activacdo pro-inflamatdria. Diversas origens de stress oxidativo s@o

propostas, entre as quais se destacam a origem mitocondrial e os AGEs.
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A cadeia respiratéria mitocondrial é uma fonte de superéxido (O,) e o aumento da
glicose leva a uma maior producdo deste anido (Brownlee M, 2001). O superdxido reage com
0 NO a nivel endotelial e inactiva-o, produzindo peroxinitrito (ONOO") (Cai and Harrison,
2000; Zou et al., 2002; Molnar et al., 2005;). O peroxinitrito € altamente reactivo e citotdxico
e conduz a oxidacdo da Oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS), inactivando-a (d"Uscio LV
et al., 2003; Zou et al., 2002). Este processo culmina na reducao da biodisponibilidade de NO
e na menor vasodilatacdo dependente do endotélio. O peroxinitrito leva a formacgdo de
nitrotirosina, um marcador de stress oxidativo. Os AGEs resultam da glicagdo ndo-enzimética
de proteinas, lipidos e &cidos nucleicos, com consequente deposicdo, tendo efeitos pro-
inflamatorios e pro-oxidantes (Quehenberger P et al., 2000; Jakus V & Rietbrock N, 2003).

A activagdo pro-inflamatdria é reconhecida pelo aumento da expressdo de moléculas
de adesdo dos leucacitos, citocinas pro-inflamatorias e moléculas pro-trombéticas (Hadi AR
& Suwaidi AL, 2007).

As possiveis abordagens para controlar estes eventos sdo largamente investigadas.
Uma das quais é objecto de estudo neste trabalho. A restricdo calérica (RC) possibilita uma
diminuicdo dos niveis de glicose no sangue e um decréscimo das reservas no tecido adiposo.
Verifica-se um aumento da adiponectina e diminuicdo do factor de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e consequente aumento da sensibilidade a insulina (Bordone L & Guarente L, 2005).

Este trabalho foi realizado com o objectivo de demonstrar os possiveis efeitos
benéficos da RC na disfungdo metabdlica, oxidativa e endotelial presente na diabetes. Assim,
pretende-se evidenciar uma melhoria do perfil glicémico e lipidico, uma possivel melhoria da
disfungéo endotelial, com aumento da actividade da eNOS e da biodisponibilidade de NO, e

uma atenuacao do estado oxidativo e inflamatorio associado.
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Il. MATERIAIS E METODOS

I1.1. ANIMAIS E TRATAMENTO

Neste estudo, todos os procedimentos animais foram conduzidos de acordo com a Lei
Portuguesa de Experimentacdo com Animais de Laboratdrio (2004).

Os ratos ndo diabéticos Wistar (W) e os espontaneamente diabéticos tipo 2 Goto-
Kakizaki (GK) foram obtidos das colonias locais (Faculdade de Medicina, Universidade de
Coimbra, Portugal).

Foram estudados 18 machos Wistar e 18 machos GK com 12 meses de idade.
Constituiram-se 2 grupos, um grupo controlo com 9 ratos Wistar e 9 ratos GK e um grupo
com 9 ratos Wistar (W + RC) e 9 ratos GK sujeitos a RC (GK + RC). O grupo controlo foi
alimentado sem restricdo, ad libitum, com dieta standard laboratorial (Dieta AO4;Panlab,
Barcelona, Espanha) e tiveram livre acesso a agua. O grupo experimental foi sujeito a
restricdo calorica de 10% durante 2 semanas, de 25% durante as 3 semanas seguintes e 0
restante tempo a 35% até completar os 3 meses.

Os animais foram mantidos em salas com ventilacdo adequada, temperatura e
humidade controladas de 22-24°C e 50-60%, respectivamente, e com ciclos alternados de 12

horas de luz e obscuridade.

I1.11. PESO CORPORAL

O peso corporal foi determinado em jejum antes e apos tratamento.
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I1.111. RECOLHA DE AMOSTRAS

No final do tratamento as amostras de sangue foram obtidas por puncao cardiaca ap6s
15 horas de jejum, com os animais anestesiados com cloridrato de quetamina (75mg/kg) e
cloridrato de clorpromazina (3mg/kg) (administracao intramuscular). Na recolha das amostras
foram utilizados tubos BDVacutainer com e sem EDTA (4,5 mg), de modo a obter plasma e
soro, respectivamente. As amostras foram centrifugadas a 2500 r.p.m a temperatura de 4°C
durante 10 minutos, aliquotadas e armazenadas a -20°C.

Posteriormente, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as aortas
foram retiradas para efectuar o estudo funcional, sendo os restantes cortes de aorta congelados

para posterior analise.

