UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

EFEITOS DA DIETA HIPERPROTEICA NA ANSIEDADE, NA HEMODINAMICA E EM
ASPECTOS MORFOFUNCIONAIS DO CORAGCAO DE RATOS WISTAR

FLANDER DIEGO DE SOUZA

UBERLANDIA
2020



FLANDER DIEGO DE SOUZA

EFEITOS DA DIETA HIPERPROTEICA NA ANSIEDADE, NA HEMODINAMICA E EM
ASPECTOS MORFOFUNCIONAIS DO CORAGAO DE RATOS WISTAR

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacao em Ciéncias da Saide da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Uberlandia,
como requisito parcial para a obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias da Satide.

Area de concentracdo: Ciéncias da Satide
Orientador: Prof. Dr.: Elmiro Santos Resende

Co-orientador: Prof. Dr. Thiago Montes Fidale

UBERLANDIA
2020



Ficha Catalogréafica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) proprio(a) autor(a).

S729
2020

Souza, Flander Diego de, 1990-

Efeitos da dieta hiperproteica na ansiedade, na hemodinamica e
em aspectos morfofuncionais do coracdo de ratos Wistar [recurso
eletrdnico] / Flander Diego de Souza. - 2020.

Orientador: EImiro Santos Resende.

Coorientador: Thiago Montes Fidale.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Pés-graduacdo em Ciéncias da Saude.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu.di.2020.492

Inclui bibliografia.

Inclui ilustracdes.

1. Ciéncias médicas. |I. Resende, Elmiro Santos ,1953-, (Orient.).
Il. Fidale, Thiago Montes,1979-, (Coorient.). lll. Universidade
Federal de Uberlandia. Pés-graduacédo em Ciéncias da Saude. IV.
Titulo.

CDU: 61

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACR2:
Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091
Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074




21/07/2022 09:36 SEI/UFU - 2140296 - Ata de Defesa - Pés-Graduagao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Coordenacdo do Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude
Av. Para, 1720, Bloco 2H, Sala 09 - Bairro Umuarama, Uberlandia-MG, CEP 38400-902
Telefone: 34 3225-8628 - www.ppcsa.famed.ufu.br - copome@ufu.br

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de

Pés-Graduagdo | Ciéncias da Saude

em:

Defesa de: Dissertacdo de Mestrado Académico N2 019/PPCSA

Data: 28.07.2020 Hora de inicio: 14:00n | Horade 16:45h
encerramento:

Matriculado |1 1515¢sp018

Discente:

N.ome do Flander Diego de Souza

Discente:

Titulo do EFEITOS DA DIETA HIPERPROTEICA NA ANSIEDADE, NA HEMODINAMICA E EM ASPECTOS

Trabalho: MORFOFUNCIONAIS DO CORACAO DE RATOS WISTAR

Area de N Ciéncias da Saude

concentragdo:

Linha (.je 3: Fisiopatologia das doengas e agravos a saude

pesquisa:

Projeto de

Pesquisa de Remodelac¢ao cardiovascular

vinculacdo:

Reuniu-se em web conferéncia pela plataforma Mconf-RNP, em conformidade com a PORTARIA N2 36, DE
19 DE MARCO DE 2020 da COORDENACAO DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NiVEL SUPERIOR -
CAPES, pela Universidade Federal de Uberlandia, a Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude, assim composta: Professores Doutores: Ana Cristina
Tomaz Araujo (UNESP/USP), Marcos Luiz Ferreira Neto (UFU) e Elmiro Santos Resende

(UFU) orientador do candidato.

Iniciando os trabalhos o presidente da mesa, Dr. Elmiro Santos Resende, apresentou a Comissdo
Examinadora e candidato, agradeceu a presenca do publico, e concedeu ao Discente a palavra para a
exposicao do seu trabalho. A duracdo da apresentacdo do Discente e o tempo de arguicdo e resposta

foram conforme as normas do Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos(as)
examinadores(as), que passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a arguicdo, que se desenvolveu
dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessao secreta, atribuiu o resultado final, considerando o(a)

candidato(a):
Aprovado.

Esta defesa faz parte dos requisitos necessdarios a obtencdo do titulo de Mestre.

O competente diploma serd expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do

Programa, a legislacao pertinente e a regulamentacao interna da UFU.

Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apés lida e

achada conforme foi assinada pela Banca Examinadora.

Documento assinado eletronicamente por Elmiro Santos Resende, Presidente, em 28/07/2020, as

https://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2418005&infra_siste...

12



21/07/2022 09:36 SEI/UFU - 2140296 - Ata de Defesa - Pés-Graduagao

; :I_ ") 16:53, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de
sel Llll’ 8 de outubro de 2015.

assinatura

i eletrbnica

I
. eil Documento assinado eletronicamente por Marcos Luiz Ferreira Neto, Professor(a) do Magistério
9 * inl’ Superior, em 28/07/2020, as 16:53, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,

assinatura

| eletrdnica § 192, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

—
g eil Documento assinado eletronicamente por Ana Cristina Tomaz Araujo, Usuario Externo, em
< - L‘ily 28/07/2020, as 17:08, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

assinatura

| eletrénica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Referéncia: Processo n? 23117.040566/2020-14 SEl n? 2140296

https://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2418005&infra_siste... 2/2



DEDICATORIA

Primeiramente a Deus, nosso criador, que esta sempre me proporcionando a sadde fisica,
psicologica e espiritual para buscar meus objetivos e crescer como ser humano. Sempre
buscando vencer minhas mds tendéncias, para que um dia a virtude e amor se faca presente no
meu coragao.

Agradeco a minha mae Izabel Cristina Alves de Souza, por ser minha base, minha forca e
meu farol nos dias nublados. Gratidao pelo amor incondicional doado durante toda minha vida.

Um obrigado em especial para meu pai Jose Carlos de Souza e aos meus irmdos Fiori e
Frederich, por me proporcionarem os meios motivacionais para buscar minhas metas.

Aos meus Amigos queridos, que sempre me confortam em momentos dificeis fortalecendo
minha alma.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Elmiro Santos Resende, agradecimentos de coracdo, por todo os
ensinamentos, pela paciéncia e humildade. Sua sabedoria e bom senso foi como uma biissola
ao longo do mestrado, me orientando sempre ao melhor caminho a seguir. Estou honrado e
orgulhoso pela oportunidade impar de crescimento cientifico que o senhor me proporcionou.

