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Short title: Desnutrigdo proteica e quimiorreflexo periferico.

Short title: Protein malnutrition and peripheral chemoreflex.

Resumo: Modelos de desnutricdo proteica, como reducdo do teor de proteico na
dieta tem sido utilizado para estudar os principais mecanismos geradores de
doencas nao transmissiveis na vida adulta. Estudos tém demonstrado que
disfuncbes respiratorias e de quimiossensibilidade podem contribuir para o
desenvolvimento de doencas na fase adulta na prole de ratas submetidas a
desnutricdo proteica no periodo perinatal (gestacdo e lactacdo). Entretanto, ndo esta
claro a partir de que momento essas alteracdes fisioldgicas séo iniciadas. Assim,
avaliamos a funcdo ventilatéria de neonatos provenientes de maes submetidas a
desnutricdo proteica perinatal em condicbes basais e apoOs ativacdo dos
guimiorreceptores respiratorios. Foram utilizados ratos Wistar provenientes de maes
gue receberam dieta normoproteica (NP-17% de proteina) ou dieta hipoproteica (HP-
8% de proteina) durante o periodo perinatal. No 1°, 5°, 7°, 14°, 21° e 30° dias de vida
por pletismografia de corpo inteiro foi avaliado a frequéncia respiratoria (FR), o
volume corrente (VT) e o volume minuto (VE). Foi observado que o0 peso e o
comprimento corporeo naso-anal da prole de ratos submetidos a desnutricdo
proteica no periodo de gestacao e lactagdo do 1° ao 21° dia de vida apresentam um



menor peso corporeo. Além disso, foi visto também que no 1°, 14° e 30° dias de vida
0 grupo hipoproteico apresentaram menor comprimento. Com relagdo aos
parametros ventilatorios, foi observado que a FR basal dos animais provenientes de
maes que receberam a dieta hipoproteica apresenta-se reduzida ao 7° dia de vida e
aumentada no 30° dia de vida. Ao estimular os quimiorreceptores periféricos foi
observado que houve uma diminui¢cdo da FR no 5° e no 7° dias de vida, também
uma diminuicdo do VE no 5° dia de vida, porém, os valores do VT foram similares
em todas as idades. Ao inibir os quimiorreceptores periféricos observou-se que ao
30° dia de vida ha uma diminuicdo da FR na prole que sofreu a desnutricao proteica.
Como também uma diminuicdo do VT ao 1° dia de vida e um aumento no 14° dia de
vida, associado com uma diminui¢cdo do VE no 1° dia de vida. A desnutricdo proteica
parece ser capaz de diminuir os valores ventilatorios desde os primeiros dias de vida
e aumentar os parametros ventilatérios no 14° dia de vida, mostrando que a
maturacdo do sistema respiratério foi prejudicada.

Palavras-chave: Desnutricdo proteica perinatal; ventilacdo e quimiorreceptores
perifericos.

Abstract: Protein malnutrition models, such as reduced-protein content in the diet
has been used to study the main mechanisms that generate non-communicable
diseases in adulthood. Studies have shown that respiratory and chemosensitivity
dysfunction may contribute to the development of diseases in adulthood in the
offspring of rats submitted to protein malnutrition in the perinatal period (pregnancy
and lactation) However, it is not clear from that moment these physiological changes
are initiated. We evaluated ventilatory function in newborns from mothers undergoing
perinatal protein restriction at baseline and after activation of the respiratory
chemoreceptors. Wistar rats from mothers who received normal protein diet (NP-17%
protein) or low protein diet (HP-8% protein) during the perinatal period. In the 1st,
5th, 7th, 14th, 21st and 30th days of life by whole body plethysmography was
evaluated respiratory frequency (FR), tidal volume (VT) and minute volume (VE). It
was observed that the weight and naso-anal length body of the offspring of rats
submitted to protein malnutrition during pregnancy and lactation the 1st to the 21st
day of life have a lower body weight. Furthermore, it was also seen that on the 1st,
14th and 21st days of life the hypoprotean group had shorter length. Regarding the
ventilation parameters, it was observed that the basal respiratory rate from mothers
who received hypoproteic diet presents reduced the 7th day of life and increased on
the 30th day of life. By stimulating peripheral chemoreceptors was observed that
there was a decrease in FR in the 5th and 7th days of life, also a decrease of VE on
day 5 of life, however, the VT values were similar in all ages. By inhibiting peripheral
chemoreceptors is noted that the 30th day of life, there is a decrease in offspring who
suffered FR protein malnutrition. As well as a decrease in VT to the 1st day of life
and an increase on the 14th day of life, associated with a decrease in VE on day 1 of
life. Protein malnutrition seems to be able to decrease the ventilatory values from the
first days of life and increase the ventilation parameters on the 14th day of life,
showing that the maturation of the respiratory system was impaired.