I11.1VV. DETERMINACAO DE PARAMETROS METABOLICOS

Foram determinadas as concentragdes de glicose em jejum (15 horas), no sangue total
da veia da cauda do animal, recorrendo ao método da glicose-oxidase usando um glicébmetro
(Glucometer Elite - Bayer Portugal SA, Lisboa, Portugal) e tiras teste reactivas compativeis.
Realizaram-se provas de tolerdncia a glicose apds administracdo intra-peritoneal de glicose
(1,759 de glicose/Kg peso corporal), determinando a glicemia aos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos.
Foram determinados os valores de Hemoglobina glicada (HbA;c) usando o método DCA
2000 (Bayer Portugal SA, Lisboa, Portugal).

Os niveis séricos de lipidos (Colesterol total, HDL e triglicerideos), expressos em

mg/dl, foram determinados por analisador automatico (Olympus-Diagnéstica, Portugal).
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11.V. ESTUDOS FUNCIONAIS DE VASODILATAGCAO DEPENDENTE DO ENDOTELIO

Retiraram-se, cautelosamente, anéis vasculares da aorta de cada animal, sendo limpos
de tecido conjuntivo, de modo a preservar o endotélio. Os anéis (3-4mm) foram suspensos em
camara de perfusdo com capacidade de 10 ml, contendo solucdo de Krebs-Henseleit a pH 7,4
com a seguinte composicdo (mmol/L): NaCl, 118,6; KCI, 4,7; CaCl, 1,6; NaHCO3, 25,0;
MgSQq, 1,18; KH,PO,, 1,18; Glicose, 11,0. A solugdo foi mantida a 37°C e oxigenada com
uma mistura de gases contendo 95% de O, e 5% de CO,. Montaram-se 0s segmentos de aorta
entre os ganchos de aco inoxidavel em camaras separadas, ligados a um suporte de um lado e
a um transdutor de forca (PowerLab) do outro. Os segmentos foram distendidos a uma tenséo
de 19, estabelecida previamente como tensao ideal, através de curvas de comprimento-tensdo.
Os anéis da aorta foram perfundidos durante 15 minutos.

Os segmentos de aorta, com e sem endotélio, foram contraidos com fenilefrina (10”
M).

Apbs estabilizacdo da contrac¢éo, foi estudada a biodisponibilidade de NO por adi¢édo
de acetilcolina (ACh) ao banho de forma cumulativa de 10%° — 10? enquanto o
nitroprussianto de sédio (SNP) foi cumulativamente adicionado ao banho, de 10 — 10,
como vasodilatador independente do endotélio. O relaxamento produzido pela ACh e pelo
SNP foi expresso em percentagem de relaxamento a partir da contraccdo induzida pela
fenilefrina.

Esta metodologia é baseada na vasodilatacdo dependente da ac¢do do NO como
ilustrado na figura 1. Nesta figura € possivel verificar, que apds contracgdo com fenilefrina, a
administracdo de ACh provoca diminuic¢do da tensdo no vaso com endotélio, mas ndo no vaso
sem endotélio. Do mesmo modo, ao administrar um inibidor da eNOS (L-NAME), ndo houve

diminuig&o da tensdo.
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Figura 1. Apresentacdo grafica da base metodologica dos estudos funcionais de
vasodilatacdo dependente do endotélio.

PhE=Fenilefrina; ACh=Acetilcolina; L-NAME=L-Nitro-Arginine Methyl Ester.

11.VV1. DETERMINAGAO DOS NIVEIS DE ANIAO SUPEROXIDO

Cortes histoldgicos de segmentos da aorta (30 um de espessura), congelados, ndo
fixados, foram incubados com dihidroetidio (DHE) em solucdo salina fosfatada (PBS),
durante 30 minutos a 37°C em camara humida protegida da luz. O DHE foi oxidado pelos ides
O, dando origem a brometo de etidio que se liga ao DNA do nucleo e emite fluorescéncia
vermelha (Miller et al., 1998).

A deteccdo do brometo de etidio foi realizada usando um microscépio de fluorescéncia

Bio-Rad MRC-600, equipado com laser kripton/argon, utilizando um filtro de 568 nm.

6|Pagina



Jodo Filipe Pereira Simdes
Restricdo Calorica na Diabetes Tipo 2 associada ao envelhecimento

As amostras de ratos diabéticos e normais foram processadas e visualizadas em
paralelo. As defini¢des de laser foram idénticas para a aquisicdo das imagens das diferentes

amostras.