Ao meu co-orientador e amigo Thiago Montes Fidale, que sempre foi uma influéncia positiva
desde a graduagdo, onde tornou possivel o primeiro contato com a pesquisa na area da sadde.
Um grande professor que me inspira através da sua trajetéria profissional. Gratiddo por
direcionar minha vida para esse passo tdo importante.

Ao professor Marcos Ferreira Neto, pela experiéncia cientifica e contribuicdo intelectual,
ajudando também com fornecimento de materiais para realizacdo de boa parte dos
procedimentos laboratoriais.

Aos meus amigos Talita Cristina, Jefferson Fernandes, Fanny Lima, Eduardo Cabral e Luciano
Alex pela contribuicdo ao longo do experimento e alegria vivida durante esse periodo. As
doutoras Fernanda de Souza, Poliana Rodrigues Alves e Erica Carolina Campos, pelo
conhecimento compartilhado.

Aos colegas de laboratério Felipe César Gongalves, Simone Ramos Deconte e Matheus
Matioli Montovani pelo apoio técnico, ensinamentos e amizade.

Para os colaboradores da P6s-Graduacao em Ciéncias da Satde, a Gisele de Melo Rodrigues,
Viviane Garcia Pires Gongalves, todos os professores e colegas da Pés-Graduagdo, pela
sabedoria compartilhada e por abrilhantar cada momento dessa caminhada.



RESUMO

Introducdo: A ansiedade é um mecanismo preparatorio de resposta a situacoes de ameaca e
perigo, envolvendo fatores comportamentais, cognitivos, fisiolégicos e afetivos. Individuos
ansiosos acreditam que a probabilidade de eventos negativos ocorrerem é muito alta, sentindo-
se ameacados e reagindo de maneira equivocada. Em 2017 a OMS publicou pesquisa mostrando
que o Brasil lidera, entre todos os paises, em termos de prevaléncia de transtornos de ansiedade.
A complexa patogénese da ansiedade é mediada por diversos neurotransmissores. O glutamato,
por ser um aminodcido excitatério do SNC, tem, como fungao, resguardar o animal e protegé-
lo diante de algum perigo iminente. £ um aminoécido abundante na dieta, sendo encontrado em
grande parte nos alimentos de origem animal. O uso de dietas hiperproteicas vem ganhando
popularidade nos ultimos anos, sendo utilizada como estratégia alimentar para promover
reducao de peso corporal em individuos com sobrepeso e obesidade, e estudos demonstraram
efeitos benéficos na massa muscular e para a saide cardiovascular. Objetivo: Investigar a
relacdo da dieta com alto teor de proteinas na ansiedade e em aspectos morfofuncionais e
cardiovasculares de ratos Wistar. Material e Métodos: O experimento foi realizado na Rede
de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU) e teve duracao
de oito semanas. Foram utilizados 29 ratos machos da raca Wistar, com peso médio entre 250-
300g, divididos em dois grupos, um com dieta padrao normoproteica (C= 14 animais) e outro
com dieta hiperproteica (H=15 animais). A ansiedade foi avaliada pelo teste do labirinto em cruz
elevado (LCE) e os aspectos cardiovasculares por medidas hemodindmicas invasivas e
ecocardiografia transtoracica. Para as comparacoes entre os grupos utilizou-se o Teste t de
Student ou a analise de variancia (ANOVA), seguida, quando necessario, pelo teste de Tukey.
A significancia estatistica foi estabelecida para valores de p < 0,05. Resultados: Nao houve
diferenca estatisticamente significante no teste de ansiedade, porém, o grupo hiperproteico se
mostrou mais agitado apresentando um maior deslocamento durante o teste. Foram encontradas
alteracoes morfofuncionais significativamente menores no grupo que recebeu a dieta
hiperproteica: volume sistélico final e diastolico final, didmetro do ventriculo esquerdo na
sistole e frequéncia cardiaca. A espessura do septo interventricular na diastole foi maior no
grupo hiperproteico. Nao foram observadas alteragdes hemodinamicas. Conclusao: A dieta
hiperproteica ndo teve influéncia na ansiedade mas induziu adaptacdes morfofuncionais no
coracao, sugerindo um menor trabalho cardiaco.

Palavras-chave: ansiedade, dieta alta em proteina, coracao, pressao arterial.



ABSTRACT

Introduction: Anxiety is a preparatory response mechanism to situations of threat and danger,
involving behavioral, cognitive, physiological and affective factors. Anxious individuals
believe that the likelihood of negative events occurring is very high, feeling threatened and
reacting in the wrong way. In 2017, WHO published research showing that Brazil leads, among
all countries, in terms of the prevalence of anxiety disorders. The complex pathogenesis of
anxiety is mediated by several neurotransmitters. Glutamate, as an excitatory amino acid of the
CNS, has the function of protecting the animal and protecting it from any imminent danger. It
is an abundant amino acid in the diet, being found largely in foods of animal origin. The use of
high protein diet has been gaining popularity in recent years, being used as a dietary strategy to
promote body weight reduction in overweight and obese individuals, and studies have shown
beneficial effects on muscle mass and cardiovascular health. Objective: To investigate the
relationship of diet with high protein content in anxiety and in morphofunctional and
cardiovascular aspects of Wistar rats. Material and Methods: The experiment was carried out
at the Rodent Animal Bioterium Network of the Federal University of Uberlandia (REBIR-
UFU) and lasted eight weeks. Twenty-nine male Wistar rats were used, with an average weight
between 250-300g, divided into two groups, one with a standard normoproteic diet (C = 14
animals) and another with a high protein diet (H = 15 animals). Anxiety was assessed by the
elevated plus-maze test (CSF) and cardiovascular aspects by invasive hemodynamic
measurements and transthoracic echocardiography. For comparisons between groups, Student's
t-test or analysis of variance (ANOVA) was used, followed, when necessary, by the Tukey test.
Statistical significance was established for p values < 0.05. Results: There was no statistically
significant difference in the anxiety test, however, the hyperproteic group was more agitated
with a greater displacement during the test. Significantly less morphofunctional changes were
found in the group that received the high-protein diet: final stroke volume and final diastolic
volume, left ventricular diameter in systole and heart rate. The thickness of the interventricular
septum in diastole was greater in the hyperprotein group. No hemodynamic changes were
observed. Conclusion: The high protein diet had no influence on anxiety but induced
morphofunctional adaptations in the heart, suggesting less cardiac work.