Keywords: perinatal protein  malnutrition;  ventilation and peripherals

chemoreceptors.
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1. INTRODUCAO

Recentes estudos tém sugerido que mudancas na geracao e/ou modulacéo da
funcao respiratéria, bem como desordens no mecanismo de controle da respiracéo,
como o quimiorreflexo pode contribuir para o desenvolvimento de doencas nédo
transmissiveis na vida adulta (ZOCCAL et al., 2009; COSTA-SILVA, ZOCCAL e
MACHADO, 2010; ZOCCAL e MACHADO, 2011).

Neste mesmo sentido, dados do nosso laboratorio tém demonstrado que ratos
submetidos a desnutricdo proteica perinatal (gestacdo e lactacdo) apresentam
disfuncbes ventilatoria e de quimiossensibilidade. Por exemplo, a prole de ratos
provenientes de méaes submetidas a desnutricdo proteica perinatal apresentam aos
30 dias de vida alteracdes no ritmo respiratério, que possivelmente pode acarretar o
aumento de pressdo arterial apresentado aos 90 dias de vida, (BARROS et al.,
2014; DE BRITO ALVES et al., 2014). Diante destes estudos, 0 nosso grupo de
pesquisa tem tentado compreender os principais mecanismos responsaveis pelo
desenvolvimento da hipertensao arterial na prole de ratos submetidos a desnutricao

proteica durante a gestacéo e lactacao.

Neste sentido tem sido proposto que as disfun¢des ventilatorias encontradas na
fase de vida inicial podem estar contribuindo para o aumento de pressao arterial
evidenciado nesses animais, bem como o surgimento de doencas nao
transmissiveis (OZANNE e HALES, 2004; ERIKSSON et al., 2007; BARROS et al.,
2014; DE BRITO ALVES et al., 2014).

Ja estd bem descrito que neurénios localizados no Nucleo do Trato Solitario
(NTS) e regido rostral ventro-lateral do bulbo (RVLM) sao responsaveis pela geracao
e modulacdo do ritmo respiratério (HASELTON e GUYENET, 1989; FELDMAN,
MITCHELL e NATTIE, 2003) e seus circuitos neuronais funcionais tornam-se
completamente desenvolvidos e maduros durante as primeiras semanas apds o
nascimento (MELLEN e THOBY-BRISSON, 2012). Tem sido demonstrado que o
periodo critico para maturacdo dos quimiorreceptores respiratorios ocorre também
apos o nascimento (DARNALL, 2013; DE CARO et al., 2013). Sendo assim, insultos
nutricionais pode afetar a embriogénese e o processo de maturacdo morfo-funcional
destes quimiorreceptores e predispor a prole a modificagcdes ventilatérias a curto e a

longo prazo.
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Portanto, os primeiros dias de vida parece ser um periodo critico para
maturacdo da rede neuronal respiratéria e de sua quimiossensibilidade. No entanto,
pouco se sabe acerca dos padrdes ventilatorios em ratos submetidos a desnutricao
proteica durante a gestacdo e lactacdo. Neste sentido, torna-se relevante a
compreensao dos efeitos da desnutricdo proteica durante a gestacdo e lactacao
sobre o padrdo respiratorio basal e a sensibilidade de quimiorreceptores
respiratorios na prole de ratos neonatos.

No entanto, os mecanismos pelos quais a desnutricdo proteica perinatal induz
aumento no ritmo respiratorio e maior sensibilidade de quimiorreceptores ainda nao
estdo bem esclarecidos. Além disso, ainda ndo se sabe se as alteracdes
ventilatorias evidenciadas ocorre em animais jovens ou ja € algo programado

durante a embriogénese da rede neural respiratoria.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da desnutricdo proteica perinatal em neonatos sobre o

padréo respiratorio basal e em resposta a hipoxia e hiperoéxia.