11.VI1. DETERMINAGAO DE NITROTIROSINA NA PAREDE VASCULAR

A nitrotirosina é um marcador da formacao de peroxinitrito e foi determinada na aorta
através de uma estimativa dos niveis de nitracdo proteica, utilizando métodos
imunofluorescentes. Os cortes histoldgicos foram descongelados e secos, seguidos de fixacdo
em acetona (-20°). Foram re-hidratados em solucdo salina fosfatada até o meio de montagem
(OCT) desaparecer. De seguida, permeabilizaram-se em solucéo salina fosfatada com Triton a
1% durante 10 minutos. As ligacdes ndo especificas foram blogueadas com soro de cabra a
10% em solucdo salina fosfatada a 0,2% durante 30 minutos. Incubaram-se, entdo, com
anticorpo primario de coelho anti-nitrotirosina (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY,
USA) durante 1 noite. Em seguida, os cortes foram lavados e incubados com anticorpo
secundario anti-coelho (Molecular Probes, Barcelona, Espanha), durante 1 hora. Finalmente,
lavaram-se os cortes e foram observados em microscopio de fluorescéncia Bio-Rad MRC-
600, equipado com laser kripton/argon, utilizando um filtro de excitacdo 485 nm, que permite

observar a fluorescéncia verde representativa da presenca de nitrotirosina.

11.VIII. DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE OXIDO NiTRICO SINTETASE ENDOTELIAL

Segmentos de endotélio intacto da aorta dos ratos foram lavados com solugdo salina
fosfatada e arrefecidos em solugdo tamponada contendo (em mM) Tris-HCI 50, NaCl 150,

EDTA (Acido etileno-diaminotetracético) 1, Acido etileno-glicol-tetracético 0,1, Nonidet P-
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40 0,1%, SDS (Dodecil sulfato de sodio) 0,1% e Desoxicolato de sodio 0,5%. Fuoreto de
Fenilmetilsulfonilo, 1mM; Aprotinina, 10ug/ml; Leupeptina, 10u/ml; Pepstatina, 10pum/ml
(Sigma Chemicals, St Louis, MO, EUA) foram adicionados como inibidores das proteases.

Os tecidos foram homogeneizados e centrifugados a 140009 durante 20 minutos, a
4°C, sendo determinada a proteina total sobrenadante. De seguida, foi corrido o electroblot
em membrana de nitrocelulose ap6s a adicdo de 50ug de proteina ao gel SDS-PAGE a 8%,
utilizando marcadores padrdo de peso molecular conhecido. Os blots foram bloqueados
através de uma solucdo salina fosfatada tamponada com leite magro, durante uma hora, e
incubados com anticorpo anti-eNOS (Transdution Laboratory, Madrid, Espanha) durante a
noite. Apés a incubacdo priméria, a membrana foi lavada com solucdo salina. Depois, a
membrana foi incubada, durante uma hora, com anticorpos secundarios ligados a uma
fosfatase alcalina. Os imunoblots foram lavados com solucdo salina e incubados com o
substrato enziméatico ECF, durante alguns segundos, seguida de secagem da membrana em
papel de filtro. A revelagdo foi realizada por um sistema de detec¢do de western blotting,
sendo as concentragdes expressas em ratio entre a eNOS fosforilada e a eNOS total,

utilizando o programa informatico ImageQuant 5,0.

11.1X. DETERMINAGCAO DE MARCADOR DE INFLAMACAO

Durante o processo inflamatorio que caracteriza o estado vascular na DMT2, ocorre a
libertacdo de diversas citocinas pré-inflamatorias, cujos efeitos contribuem para a marcada
disfuncéo endotelial. Uma dessas citocinas é a monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1).
Para avaliar os seus niveis na estrutura vascular dos ratos estudados marcou-se a MCP-1
usando anticorpo primario (Chemicon, Sintra, Portugal) e anticorpo secundario (Alexa Fluoro

488, Molecular Probes, Barcelona, Espanha) que fluoresce de verde ao ser observada no
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microscopio de fluorescéncia Bio-Rad MRC-600, equipado com laser kripton/argon,

utilizando um filtro de 485 nm.

11.X. ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados como valor médio + e.p.m. (erro padrdo da média). A
analise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism version 3.0 por ANOVA
one-way seguida de teste comparativo de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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I11. RESULTADOS

I11.1. PESO CORPORAL

No final dos 3 meses de tratamento, com a idade de 15 meses, o peso corporal dos
ratos sujeitos a RC foi menor do que o peso dos ratos ndo sujeitos a esta abordagem (p<0,001)
(Tabela I). Verificou-se que a perda de peso foi superior nos ratos Wistar sujeitos a RC do que

nos ratos GK sujeitos a RC, 22% e 18,4%, respectivamente (Tabela I).