Keywords: anxiety, high protein diet, heart, blood pressure.
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1. INTRODUCAO

A ansiedade é reconhecida como uma importante resposta fisioldgica e comportamental,
produzida com intuito o de evitar danos ao individuo e aumentar as suas chances de
sobrevivéncia (SARTORI, et al., 2011). O sentimento de ansiedade é desconfortante e penoso,
nele a preocupacao é caracterizada por antecipacao de um provavel perigo devido ao medo de
uma situacdo ndo conhecida ou estranha (ALLEN, et al., 1995; SWEDO, et al., 1994). Para
Carobrez (2003), a maneira de se auto proteger é um comportamento que faz parte do universo
da ansiedade do animal e serve como uma estratégia de acdo rapida frente a um perigo potencial.
A Organizagdo Mundial da Satide (OMS, 2000), mostra que pelo menos um terco da populagao
de alguns paises passa por episédios patolégicos de ansiedade.

Quando ha esse perigo potencial da ansiedade, conexdes neurais sdo sinalizadas através
do glutamato para reter informacdes e tornar mais facil o aprendizado em relacao aquele perigo
(CAROBREZ, 2003). O glutamato por ser um aminoacido excitatorio, tem, como acdo,
resguardar o animal e protegé-lo de algum perigo iminente. (POZZER, et al., 2007). Por excitar
constantemente o sistema nervoso central (SNC), o glutamato é o neurotransmissor mais
abundante neste sistema e desempenha papel importante, respondendo por, aproximadamente,
75% da atividade excitatoria do cérebro (TORTORA; GRABOWSKI, 2002).

O glutamato € o aminoacido mais abundante na dieta, sendo encontrado em grande parte
dos alimentos a base de proteina (CAROBREZ, 2003; TAPIERO, et al., 2002). Nos ultimos
anos, a adesdo a dietas hiperproteicas vem ganhando espaco na sociedade (APARICIO, et al.,
2013). Essas dietas sdo utilizadas normalmente como estratégias de controle na reducao do peso
corporal, principalmente por individuos obesos (BANTLE, WYLIE-ROSETT, 2008; LEPE,
2011).

Alguns estudos nacionais e internacionais, realizados tanto em criangas como em
adultos, observaram que boa parte dos paises industrializados, e muitos em desenvolvimento,
apresentam um consumo de proteina que excede as recomendacOes dietéticas diarias
(BASTARDOQO, et al.,2008; NOLAN, et al., 2002). Devido a escassez de estudos relacionando
as dietas hiperproteicas com glutamato e ansiedade, se torna importante compreender essa
possivel associacdao. Além disso, a ingestdo elevada de proteinas pode causar efeitos adversos
na saude cardiovascular.

Grande parte da literatura cientifica defende as dietas hiperproteicas como forma

preventiva para doencas cardiacas (BILSBOROUGH, et al., 2006; NORTON, 2012). Na
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metanalise de Zhao, et al. (2018), envolvendo dieta hiperproteica para pacientes com diabetes
tipo 2, os resultados indicaram que essa estratégia alimentar é benéfica para diminuir o risco
cardiovascular. Também, uma dieta rica em proteinas poderia manter a sintese proteica e evitar
ou retardar a deterioracdo mitocondrial e a funcdo ventricular esquerda (RIBEIRO;
DABKOWSKI; O'CONNELL, 2014).

Diversos estudos mostram que a dieta hiperproteica é benéfica para o sistema
cardiovascular (PAVLOU, et al., 2018; SABAKA, et al., 2017) utilizando, como justificativa
para essa comprovagao, a existéncia de respostas hemodinamicas favoraveis. O mecanismo que
relaciona o consumo de uma dieta hiperproteica a ansiedade e a aspectos morfofuncionais
cardiovasculares ainda nao sao bem compreendidos e estao justificados os estudos nessa area

devido ao crescimento da adesao as dietas hiperproteicas na sociedade.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Ansiedade

Quando se trata de saide mental, o transtorno de ansiedade é o mais prevalente
(KESSLER, et al., 2010). Dados do ano de 2012 mostram que um em cada nove individuos no
mundo inteiro desenvolveu ansiedade (BAXTER, et al.,2013). Para a Organizacao Mundial da
Satude (OMS, 2017) entre 1990 e 2013 o nimero de pessoas acometidas de ansiedade ou
depressao elevou-se em quase 50%, correspondendo a aproximadamente 30% de todas doencas
ndo fatais no mundo. Em 2017 a OMS publicou uma pesquisa mostrando que o Brasil lidera
entre todos outros paises em prevaléncia de transtornos de ansiedade e é o quinto com mais
casos de depressao.

A ansiedade é um mecanismo preparatorio colocado em acdo em situagoes de ameaca e
perigo, envolvendo fatores comportamentais, cognitivos, fisiolégicos e afetivos (CARDOZO,
et al., 2016). Pessoas ansiosas acreditam que a probabilidade de eventos negativos ocorrerem é
muito alta, sentem-se ameacadas pelo perigo e podem reagir de maneira equivocada, seguindo
este pensamento obsessivo (MOURA, et al., 2018). Apesar da ansiedade ser conhecida como
um transtorno mental, ela pode ser acompanhada por sintomas fisicos, prejudicando a qualidade
de vida das pessoas.

Os sinais e sintomas podem ser divididos em: autonomicos, musculares, cenestésicos e
psiquicos (ANDRADE, et al., 1994). Pela complexidade e diversidades de sintomas e sinais, a
etiologia da ansiedade compreende varios neurotransmissores em diferentes areas do cérebro.
Muitos neurotransmissores estdo associados na regulacao e modulacdo do comportamento
defensivo que originam a ansiedade. Dentre eles estdo as aminas biogénicas (noradrenalina,
serotonina e dopamina), aminoacidos (GABA e glicina), alguns peptideos, além de esteroides,
como a corticosterona (CLEMENT; CHAPOUTHIER, 1998; GRAEFF, 2007).

O sistema limbico é uma estrutura importante para a ansiedade, pois esta envolvido na
interacdo entre mecanismos fisioldgicos e comportamentais voltados as reacoes de defesa
(CLEMENT; CHAPOUTHIER, 1998). Este sistema é considerado a base das emocoes, do
comportamento e da memoria, sendo dividido em sistema de inibi¢ao comportamental (SIC) e
sistema cerebral de defesa (SCD) (GRAEFF; HETEM, 2004).

O SCD é formado por estruturas nervosas: amigdala, hipotdlamo medial (HM) e matéria
cinzenta periaquedutal (MCP). A amigdala é importante na formacdo e na recuperacao de
emocoes relacionadas ao medo, servindo como base cerebral para o comportamento defensivo.