2.2. Objetivos especificos
v' Examinar o padrdo respiratorio basal dos neonatos através da mensuracdo da
frequéncia respiratéria (FR), volume corrente (VT) e volume minuto (VE);

v' Avaliar a sensibilidade ventilatéria dos quimiorreceptores periféricos (hipoxia e

hiperoxia)
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3. HIPOTESE

O aumento do ritmo respiratério basal e as alteracées na quimiossensibilidade
respiratoria observado na prole de ratos submetidos a desnutricdo proteica perinatal

acontecem desde os primeiros dias de vida.
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4. METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) provenientes do
biotério do Centro Académico de Vitoria da Universidade Federal de Pernambuco.
Os animais permaneceram em gaiolas coletivas de polipropileno (4 animais por
gaiola), com agua filtrada e ragdo ad libitum. Os animais foram mantidos em ciclo
claro escuro de 12h e a temperatura e a umidade foram mantidas dentro dos limites
de 22 a 25°C e 55 a 65%, respectivamente. Foram feitas medidas antropométricas
foram na prole de ratas submetidas a desnutricdo proteica através da pesagem e do
comprimento naso-anal quando os animais estavam aos 1°, 5°, 7°, 14°, 21° e 30°

dias de vida

Todos os protocolos e procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pelo
Comité de Etica em Utilizacgdo Animal (CEUA) da UFPE (processo n°
23076.011002/2014-48).

4.2. Dietas

Para manipulagéo nutricional foram elaborados dois tipos de dietas: uma dieta
nomeada de normoproteica (NP) contendo 17% de caseina e outra nomeada de
hipoproteica (HP) contendo 8% de caseina. Ambas as dietas foram produzidas no
Laboratorio de Técnica Dietética do Centro Académico de Vitoria de acordo com
American Institute of Nutrition - AIN-93 (REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993). As
dietas confeccionadas sdo isocaléricas com alteracdo no conteddo de proteina

conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Composicao nutricional das dietas (g/100g de dieta).

Nutrientes Normoproteica Hipoproteica

(17% proteina) (8% proteina)

Caseina (85%)* 20 9,41
Amido dextrinizado 13 13,2

Celulose 5 5
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Sacarose 10 10
Amido de Milho 39,74 50,34
Oleo de soja 7 7
Colina 0,25 0,25
Metionina 0,3 0,3
Mix Vitaminico 1 1

Mix mineral 3,5 3,5
BHT# 0,001 0,001
Densidade energética (KJ/g) 16,26 16,26

* A caseina utilizada na preparacédo da dieta apresentou 85% de pureza.

#Butilhidroxitolueno

4.3. Inducao da desnutricdo proteica durante a gestacéao e lactagéo

Ratas Wistar com 90 dias de vida acasalaram com ratos na proporcdo de um
macho para duas fémeas. A observacdo da presenca de espermatozoides no
esfregaco vaginal foi usada para definir o 1° dia de prenhez. A partir desse
momento, as ratas prenhes foram colocadas em gaiolas individuais e alocadas
aleatoriamente em dois grupos: grupo normoproteico, n= 4 (NP, recebeu dieta
contendo 17% de proteina) e grupo hipoproteico, n= 6 (HP, recebeu dieta com 8%
de proteina) durante a gestacdo (21 dias) e lactacdo (21 dias). A prole proveniente
destas fémeas foi reduzida a oito ratos machos por ninhada apés 48 horas do
nascimento. Ao 22° dia de vida, ou seja, ap6s o desmame da prole, todos os filhotes
receberam dieta para animais de biotério (Labina, Purina Agribands, S&o Paulo,

Brasil).

4.4. Medidas da ventilacdo pulmonar

As medidas de ventilacdo foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro,
em um sistema fechado (MALAN, 1973). Do 1° ao 7° dia de vida os animais foram
colocados dentro de uma camara pletismografica de corpo inteiro de 50mL.
Inicialmente, os animais foram aclimatados a camara registro por um periodo de 15
min, a qual era ventilada com ar ambiente neste periodo. Do 14° ao 30° dia de vida,
0s animias eram colocados em uma camara pletismogréafica de 5L, aclimatados por

um periodo de 30 min. Durante a realizacdo de cada medida de ventilacédo, o fluxo



16

de ar é interrompido e a cAmara do animal permanece totalmente vedada por curtos
periodos de tempo (~2 min) As oscilagBes causadas pela ventilacdo do animal sdo
captadas por um dispositivo conectado a camara que contém o transdutor diferencial
de pressdo e o amplificador de sinais (ML141 spirometer, PowerlLab,
ADInstruments). O sinal € entdo enviado para o sistema de aquisicdo e analise dos
dados (LabChartTM Pro, PowerLab, ADInstruments). A calibracdo do volume é
obtida durante cada experimento, injetando-se um volume conhecido de ar dentro da
camara do animal com o uso de uma seringa graduada. Duas variaveis respiratorias
sdo medidas, a frequéncia respiratéria (FR) e o volume corrente (VT), o ultimo

calculado através da féormula:

VT = T x VK x = x 22PA_ T4 (pg _ p(), onde:
PK Tamb PB TC

VK: volume de ar injetado na camara do animal para calibrag&o;

PT: deflexdo de presséo associada com cada volume de ar corrente;

PK: deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar injetado para calibracéo;
TC: temperatura corporal; (constante)

Tamb: temperatura ambiente; (variavel)

TA: temperatura do ar dentro da camara;

PB: pressao barométrica;

PC: pressao de vapor d’agua a temperatura corporal;

PA: pressao de vapor d’agua a temperatura da camara.