Tabela I. Peso corporal dos ratos Wistar, ratos GK, ratos Wistar com restricdo calorica
(W + RC) e ratos GK com restricdo calérica (GK + RC) no final do tratamento.

Diminuicao do peso corporal com restricdo caldrica.

Wistar GK W +RC GK +RC
Peso Corporal 495 + 18 3512+74 379+ 17 287 £ 8,5
(g) **k*k **k*k (I)(I)(I)
Diminuig&o do 22% 18,4%
peso corporal

*** p<0,001 vs ratos Wistar; ¢dpd p<0,001 vs GK
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I11.11. PARAMETROS METABOLICOS

I1L11.1. GLICEMIA EM JEJUM
A glicemia em jejum ao fim de 3 meses foi superior nos ratos GK em relacdo aos ratos
Wistar (p<0,001) (Tabela I1). Nos ratos sujeitos a restricdo caldrica ndo se verificou variacéo

significativa nos valores de glicemia em jejum (Tabela I1).

Tabela Il. Glicemia em jejum de ratos Wistar, ratos GK, ratos Wistar com restricéo

calorica (W + RC) e ratos GK com restricao calorica (GK + RC).

Wistar GK W + RC GK +RC
Glicemia em 66,1+1,7 91,2+35 655+1,9 99,2 +4,1
jejum (mg/dl) falekel Fhx

*** p<0,001 vs ratos Wistar

I11.11.11. PROVA DE TOLERANCIA A GLICOSE INTRA-PERITONEAL E HEMOGLOBINA
GLICADA (HBA;C)

Pela realizacdo desta prova foi possivel confirmar a intolerncia marcada a glicose nos
ratos GK controlo e com RC em comparagdo com os ratos Wistar. Nos ratos GK sujeitos a
RC, aos 60 minutos, a glicemia foi significativamente menor comparando com os GK
controlo (p<0,05). Observou-se uma diminuicdo dos niveis de glicemia ap6s os 90 minutos
nos ratos GK com RC (p<0,001), ao contrario do que aconteceu com os ratos GK controlo,

cujos niveis de glicemia continuaram a subir (Fig. 2-A).
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Figura 2. Prova de tolerancia a glicose intra-peritoneal (A) e niveis de hemoglobina
glicada (HbAc) (B) nos ratos Wistar, ratos GK, ratos Wistar com restri¢do caldrica (W + RC)

e ratos GK com restri¢do calorica (GK + RC) (B).

* p<0,05; *** p<0,001 vs ratos Wistar; ¢ p<0,05; d¢dpd p<0,001 vs GK.
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Nos ratos Wistar sujeitos a RC também se verificou uma ligeira reducdo (ndo
significativa) dos niveis de glicemia ao longo da prova, comparando com os ratos Wistar
controlo (Fig. 2-A).

No que diz respeito a HbA;c, constatou-se que os ratos GK apresentavam niveis
superiores aos ratos Wistar controlo (p<0,001). Ocorreu uma diminuic¢éo dos niveis de HbA;c
nos ratos Wistar sujeitos a RC (p<0,05) comparativamente aos ratos Wistar controlo e nos
ratos GK sujeitos a restricao calérica (p<0,05), comparativamente aos respectivos controlos.

(Fig. 2-B).

I1.11.111. PERFIL LIPIDICO

No perfil lipidico realizado estudaram-se os niveis de colesterol total, colesterol ndo-
HDL e triglicerideos.

Os valores de colesterol total nos ratos GK foram superiores aos dos ratos Wistar em
ambos os grupos (p<0,001). Os niveis nos ratos Wistar com RC foram superiores aos
apresentados pelos ratos Wistar controlo (p<0,01). Verificou-se, ainda, que os valores de
colesterol total dos ratos GK com RC foram inferiores aos dos ratos GK controlo (p<0,05)
(Fig. 3-A). Simultaneamente, observou-se que o colesterol ndo-HDL nos ratos Wistar com
RC manteve-se constante em relacdo aos ratos Wistar controlo. (Fig. 3-B). Este mesmo
parametro, mais elevado nos ratos GK (vs Wistar, p<0,01) foi significativamente inferior nos
ratos GK com RC, quando comparado com os ratos GK controlo (p<0,01) (Fig. 3-B).

Nos valores de triglicerideos verificou-se que os ratos GK controlo apresentavam
niveis superiores aos ratos Wistar controlo (p<0,001). Nos ratos GK com RC verificou-se
uma diminuicdo bastante acentuada dos niveis de triglicerideos, quando comparados com 0s

ratos GK controlo (p<0,001) (Fig. 3-C).
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Figura 3. Niveis séricos de colesterol total (A), colesterol ndo-HDL (B) e
triglicerideos (C) nos ratos Wistar, ratos GK, ratos Wistar com restri¢do calérica (W + RC) e

ratos GK com restrigdo calorica (GK + RC) (C).