Suas conexoes nervosas atuam interagindo de maneira sensério emocional e conseguindo
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classificar a magnitude do estimulo (GRAEFF; HETEM, 2004). A amigdala é responsavel pela
expressao do medo e pela consecutiva resposta a agressao, ou seja, € a base cerebral essencial
para o comportamento defensivo, desempenhando um papel importante na formacdo e
recuperacdo de memorias emocionais e respectivas aos medos relacionados (GRAEFF;
HETEM, 2004; KIM; GORMAN, 2005).

A retroalimentacdo negativa no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal é realizada pelo
hipotdlamo medial que também possui controle tonico inibitério de resposta ao estresse
hipotalamico (MARTIN, et al., 2010). A formacao do septo-hipocampal desempenha um papel
de destaque no sistema de inibicdo comportamental. A ativacdo desse sistema, por sinais de
frustracdo, punicdo, situacdes ameacadoras ou estimulos novos, provoca letargia no animal
aumentando o estado de vigilancia (GRAEFF; HETEM, 2004).

Além do sistema limbico, o cértex pré-frontal, que é responsavel por varios processos
cognitivos, tem sido implicado na patogénese da ansiedade (LANDEIRA-FERNANDEZ,
2011). Essa regido cortical medeia o controle da funcdo executora e o controle emocional
(EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012).

Pesquisas, utilizando animais de laboratério, mostraram que situacbes novas ou
reaparicdo de uma ameaca real, promove acdo do complexo da amigdala e septo-hipocampal,
com a funcao de discernir as circunstancias e comparar memorias armazenadas e experiéncia
real (GELFUSQO, et al., 2014).

A comunicagdo com toda essa rede complexa da patogénese da ansiedade é mediada
por diversos neurotransmissores. A ansiedade pode ser desencadeada por uma série de
horménios do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal, esteroides (cortisol), monoaminas,
colecistoquinina e aminoacidos, como o acido gama-aminobutirico (GABA), glicina e L-
glutamato (MARGIS, et al., 2003; GRAEFF; BRANDAO, 1997).

Em meados de 1985, comecaram a ser estudados os efeitos dos aminoacidos excitatorios
no comportamento defensivo aos perigos presentes (CAROBREZ, 2003). Glutamina e
glutamato, juntamente com prolina, histidina, arginina e ornitina, totalizam cerca de 25% dos
aminodacidos contidos na dieta e fazem parte de uma familia de aminoacidos que sdo eliminados
e convertidos em glutamato. O acido glutamico é um aminoacido presente em muitos alimentos,
como, vegetais, frutas e em grande quantidade na proteina animal (TAPIERO, et al., 2002).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério no sistema nervoso central de
mamiferos (OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998). E sintetizado a partir da glutamina pela
acdo da glutaminase e metabolizado em glutamina pela glutamina sintetase (HASHIMOTO,

2014). O surgimento de diversos transtornos neuropsicolégico vem sendo atribuido a disfuncao
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dos transportadores de glutamato (TROTTI, 2002). Ratos que receberam doses de 3 e 5mg/kg
de glutamato apresentaram efeito ansiogénico verificado durante o teste de labirinto em cruz
elevado (LCE) (POZZER, et al., 2007).

Em relacdo aos receptores, diferentes evidéncias sugerem que padrdes anormais na
neurotransmissao glutamatérgica, através do N-metil-D-aspartato (NMDA-R), sejam
responsaveis pela fisiopatologia de alguns transtornos depressivos (HASHIMOTO, 2014;
SANACORA; SCHATZBERG, 2015).

2.2 Dieta hiperproteica

As proteinas sdo formadas a partir de ligacGes peptidicas formando polimeros de
aminoacidos. Cada aminodacido apresenta um grupo carboxila (COOH), um grupo amina (NH2)
e uma cadeia lateral distinta (Grupo R) ligados a um atomo de carbono (C) (NELSON; COX,
2002). Dietas hiperproteicas elevam as concentracoes de aminoacidos plasmaticos
(VELDHORST, et al., 2009). Classicamente, a ingestdo diaria recomendada de proteina é de
0,8g/kg, quantidade esta suficiente para adultos saudaveis ndo praticantes de exercicio fisico
(DRI, 2005). Alguns esportistas chegam a consumir de 2 a 4g de proteina por quilo de peso
corporal (TARNOPOLSKY, et al., 1992).

O macronutriente responsavel pela constru¢do e manutencdo de massa muscular é a
proteina que também possui a capacidade de elevar o efeito térmico dos alimentos e promover
saciedade apés sua ingestdo. Estes efeitos podem justificar o crescimento da adesdo as dietas
hiperproteicas como uma estratégia para a reducdo de peso e para o fornecimento de matéria
prima para que ocorra a hipertrofia muscular (BILSBOROUGH; MANN, et al., 2006). O uso
de deitas hiperproteicas ganhou, assim, popularidade nos ultimos anos. Estratégia alimentar rica
em proteina para promover reducao de peso corporal em individuos com sobrepeso e obesidade
vem crescendo a cada dia (LEPE; BACARDI; JIMENEZ, 2011). A dieta mais conhecida pela
sociedade com grande nimero de adeptos é do doutor Atkins (1993). Nos dias atuais, parte da
populacdao que busca estética corporal magra em curto periodo de tempo, também vem
buscando este caminho através da dieta hiperproteica para potencializar o processo de
emagrecimento (JALLINOIJA, et al., 2014).

E preciso salientar que o organismo consegue suportar a alta ingestdo de proteina, mas
esta ndo é, necessariamente, a maneira ideal para oferecer matéria prima para construcao
muscular (BILSBOROUGH; MANN, et al., 2006) ou para emagrecer.

Ha anos, tem sido debatida, na comunidade cientifica, a seguranca das pessoas que

aderem ao consumo de dietas com alto teor de proteinas. No ano de 2011 o posicionamento do
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Comité de Nutricdo da American Heart Association (AHA), concluiu que as dietas
hiperproteicas representavam um risco adicional para o desenvolvimento de doengas. Porém,
varias pesquisas foram realizadas nesta area e uma grande parcela delas ndo corrobora essa

afirmacao (NORTON, 2012).