A ventilacdo minuto (VE) foi calculada pelo produto de FR pelo VT. AVE e 0 VT
estdo apresentados nas condicbes de pressdo barométrica ambiente, a Tc e

saturados com vapor d’agua (BTPS).
4.5. Ativacdo dos quimiorreceptores periféricos

HipoOxia hipoxica
O animal ndo anestesiado e com livre movimentacao foi colocado na camara
pletismografica inicialmente ventilada com ar atmosférico umedecido (21% O2) para

aclimatacdo durante 15 min para animais de 1 aos 7 dias de vida e durante 30 min
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para animais de 14 aos 30 dias de vida e logo apés foram realizadas medidas de
ventilacdo pulmonar controle. Em seguida, os animais foram submetidos a hipdxia
por 1 min e 30 segundos (1 aos 7 dias de vida) e 3 min (14 aos 30 dias de vida)
onde a camara foi ventilada com uma mistura gasosa padrdo umedecida contendo
7% de O2 e as respostas respiratorias foram continuamente registradas. Apos a

exposicdo a hipdxia, a camara foi ventilada novamente com ar atmosférico (21% O2).

4.6. Inibicdo dos quimiorreceptores periféricos

Hiperdxia

O animal ndo anestesiado e com livre movimentacéao foi colocado na camara
pletismografica inicialmente ventilada com ar atmosférico umedecido (21% 0O2) para
aclimatacao durante 15 min para animais de 1 aos 7 dias de vida, e durante 30 min
para os animais de 14 aos 30 dias de vida e logo apés foram realizadas medidas de
ventilacdo pulmonar controle. Em seguida, os animais foram submetidos a hiperoxia
por 1 min e 30 segundos (1 aos 7 dias de vida), 5 min (14 aos 30 dias de vida). Para
determinar o tempo de exposicdo ao gas para cada camara foi utilizado o detector
de gases, onde indica em qual momento a camara encontra-se totalmente ventilada
com uma mistura gasosa padrédo umedecida contendo 100% de O:2 e as respostas
respiratorias foram continuamente registradas. Apds a exposicdo a hiperdxia, a

camara foi ventilada novamente com ar atmosférico (21% O3).

4.7. Anédlise dos dados
Os resultados foram expressos como média £ epm (erro padrédo da média).
Inicialmente foi realizado o teste de normalidade e distribuicAo normal. Para os
dados paramétricos, a comparacao entre os dados do grupo NP e do grupo HP foi
realizada pelo teste “t” de Student ndo pareado. O nivel de significancia foi

considerado quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeitos da desnutricdo proteica perinatal sobre as medidas
antropomeétricas

Avaliando o peso e o comprimento corpéreo naso-anal da prole de ratos
submetidos a desnutricdo proteica perinatal, observamos que os animais do 1° ao
21° dia de vida apresentam um peso corpOreo baixo em relacdo ao grupo
normoproteico. Além disso, € visto também que no 1°, 14° e 30° dias de vida o grupo

hipoproteico apresentam menor comprimento (Figura 1).

PESO CORPOREO COMPRIMENTO CORPOREO
100

N
=}

-e- NORMOPROTEICO (NP)
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.
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40

Peso Corpéreo (g)
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o
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Figura 1. Avaliagcdo do ganho de peso corpéreo e do comprimento naso-anal da
prole de ratos no 1°, 5°, 7°, 149, 21° e 30° dias de vida provenientes de maes que
receberam dieta normoproteica (NP-17% de proteina, n=4) ou hipoproteica (HP-8%

de proteina, n=6) durante a gestacao e lactacao.

5.2. Efeitos da desnutricdo proteica perinatal sobre a funcéo respiratéria basal
Nota-se que a FR basal dos animais provenientes de maes que receberam a
dieta hipoproteica, apresenta-se reduzida ao 7° dia de vida e aumentada no 30° dia,
bem como uma diminuicdo de VT no 1° dia de vida. No 14° dia, apresentam um
aumento de VT associado a um aumento do VE quando comparado ao grupo

controle (Figura 2).
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Figura 2. Avaliacdo da frequéncia respiratoria (FR), volume corrente (VT) e volume
minuto (VE) da prole de ratos no 1°, 5°, 7°, 14°, 21° e 30° dias de vida provenientes
de mées que receberam dieta normoproteica (NP-17% de proteina, n=4) ou

hipoproteica (HP-8% de proteina, n=6) durante a gestacao lactacao.