** p<0,01; *** p<0,001 vs ratos Wistar; ¢ p<0,05; ¢¢ p<0,01; ddd p<0,001 vs GK.
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I11.111. FUNCAO ENDOTELIAL

Ao testar a funcdo endotelial verificou-se que os ratos Wistar apresentavam resposta
vasodilatadora mais intensa a administracdo de acetilcolina em ambos o0s grupos, comparando
com os ratos GK. Verificou-se que a diminui¢do da contrac¢do vascular ap6s a administracao
de acetilcolina nos ratos GK sujeitos a RC é aproximadamente 20% inferior & diminuicéo da
contraccdo verificada nos ratos GK controlo (Fig. 4-A). Nos ratos Wistar ndo se verificaram
variag0es significativas. (Fig. 4-A).

Ao avaliar a resposta vascular apds administracdo de nitroprussiato, ndo se observaram
diferengas entre os diversos grupos testados (Fig. 4-B).

A eNOS ¢ a responsavel pela producdo de grande parte do éxido nitrico a nivel do
endotélio em artérias de grande calibre como a aorta (Sena et al., 2008). Na figura 5 é
possivel observar um menor ratio eNOSp/eNOS total nos ratos GK comparativamente aos
ratos Wistar (p<0,001). Verificou-se, ainda, um aumento do ratio nos ratos GK com RC
qguando comparados com os ratos GK controlo (p<0,001). Inversamente, verificou-se uma

diminuig&o deste ratio nos ratos Wistar com RC em relagdo aos Wistar controlo (p<0,001).
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Figura 4. Resposta vasodilatadora da artéria aorta apds administracdo de doses
crescentes de acetilcolina (A) e apds administracdo de doses crescentes de nitroprussiato (B).

*** p<0,001 vs ratos Wistar; ¢ p<0,05; ¢ p<0,01; d¢dd p<0,001 vs GK.
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Figura 5. Expressao de oxido nitrico sintetase em tecido aoértico. Analise Western blot
da expressao de oOxido nitrico sintetase fosforilada e total (A) e ratio da expressdo de 6xido
nitrico sintetase fosforilada e total, em aorta de ratos Wistar , ratos GK, ratos Wistar com
restri¢do caldrica (Wistar + RC) e ratos com restri¢do caldrica (GK + RC) (B).

*** pn<0,001 vs ratos Wistar; ¢dd p<0,001 vs ratos GK.
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I11.1V. MARCADORES DE STRESS OXIDATIVO

Neste estudo verificou-se que a quantidade de fluorescéncia emitida apds oxidacdo do
dihidroetideo pelos iGes superoxido (O,) presentes na parede vascular foi mais intensa nos
ratos GK do que nos ratos Wistar. Nos ratos GK controlo a fluorescéncia foi superior a dos
ratos GK com RC (Fig. 6). Também nos ratos Wistar se verificaram diferencas, sendo que os

ratos com RC apresentaram menos fluorescéncia do que os respectivos controlos (Fig. 6).

Wistar

Wistar + RC GK +RC

Figura 6. Cortes histoldgicos da aorta de ratos Wistar, ratos GK, ratos Wistar com
restricdo caldrica (Wistar + RC) e ratos GK com restri¢do caldrica (GK + RC), observados em
microscopio de fluorescéncia a um comprimento de onda de 568 nm. Emissdo de Brometo de

Etideo formado através da reaccéo do Dihidroetideo com os ides superoxido.

A nitrotirosina € um produto estavel do peroxinitrito; deste modo funciona como
marcador da sua producdo e também da presenca de ifes superdxido na parede vascular.

Verificou-se uma maior fluorescéncia nos ratos GK controlo do que nos Wistar controlo e
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menor fluorescéncia nas amostras de ratos GK com RC do que nas de ratos GK controlo
(Fig.7). Também foi possivel observar uma discreta diminuicdo da fluorescéncia nas amostras

dos ratos Wistar com RC quando comparados com os Wistar controlo (Fig.7).

Wistar

Wistar + RC

Figura 7. Cortes histologicos da aorta de ratos Wistar, ratos GK, ratos Wistar com
restricdo caldrica (Wistar + RC) e ratos GK com restri¢do caldrica (GK + RC), observados em
microscopio de fluorescéncia a um comprimento de onda de 485 nm. Marcacdo com

anticorpo anti-nitrotirosina.