2.2.1 Dieta a base de proteina na satide cardiovascular

O exagerado consumo de proteina, principalmente a proveniente da carne, conferiu a
esse tipo de dieta uma ma imagem na sociedade. E fato, porém, que boa parte da literatura
cientifica defende as dietas hiperproteicas como forma preventiva para doencas cardiacas
(BILSBOROUGH, et al., 2006; NORTON, 2012). Um exemplo disso, é que tem sido sugerida
dieta hiperproteica como parte do tratamento para estagios avancados de insuficiéncia cardiaca
(RIBEIRO, et al., 2014).

Foi identificado que o aumento de proteina e de energia total na dieta é capaz de prevenir
ou mesmo de reverter a caquexia em pacientes com insuficiéncia cardiaca (ROZENTRYT P;
VON HAEHLING S; LAINSCAK M, 2010). Pesquisas de intervencdo sugerem que alta
ingestdo de proteina em individuos com massa corporal estavel, tem efeitos menores, ou até
mesmo nenhum, no risco de desenvolver doencas cardiovasculares (HE, et al., 2011).

Ribeiro, et al. (2014), analisando ratos com insuficiéncia cardiaca induzida por
sobrecarga pressorica imposta ao ventriculo esquerdo, verificou que a dieta hiperproteica nao
alterou a massa cardiaca, o volume ventricular esquerdo, a fracdao de ejecdo e a capacidade
oxidativa mitocondrial do miocardio. Uma metanalise foi feita em relacdo ao uso de dieta
hiperproteica em pacientes com diabetes mellitus tipo 2; os resultados indicaram reducao de
fatores de risco cardiovascular (ZHAO, et al., 2018).

Foi evidenciado, em dois ensaios clinicos randomizados, que o aumento da ingestao
proteica levou a maior reducdo da pressao arterial, em relacdo ao alto consumo de carboidratos
(APPEL, et al., 2005) e a suplementacao com carboidratos (HE, et al., 2011). Um grande estudo
transversal com individuos que fizeram exame médico anual entre 2004 e 2010, sugere que a
alta ingestdo de calorias de origem proteica pode estar associada ao alto risco de hipertensao
arterial (KUWABARA, et al., 2019). Este achado reforca o conhecimento que ja se tinha de o
fato da ingestdo de proteina ter a capacidade de elevar a pressdo arterial média em animais de
experimentacdo e em humanos (ENGEN; SWENSON, 1969).

Varios aspectos da alimentacdo e dieta saudavel estao diretamente associados a maior

variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) (HAYLEY A; YOUNG; BENTON D, 2018).
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Exemplo disso é a caracteristica da dieta mediterranea que demonstra uma associagao positiva
na VFC, sugerindo que o tonus autonomico age induzindo a uma menor taxa de eventos
cardiovasculares (DAI J, et al., 2010). A hipertensao induzida pela dieta com baixo teor de
proteina durante a amamentacao demonstrou uma associacao com aumento do tonus simpatico
nas proles adultas (BARROS, et al., 2014). Jaatinen et al., (2014) estudando o impacto de um
iogurte enriquecido com lactoalbumina, peptideos e vitaminas do complexo B em individuos
ansiosos, perceberam que no grupo ativo a VFC (RMSSD) foi maior. A variabilidade da
frequéncia cardiaca também pode ser usada para identificar aspectos positivos e negativos da

dieta (HAYLEY A; YOUNG; BENTON D, 2018).
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi investigar a relacdao da dieta hiperproteica na ansiedade

e em aspectos morfofuncionais cardiovasculares em ratos Wistar.

3.1 Objetivos Especificos

e Verificar o impacto da ingestdo excessiva de proteinas na ansiedade estimada através
do teste comportamental do labirinto em cruz elevado (LCE);
e Analisar as alteragdes morfofuncionais do coracdo pela ecocardiografia transtoracica;

¢ Quantificar as respostas hemodindmicas a uma dieta hiperproteica.



22

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracoes gerais

O estudo conduzido foi do tipo experimental. Os procedimentos foram realizados ap6s
aprovacdo do Protocolo de Pesquisa 179/18, pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA). Todos os procedimentos seguiram os padroes
definidos pelo comité de ética responsavel.

Foram utilizados 29 ratos machos, adultos, com peso médio entre 250-300 gramas da
raca Wistar, fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de

Uberlandia (REBIR-UFU), local onde foi realizado o estudo.

4.2 Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos:

* Grupo 1: controle com 14 animais e dieta normoproteica (C);

* Grupo 2: hiperproteico com com 15 animais e dieta rica em proteinas (H).

Apos alocacao randdmica, os ratos permaneceram alojados em gaiolas coletivas, com
lotacdo méaxima de cinco animais em cada uma. O ambiente foi controlado, com ventilagao,
temperatura de aproximadamente 21°C e umidade do ar variando de 40 a 60%. Ao longo da
pesquisa foi instituido um ciclo claro/escuro de 12 horas (claridade das 7h as 17h).

Foi realizada a pesagem prévia dos animais e todos tiveram acesso livre a alimentacdo
e a agua. As caixas de monitoramento e garrafas de agua foram trocadas por material
esterilizado duas vezes por semana, conforme protocolo do REBIR. O manuseio, limpeza das
gaiolas e troca de alimentacao e de agua foram realizados em um gabinete de biosseguranga,
com fluxo de ar BS60 BioSafety Cabinet (Tecniplast®).

Foi realizado controle do peso corporal e do consumo de racdo, semanalmente,
utilizando-se uma balanca de precisdao. A alimentacdo foi substituida na mesma frequéncia e as
sobras foram descartadas. A duracdo do experimento foi de oito semanas e durante todo o
periodo houve perda de apenas um animal do grupo controle. Apds todos os procedimentos
experimentais, na oitava semana de estudo, os animais foram anestesiados, sendo amostra de

sangue obtida por meio da puncdo cardiaca, e em sequéncia, procedeu-se a retirada do coragao.
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4.3 Composicao e Elaboracao da Dieta

Para o grupo controle (C) foi oferecida uma dieta padrao da marca Nuvilab CR-1 e sua
composicdo nutricional esta apresentada na Tabela 1. A dieta oferecida atende os requisitos
nutricionais para um rato adulto, segundo as recomendacoes do Instituto Americano de

Nutricdo (AIN — 93M).

Tabela 1. Composicdo da ragao comercial (Nuvilab CR1 — Nuvital) do grupo normoproteico.