5.3. Efeitos da desnutricdo proteica perinatal apés estimulacdo dos
quimiorreceptores periféricos

Ao estimular os quimiorreceptores periféricos foi observado que houve uma
diminuicdo da FR no 5° e no 7° dias de vida, porém os valores do VT foram similares
em todas as idades, observou-se também uma diminuicdo do VE no 5° dia de vida.
(Figura 3).
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Figura 3. Avaliacdo da frequéncia respiratéria (FR), volume corrente (VT) e
volume minuto (VE) apds ativacdo dos quimiorreceptores periféricos da prole de
ratos no 1°, 5°, 7°, 14°, 21° e 30° dias de vida provenientes de maes que receberam
dieta normoproteica (NP-17% de proteina, n=4) ou hipoproteica (HP-8% de proteina,

n=6) durante a gestacao e lactacao.

5.4. Efeitos da desnutricdo proteica perinatal apés inibicdo dos

guimiorreceptores periféricos

Ao inibir os quimiorreceptores periféricos observa-se que no 30° dia de vida
ha uma diminuicdo da FR na prole que sofreu a desnutricdo proteica. Associado com
diminuicdo do VT ao 1° dia de vida e um aumento no 14° dia de vida, e diminui¢cao

do VE no 1° dia de vida (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo da frequéncia respiratoria (FR), volume corrente (VT) e volume
minuto (VE) apos inibicdo dos quimiorreceptores periféricos da prole de ratos no 1°,
59, 79, 14°, 21° e 30° dias de vida provenientes de mées que receberam dieta
normoproteica (NP-17% de proteina, n=4) ou hipoproteica (HP- 8% de proteina, n=6)

durante a gestacéo e lactacao.
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6. DISCUSSAO

Sabe-se que o consumo deficiente de proteinas em periodos criticos do
desenvolvimento fetal pode induzir a uma série de mudancas metabdlicas,
fisiologicas e parametros estruturais, a exemplo da reducdo de peso e comprimento

corporal.

Estudos do nosso laboratério relatam que a prole de ratos provenientes de méaes
submetidas a desnutricdo proteica perinatal apresenta alteracdes ventilatérias aos
30 dias de vida. Sugere-se que essas alteragdes sao capazes de promover aumento
de atividade nervosa simpatica (DE BRITO ALVES et al., 2014b; DE BRITO ALVES,
2014, dados néo publicados).

Neste sentido observamos que a prole de ratos provenientes de maes que
receberam dieta normoproteica durante a gestacdo e lactagcdo apresentam uma
sincronia de FR, VT e VE. E possivel observar que a partir do 14° dia de vida ha
uma diminuicdo dos parametros ventilatorios desses animais. Nesta fase de vida ha
um aumento intenso das sinapses inibitérias gabaérgicas e glicinérgicas, sugerindo
gque esse aumento acontece para diminuir as predominantes sinapses
glutamatérgicas, fortemente presentes durante o 1° e 7° dia de vida. Entretanto,
diferentemente do grupo normoproteico, o grupo hipoproteico a partir do 14° dia de
vida apresenta um aumento do VT e do VE. Esses dados sugerem que a
desnutricdo € capaz de alterar a rede neuronal destes animais, possivelmente na
cascata de alguns neurotransmissores e contribuir para o desenvolvimento de
alteracdes ventilatérias observados ao longo da vida desses animais.

Apesar de alguns estudos relatarem que a desnutricdo proteica no periodo
perinatal estd associada alteracbes ventilatorias, pouco se sabe a respeito do
mecanismo de controle ventilatério desses animais. Assim, foi avaliado os
parametros ventilatérios apos a estimulacdo e inibicAo dos quimiorreceptores
periféricos aos 1°, 5°,7°,14°,21° e 30° dias de vida da prole. Esses dados sugerem
que ratos submetidos a desnutricdo proteica durante a gestacdo e lactacéo
apresentam desde a fase inicial da vida sensibilidade aos niveis de 02 |,
provavelmente a desnutricdo proteica altera os mecanismos periféricos envolvidos

com a funcéo respiratoria.
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7. CONCLUSAO
A desnutri¢cao proteica perinatal, parece ser capaz de diminuir os valores
ventilatorios nos primeiros dias de vida e aumento dos parametros ventilatorios no

14° dia de vida, mostrando que a maturacao do sistema respiratorio foi prejudicada.
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