I11.VV. MARCADOR DE INFLAMACAO

Ao utilizar um anticorpo especifico para a MCP-1 e um anticorpo fluorescente
secundario anti-coelho, verificou-se que os ratos GK apresentavam maior fluorescéncia que
0s ratos Wistar em ambos os grupos. Nos ratos GK sujeitos a tratamento com RC, a
fluorescéncia verde foi muito menor que nos ratos GK controlo (Fig.8). Nos ratos Wistar com
RC também se verificou uma ligeira diminuicdo da fluorescéncia comparativamente aos ratos

Wistar controlo (Fig.8).
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GK +RC

Figura 8. Cortes histoldgicos da aorta de ratos Wistar, ratos GK, ratos Wistar com

restricdo caldrica (Wistar + RC) e ratos GK com restricdo calorica (GK + RC), observados em

microscopio de fluorescéncia a um comprimento de onda de 485 nm. Anticorpo anti-MCP-1.
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V. DISCUSSAO

Neste estudo o regime de restricdo calérica em ratos GK traduziu-se por alteraces
muito significativas nos pardmetros metabolicos, na funcéo endotelial e no estado oxidativo e
inflamatorio.

Os ratos GK s&o modelos animais espontaneamente diabéticos tipo 2, ndo obesos, que
apresentam um estado de hiperglicemia crénica com hiperinsulinemia em jejum e insulino-
resisténcia. Foi demonstrado anteriormente que estes animais apresentam disfuncéo endotelial
aos 4 meses de idade (Cheng et al., 2001). A evidéncia de que a diabetes mellitus contribui
para a disfungdo endotelial e o desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas através de
mecanismos pré-inflamatdrios, oxidativos, pré-ateroscleréticos e outros, foi apresentada
anteriormente em diversos trabalhos (Reis et al., 2000; De Vriese et al., 2000; Alwi Shahab,

2006; Esper RJ et al., 2006; Tabit CE et al., 2010;).

A diabetes mellitus conduz a uma instabilidade entre accdo oxidante e antioxidante,
favorecendo o lado oxidativo (Paolisso G et al., 1999; Szabo C, 2009; Chang C et al., 2010;).
Isto pode ser avaliado atraves de marcadores de stress oxidativo como o ido superéxido (O)
e a nitrotirosina. Os ifes superoxido reagem com o NO a nivel endotelial, inactivando-o e
produzindo peroxinitrito (Cai and Harrison, 2000; Zou et al, 2002; Molnar et al., 2005;). O
peroxinitrito conduz a oxidagdo da eNOS, inactivando-a (d"Uscio LV et al., 2003). Desta
forma, o anido superoxido conduz a uma menor biodisponibilidade de NO com consequente
diminuicdo do relaxamento vascular dependente do endotélio (Bahia L et al., 2006).
Igualmente reconhecido é o estado pré-inflamatorio existente na diabetes mellitus. A detecgéo
da MCP-1 permite demonstrar inflamagdo exuberante nas amostras de animais diabéticos

(Esper RJ et al., 2006).
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Diversos estudos apresentam a diminuicdo de peso corporal como uma das
consequéncias da RC (Walford RL et al., 1992; Heilbronn LK et al., 2003; Morinaga H et al.,
2009). No nosso trabalho verificamos esta diminui¢do de peso nos ratos sujeitos a RC, sendo
mais acentuada nos ratos Wistar (22%) que nos ratos GK (18,4%).

A hiperglicemia caracteristica da diabetes mellitus foi observada ao longo do nosso
estudo. Os ratos GK apresentaram, de modo constante, glicemia em jejum e apds
administracdo intra-peritoneal de glicose e niveis de hemoglobina glicada superiores aos ratos
Wistar, traduzindo o seu estado de hiperglicemia cronica. Na prova de tolerancia a glicose
intra-peritoneal foi possivel demonstrar que os ratos Wistar com e sem RC apresentavam uma
resposta adequada, revelando sensibilidade a insulina e secrecdo apropriada da hormona em
resposta ao estimulo glicémico. Ja nos ratos GK verificou-se uma resposta inadequada a
glicose (intolerdncia marcada). Os ratos GK com RC mostraram aos 90 minutos apos
administracdo intra-peritoneal de glicose um inicio de reducdo dos niveis de glicemia. Tal ndo
aconteceu nos ratos GK controlo onde a partir dos 90 minutos os niveis de glicemia
continuaram a aumentar. Esta resposta podera revelar a capacidade da RC em aumentar a
sensibilidade a insulina, como se tem vindo a explorar (Bordone L & Guarente L, 2005;
Fontana L & Klein S 2007). A semelhanca de outros trabalhos (Dhabbi JM et al., 2001) a
hemoglobina glicada revelou-se inferior nos ratos sujeitos a RC, especialmente nos ratos GK,
traduzindo um efeito continuo e duradouro da diminuicao dos niveis sanguineos de glicose.