Nutrientes Dieta (100g)
Carboidrato 57
Proteina 22
Lipidio 4
Cinzas 9
Umidade 8
Energia Bruta (kcal/g) 3,5

Para o grupo hiperproteico (H), a dieta foi adaptada para atender aos requisitos
nutricionais de um rato adulto. Conforme as recomendacoes do Instituto Americano de Nutri¢cdo
(AIN — 93M), as dietas hiperproteicas devem conter 25 a 40% de proteina bruta em roedores
de experimentacdo. Para atingir esta concentracdo, foram acrescentadas mais 18% de proteina
a dieta do grupo controle. Para esta finalidade, utilizou-se o produto “Whey Protein” Isolado,
Provon 292, da marca Glanbia Nutritionals, tornando a racao hiperproteica, com 40% de

proteina bruta (Tabela 2).

Figura 1. Homogeneizacao e preparacdo da racao.
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Fonte: O autor (2020).

Figura 2. Pellets da racdo na estufa de ar circulante a 60°C durante 48 horas.

Fonte: O autor (2020).

Tabela 2. Composicdo da racao hiperproteica com adicdo de Whey Protein Isolado a racao

padrao Nuvilab CR1 — Nuvital

Nutrientes Dieta (100g)

Carboidrato 57,7

Proteina 40



Lipidio
Energia Bruta (kcal/g)

25

4,16
4,2

Tabela 3. Informacdes nutricionais do suplemento Whey Protein Isolado Provon 292 Glanbia

Nutritionals.

Informacdo Nutricional (100g)

Calorias
Calorias da gordura
Gordura total
Gordura saturada
Gordura poli-insaturada
Gordura monoinsaturada
Acido graxo trans.
Colesterol
Total de Carboidrato
Fibra alimentar
Acucares
Proteina
Vitamina A
Vitamina C
Tiamina
Niacina
Riboflavina
Célcio
Sodio
Potassio
Magnésio
Ferro

Fosforo

380
7.0
0.8¢g
02¢g
03¢
02¢g
0.1g
12 mg
34¢g

0.7¢g
889¢g

415 mg
249 mg
551 mg
80 mg
0,4mg
208 mg
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4.4 Testes em labirinto de cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um instrumento utilizado para medicdo do
comportamento de ansiedade em ratos (Carobrez, A.P et al., 2005). O equipamento é formado
por dois bracos abertos e dois bracos fechados, cada um medindo 50 x 10 cm, sendo cruzados
por bracos do mesmo tamanho e formando uma cruz. Os bracos fechados sdo cercados com
paredes laterais de 40 cm de altura, exceto no meio, delimitando uma plataforma central de 10

x 10 cm. As Figuras 3 e 4 retratam pormenores do equipamento utilizado.

Figura 3. Medidas do Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: JOHN, (2010). commons.wikimedia.org.

Cada animal foi posicionado no centro do labirinto, com a face voltada para um dos
bracos abertos, com o ambiente moderadamente iluminado. Foi permitido aos ratos explorar
livremente o LCE por cinco minutos. Para evitar pistas odoriferas, o labirinto foi limpo com
papel umedecido em solucdo de alcool a 70%. A eventual queda de um animal do labirinto
implicou necessariamente na repeticao do teste no dia seguinte. A entrada no ambiente foi
definida quando o animal colocava as quatro patas nos bragos e as sessoes foram filmadas com
auxilio de uma camera e cronometro. Todos os experimentos foram realizados no periodo
matutino e vespertino (08:00h — 17:00h), com o experimentador fora da sala de teste.

Os parametros medidos no labirinto foram expressos pelo tempo que o animal
permanecia nos bragos abertos e o niimero total de entradas. A frequéncia com que o lado aberto
é explorado representa baixa ansiedade e o nimero total de entradas representa a atividade

motora do animal.
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Figura 4. Labirinto em Cruz Elevado (A) e animal durante o teste (B).

Fonte: O autor (2020).

4.5 Analises hemodinamica e da frequéncia cardiaca

Foram separados, aleatoriamente, seis ratos de cada grupo para analise hemodinamica
invasiva. O procedimento cirdrgico para acesso arterial foi feito na tltima semana do estudo,
sendo os animais anestesiados, preliminarmente, com tiopental sddico (40mg/kg, i.v.) e, logo
apos, foi feita a administracdo inalatéria de halotano (2%), em mistura com oxigénio (02 ) a
100%. A seguir foi realizada a canulagdo da artéria femoral para registro da pressao arterial.

Para a canulacdo arterial foram utilizados tubos de polietileno PE-50 (didmetro interno
de 0,05mm) soldados aos tubos de polietileno PE-10 (diametro interno de 0,01mm). Antes do
implante, o interior das canulas foi lavado e preenchido com heparina sédica 50UI/ml e solucao
fisiologica. As canulas foram posicionadas através de uma pequena incisdo inguinal (esquerda
ou direita) em dire¢do ao feixe vasculo-nervoso e as extremidades de menor calibre das canulas
(PE-10) foram introduzidas na luz da artéria.

O procedimento esta ilustrado nas Figuras 5 e 6.

Figura 5. Corte e exposicdo da artéria femoral.
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Fonte: O autor (2020).

Figura 6. Processo de canulacdo da artéria femoral.

Fonte: O autor (2020).

4.5.1 Registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Antes de iniciar o registro da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, foi injetada
solucdo salina heparinizada (50UI/ml) na canula implantada na artéria femoral com intuito de
impedir a formacdo de codgulos e permitir a condugao da onda de pulso durante o experimento.
Em seguida, a canula arterial foi conectada a um transdutor de pressao (mecano-elétrico), o qual
foi acoplado ao amplificador BP100 (Ad Instruments) e ao sistema de digitalizacdo
computadorizado de registro Power Lab / 8 canais (Ad Instruments). A aquisicao dos dados foi

obtida por meio de software correspondente ao sistema de registro (Lab Chart v 8.0). Para
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analise da variabilidade da frequéncia cardiaca e pressao arterial no dominio do tempo e da
frequéncia foi usado o programa CardioSeries (PENTEADO, 2012).

O procedimento descrito esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7. Registro da pressdo arterial em repouso.