O perfil lipidico ap6s a RC revelou uma diminuicdo do colesterol total e ndo-HDL e
dos triglicerideos nos ratos GK, reflectindo uma melhoria significativa do estado lipidico, a
semelhanca de outros trabalhos (Walford RL et al., 1992; Heilbronn LK et al., 2003).
Resultados concordantes, neste modelo animal, foram obtidos com substancias de capacidade

anti-oxidante como o acido a-lipdico e o dleo de soja (Sena CM et al., 2007, Sena CM et al.,
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2008). Igualmente interessante foi o aumento do colesterol total nos ratos Wistar
acompanhado de uma manutenc¢do dos niveis de colesterol ndo-HDL. Este resultado pode ser
interpretado como um aumento do colesterol total & custa do aumento do colesterol HDL, ja
que o ndo-HDL permaneceu praticamente inalteravel.

A disfuncdo endotelial associada a diabetes mellitus é alvo de investigacdo exaustiva e
as conclusdes culminam na interaccdo complexa de diversos agentes, como hiperglicemia,
hiperinsulinemia, hipercolesterolemia, endotelina-1, angiotensina Il e stress oxidativo, que
causam multiplas lesdes endoteliais, favorecendo o processo de envelhecimento arterial com
desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas (De Vriese et al., 2000; Ding H & triggle CR,
2005; Esper RJ et al., 2006; Tabit CE et al., 2010). Sabe-se, também, que os niveis elevados
de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), verificados na diabetes mellitus, reduzem a
biodisponibilidade e actividade do NO derivado do endotélio (Goldin A et al., 2006). De
facto, doentes diabéticos tipo 2 apresentam niveis de AGEs mais elevados que os individuos
saudaveis (Kilhovd et al., 2003) e 0 aumento da concentracdo de AGESs no soro de individuos
diabéticos encontra-se associado a disfuncdo endotelial, independentemente de outros factores
de risco (Chow W et al., 2002).

No nosso trabalho, verificou-se uma diminuicdo da capacidade de vasodilatacédo
dependente do endotélio nos ratos diabéticos GK, traduzindo as consequéncias dos
mecanismos referidos anteriormente e acompanhando estudos anteriores (Escandon CJ &
Cipolla M, 2001; Tabit CE et al., 2010). A RC revelou forte capacidade para reverter este
défice de vasodilatacdo dependente do endotélio nos ratos GK, resultados concordantes com
0s obtidos em ratos obesos diabéticos Otsuka Long Evans Tokushima e ratos envelhecidos

C57BL/6NIA (Minamiyama Y., et al 2007; Kevin J et al., 2008).
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Ao avaliar a resposta vascular ap6s administracdo de nitroprussiato, ndo se
observaram diferencas entre os diversos grupos testados, reforcando a hipotese de défice de
biodisponibilidade do NO como causa preponderante da disfuncgéo vascular.

Outra abordagem usada para a avaliacdo da funcdo endotelial foi o ratio eNOSp/eNOS
total. O ratio menor nos ratos GK controlo comparativamente aos Wistar controlo traduz uma
menor actividade da eNOS nos ratos diabéticos, resultante da sua inactivacdo por alteracdes
no equilibrio oxidativo, como referido anteriormente. Este resultado vem complementar
outros trabalhos que sugeriam este impacto na fungéo endotelial (Minamiyama Y., et al 2007;
Zanettia M., et al 2010). O aumento do ratio eNOSp/eNOS total obtido com a RC nos ratos
GK podera revelar a sua capacidade de equilibrar o ambiente oxidativo na diabetes mellitus,
diminuindo niveis de stress oxidativo, como verificado neste trabalho relativamente ao ido
superoxido. Algumas substdncias que tém sido estudadas como miméticas da RC
conseguiram este efeito de aumentar os niveis de eNOS, como é o caso do resveratol (Kevin J
et al., 2008; Zhang H., et al 2009), ou ainda da curcumina e flavangenol (Rungseesantivanon
S., et al 2010; Ohkita M., et al 2011, respectivamente). Nos ratos Wistar a RC revelou uma
diminuicdo do ratio, traduzindo menor actividade de eNOS, podendo expressar uma agressao
ao normal equilibrio vascular.

Os niveis elevados de ido superdxido reflectem uma maior inactivacdo do NO com
consequente disfuncdo endotelial. Neste trabalho, demonstrou-se a presenca de niveis
elevados de marcadores de stress oxidativo nos ratos diabéticos e a sua diminui¢do apds o
periodo de RC em ratos Wistar e GK, mas mais significativamente nestes ultimos. A
diminuicdo do superdxido com a RC também foi observada em trabalhos experimentais com
macacos (Fontana L & Klein S 2007). A diminuicdo do stress oxidativo associada & RC foi,

também, anteriormente demonstrada com menor producdo de peroxido de hidrogénio (H,0,)
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(Castello L., et al 2005). A expressdo elevada de nitrotirosina na parede vascular de ratos
diabéticos traduz a producdo elevada de peroxinitrito, responsavel pela inactivacédo da eNOS,
e producdo elevada de ifes superoxido. A RC induziu uma diminui¢cdo dos niveis de
nitrotirosina nos ratos GK e Wistar, mas mais acentuada nos ratos GK, resultados que véo ao
encontro dos obtidos em estudos com ratos obesos diabéticos Otsuka Long Evans Tokushima
(Minamiyama Y., et al 2007).

Na diabetes mellitus existe um estado pré-inflamatoério acentuado (Sena et al., 2008;
Packard R & Libby P., et al 2008). No nosso trabalho, demonstrdmos a participacdo da MCP-
1 neste processo inflamatorio. Verificou-se elevada expressdo na parede arterial de ratos
diabéticos com diminuicdo bastante acentuada nos ratos diabéticos sujeitos a RC. Este
resultado acrescenta evidéncia a outros estudos onde se verificaram niveis elevados de
marcadores inflamatérios como 0 TNF-a e as interleucinas IL-6 € IL-1 em ratos diabéticos e
diminuicdo da sua expressao apos periodo de RC (Esper RJ et al., 2006; Kevin J et al., 2008;
Zhang H., et al 2009; Tabit CE et al., 2010;).

O estudo da RC em humanos encontra-se limitado por razdes éticas débvias. No
entanto, em alguns trabalhos epidemioldgicos foi possivel observar alguns dos efeitos da RC.
Os trabalhos de Fontana L & Klein S (2007) e de Holloszy J & Fontana L (2008) revelam um
decréscimo de doenca coronaria nos paises envolvidos na segunda guerra mundial que
sofreram longos periodos de baixo abastecimento alimentar e um aumento dos casos apds
terminar a guerra. Os habitantes da ilha de Okinawa, que tém uma dieta com menos 30% de
calorias que os restantes habitantes do Jap&o, apresentam menos 35% de casos de doenca
cardiovascular e cancro. Esta populagdo é, também, a que tem mais centenarios em todo o
Mundo. Contudo, estas associacdes ndo apresentam causalidade entre a RC e o0 aumento da

sobrevida.
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Apesar destes efeitos benéficos é preciso salientar que diversos trabalhos tém
evidenciado efeitos prejudiciais no ser humano, tais como anemia, depresséo, atrofia muscular
e diminuicdo da densidade Gssea (Fontana L & Klein S, 2007). E dificil determinar com
seguranga uma percentagem de RC em cada pessoa, devido a influéncia de diversos factores
como a composicdo corporal inicial, gasto diario de energia e outros. Além disso, € possivel
que a RC beneficie uns sistemas, como o cardiovascular, e prejudique outros. Deste modo,
poder-se-a explorar as vias de accdo da RC na melhoria do estado metabdlico e oxidativo, e a
sua influéncia no sistema cardiovascular. Esse conhecimento podera ser usado para investigar
alternativas que sejam especificas para os alvos de ac¢do da RC sem prejudicar outros 6rgaos

e sistemas.
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V. CONCLUSOES

O nosso trabalho demonstrou que a diabetes mellitus tipo 2 associada ao
envelhecimento envolve um marcado desequilibrio metabdlico e uma significativa disfuncéo
endotelial, que se traduz por uma reduzida capacidade de vasodilatacdo dependente do
endotélio, sendo um factor predisponente as complicacbes macro e micro-vasculares. Esta
disfuncdo associa-se a uma menor actividade da 6xido nitrico sintetase endotelial e a uma
elevada expressdo de marcadores de stress oxidativo, como o anido superoxido e a
nitrotirosina, que aparentemente conduzem a uma menor biodisponibilidade de 6xido nitrico.
A restricdo caldrica melhora a capacidade vasodilatadora do endotélio, diminui os niveis de
stress oxidativo e atenua o processo inflamatorio associado.

A restricdo caldrica revela-se um possivel recurso na terapéutica da diabetes mellitus a
par de outras medidas ndo farmacoldgicas e farmacoldgicas, bem como uma base de
desenvolvimento para novos meios terapéuticos. Tem sido alvo de estudo por diversos grupos
de trabalho e 0 nosso estudo revela-se um importante contributo na demonstracdo da

evidéncia dos efeitos benéficos desta abordagem.
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