Fonte: O autor (2020).
4.6 Ecocardiografia Transtoracica

Para andlise estrutural e funcional do coracdo, selecionamos, aleatoriamente, oito
animais de cada grupo. Todos os animais foram anestesiados com 0,1 ml / 100g de cetamina
(10%) associada a mesma dose de xilazina (2%) e realizada tricotomia da regido anterior do
torax sendo os animais colocados em decubito lateral de 45 °. Para a aquisicao das imagens, foi
utilizado o aparelho de ultrassonografia GE, modelo Logig-F6, e um transdutor de 8,0 MHz
com profundidade de 3,0 cm e angulo setorial de 75 °. Todos os procedimentos foram realizados
no Hospital Veterinario. Utilizou-se o modo M e o corte paraesternal transversal direito, no
plano das cordas tendineas, para medidas do diametro diast6lico final (DDFVE) e do didametro
sistolico final do ventriculo esquerdo (DSFVE). Estas medidas foram utilizadas para o calculo
da fracdo de encurtamento (FS) e da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) pelo
método de Teichholz, et al., 1976.

As Figuras 8 e 9 ilustram o procedimento.

Figura 8. Equipamento utilizado no ecocardiograma (GE Healthcare Ultrasound — LOGIQ F6).
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Fonte: O autor (2020).

Figura 9. Imagem do software (GE Healthcare Ultrasound — LOGIQ F6), utilizado no

ecocardiograma

Fonte: O autor (2020).

4.7 Analise estatistica

Os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrao da média (EPM).
A normalidade foi testada por meio do teste Shapiro-Wilk. Para os dados normais, as
comparacoes entre os grupos foram realizadas por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey, quando necessario. Para comparagdes de duas variaveis foi utilizado o Teste t
de Student. A anadlise estatistica foi realizada utilizando-se o pacote estatistico GraphPad Prism

(versdo 5.03). A significancia estatistica foi estabelecida para valores de p < 0,05.
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Os resultados obtidos conforme as condi¢oes referidas previamente estdo contidas no

artigo apresentado a seguir.
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Resumo: A ansiedade é um mecanismo preparatdrio para a resposta em situagdes de ameaca e
perigo, envolvendo fatores comportamentais, afetivos e fisioldgicos. Alimentos a base de proteina tém
alta concentragao de aminoacidos os quais desempenham multiplas fungdes, entre elas, a biossintese de
transmissores excitatdrios para o SNC. Nos tiltimos anos a adesao a dietas hiperproteicas vem ganhando
espago na sociedade, sob a argumentacgao de que ela traz beneficios para o sistema musculoesquelético
e para a satude cardiovascular. O objetivo do presente estudo foi investigar a relacdo da dieta
hiperproteica na ansiedade e em aspectos morfofuncionais cardiovasculares em ratos Wistar. O
experimento teve duragao de oito semanas e dois grupos de ratos machos foram submetidos a dieta
normoproteica ou hiperproteica. A ansiedade foi avaliada por meio do teste do labirinto em cruz e os
aspectos morfofuncionais cardiovasculares por meio de ecocardiografia transtoracica e de medidas
invasivas da pressao arterial femoral. Nao houve diferenca estatisticamente significante no teste de
ansiedade, porém, o grupo hiperproteico se mostrou mais agitado apresentando maior deslocamento
durante o teste. Foram encontradas alteragdes no volume sistdlico e diastdlico final, didmetro do
ventriculo esquerdo na sistole e frequéncia cardiaca, significativamente menores no grupo
hiperproteico. E aumento da espessura do septo interventricular na didstole dos mesmos. Os resultados
demonstraram nao haver influéncia da dieta com alto teor de proteina sobre ansiedade dos animais,
peso corporal e hemodinamica.

Palavras chaves: dieta hiperproteica; ansiedade; coracao.

1. Introducao

A ansiedade consta da escala de transtornos psicologicos acometendo, aproximadamente, 7,3%
da populagio mundial [1]. E a emogio relacionada ao comportamento que avalia os riscos que
frequentemente sao lembrados em situagdes nas quais o perigo é incerto ou nao esta bem definido [2].

Alimentos a base de proteina contém alta concentracdo de glutamato [3], principal
neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central (SNC) e responsavel por 75% da atividade
elétrica do cérebro [4]. Nos tltimos anos, a adesdo as dietas hiperproteicas vem ganhando maior espago
na sociedade [5]. Esse padrao alimentar com alto teor de proteinas, vem sendo uma estratégia eficaz no
controle e na reducdo do peso corporal, principalmente em individuos obesos [6] [7], estimulando a
saciedade e, consequentemente, reduzindo a ingestao alimentar [8].
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Estudos mostram que a dieta hiperproteica é benéfica para o sistema cardiovascular,
justificando ainda mais o interesse na compreensao dessa influéncia nas respostas hemodinamicas [9]
[10]. Embora os beneficios da dieta hiperproteica na satide e composigao corporal ja estejam bem
estabelecidos, o efeito dessa estratégia alimentar na ansiedade, em aspectos hemodinamicos e
morfofuncionais do coracao ainda precisam ser elucidados. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
da dieta hiperproteica versus dieta normoproteica nestas variaveis, em um modelo experimental
utilizando ratos Wistar.

2. Materiais e Métodos
2.1. Animais e Dieta

O experimento foi realizado nas dependéncias da Rede de Biotérios de Roedores da
Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU) e todos os procedimentos seguiram o protocolo de
ética do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA). O estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) local, com parecer favoravel ntimero 179/18.

No estudo foram utilizados 29 ratos machos, adultos, da raca Wistar, com peso entre 250-300
gramas, fornecidos pela (REBIR-UFU).

Pesagem:
Animais/Racio
+

Inicio do LCE
experimento Pesagem: +
Confecgio da + Animais/Racio Analise
dieta +Asiaptag:ﬁo Pesagem: Pesagem: Pesagem: + Pesagem: Pesagem: 1"esa‘gem: . hemodipim,iga e
dos animais Animais/Racio Animais/Racio Animais/Racio LCE Animais/Ragdo Animais/Racio Animais/Racio  ecocardiogrfica
Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6 Semana 7 Semana 8

Figura 1. Desenho do estudo.

Os animais foram divididos em dois grupos sendo um o controle (C) com 14 animais
alimentados com dieta padrao normoproteica; o segundo grupo (H), com 15 animais alimentados com
dieta composta de 40% de proteina. Para o grupo controle foi oferecida uma dieta padrdo da marca
Nuvilab CR-1, com a composi¢ao nutricional apresentada na Tabela (1). A composi¢do desta dieta
atende aos requisitos nutricionais para ratos adultos, segundo as recomendag¢des do Instituto
Americano de Nutri¢ao (AIN — 93M).

Os ratos foram alojados em caixas coletivas com lotagao maxima de cinco animais por caixa, e
tiveram acesso livre a alimentagdao e a agua. As caixas de monitoramento e garrafas de agua foram
trocadas por material esterilizado duas vezes por semana, conforme protocolo do REBIR. A alimentac¢ao
foi substituida na mesma frequéncia e as sobras foram descartadas. Foi realizado controle do peso
corporal e do consumo de ra¢ao, semanalmente, utilizando-se uma balanca de precisdo. A duragao do
experimento foi de oito semanas e durante todo o periodo houve perda de apenas um animal do grupo
controle.

O manuseio, limpeza das gaiolas e troca de alimentagao e de agua foram realizados em um
gabinete de biosseguranga com fluxo de ar BS60 BioSafety Cabinet (Tecniplast®). O ambiente foi
controlado em relacdo a ventilagdo, temperatura (21°C) e com umidade variando de 40 a 60%. Ao longo
da pesquisa foi instituido um ciclo claro/escuro de 12 horas (claridade das 7h as 17h). Apds todos os
procedimentos experimentais, na oitava semana de estudo, os animais foram anestesiados, sendo a
coleta de sangue realizada por meio de pungao cardiaca; na sequéncia foi feita a retirada do coragdao. O
desenho experimental é mostrado na Figura 1.
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Tabela 1. Composi¢ao quimica da ragao comercial Nuvilab CR1 — Nuvital do grupo normoproteico.

Nutrientes Dieta (100g)
Carboidrato 57
Proteina 22
Lipidio 4
Cinzas 9
Umidade 8
3,5

Energia Bruta (kcal/g)

A racdo comercial foi adaptada para o grupo hiperproteico para atender aos requisitos
nutricionais de um rato adulto. Conforme as recomendacdes do Instituto Americano de Nutri¢do (AIN
- 93M), dietas hiperproteicas devem conter 25 a 40% de proteina bruta. Para atingir a concentragdo
necessaria, foram acrescentadas mais 18% de proteina a dieta do grupo controle. Para esta finalidade
utilizou-se o produto “Whey Protein” Isolado, Provon 292, da marca Glanbia Nutritionals, tornando a

ragao hiperproteica, com 40% de proteina bruta (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢ao quimica da ragao hiperproteica com adi¢ao de Whey Protein Isolado a ragao padrao
Nuvilab CR1 - Nuvital

Dieta (100g)

Nutrientes
Carboidrato 57,7
Proteina 40
Lipidio 4,16
Energia Bruta (kcal/g) 42

2.2. Avaliagio da Ansiedade

Para avaliacdo da ansiedade foi aplicado o teste no labirinto em cruz elevado (LCE) que é um
instrumento utilizado para medicao da ansiedade em ratos [11]. O equipamento é formado por dois
bragos abertos e dois bragos fechados, cada um medindo 50 x 10 cm, sendo cruzados por bragos do
mesmo tamanho formando uma cruz. Detalhes do equipamento sao mostrados na Figura 2.
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Figura 2. Aparelho de labirinto em cruz elevado (LCE). Fonte: Sweis B.M. et al., 2016, p. 150 [12].

Os bragos fechados sdo cercados com paredes laterais de 40 cm de altura, exceto no meio,
delimitando uma plataforma central de 10 x 10 cm. O ambiente foi moderadamente iluminado e cada
animal colocado em diregao a um dos bragos abertos. Nesta posi¢ao o animal foi deixado durante cinco
minutos para fazer livre explora¢ao dos ambientes. A entrada no ambiente foi definida quando o animal
colocava as quatro patas nos bragos e cada sessao foi filmada com auxilio de uma camera digital. Apds
cada teste, a plataforma foi higienizada com etanol a 70% [13] [14].

Os parametros medidos no labirinto foram expressos pelo tempo que o animal permanecia nos
bragos abertos e pelo nimero total de entradas. A frequéncia elevada com que o lado aberto é explorado
representa baixa ansiedade e o nimero total de entradas representa a atividade motora do animal.

2.3. Ecocardiografia Transtordcica

A analise estrutural e funcional do coracao foi feita pela ecocardiografia transtoracica em oito
animais de cada grupo selecionados aleatoriamente. Todos os animais foram anestesiados com 0,1 ml /
100g de cetamina (10%) associada a mesma dose de xilazina (2%). Foi realizada a tricotomia anterior do
térax sendo os animais colocados em dectbito lateral de 45 °. Foi utilizado o aparelho de
ultrassonografia GE, modelo Logiq-F6, e um transdutor de 8,0 MHz com profundidade de 3,0 cm e
angulo setorial de 75 °. Todos os procedimentos foram realizados no hospital veterinario da
universidade. As medidas do didmetro diastdlico final (DDFVE) e do diametro sistolico final do
ventriculo esquerdo (DSFVE) foram feitas utilizando-se o0 modo M e o corte paraesternal transversal
direito, no plano das cordas tendineas. Estas medidas foram utilizadas para o cdlculo da fragdo de
encurtamento (FS) e da fracao de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) pelo método de Teichholz et al.
(1976) [15].

2.4. Registro invasivo da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca

Foram separados, aleatoriamente, seis ratos de cada grupo para analise hemodinamica invasiva.
O procedimento cirurgico foi feito na tltima semana do estudo, sendo os animais anestesiados,
preliminarmente, com tiopental sodico (40mg/kg, i.v.); a seguir foi feita a administracao inalatdria de
halotano (2%), em mistura com oxigénio (O?) a 100%. Foi realizada a canulagao da artéria femoral para
registro da pressdo arterial. A canulagdo da artéria femural foi feita utilizando-se um cateter de
polietileno cheio de liquido e conectado a um transdutor de pressao (mecano-elétrico) acoplado a um
amplificador BP100 (Ad Instruments) e ao sistema de digitalizagao de registro Power Lab / 8 canais (Ad
Instruments). A aquisi¢ao dos dados foi obtida por meio de software do sistema de registro (Lab Chart
v 8.0). Para andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia foi
usado o programa CardioSeries [16].

2.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrao (EPM). A normalidade da distribuicao
amostral foi testada por meio do teste Shapiro-Wilk. Para os dados normais, as comparag¢des foram
realizadas por analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, quando necessario, ou pelo
Teste t de Student. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o pacote estatistico GraphPad Prism
(versao 5.03). A significancia estatistica foi estabelecida para valores de p <0,05.
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3. Resultados
3.1. Consumo de ragio e peso dos animais

O consumo semanal médio de racdo foi semelhante nos dois grupos. Nao houve diferenca
estatisticamente significante no peso corporal dos animais entre o grupo controle e o suplementado com
ragao hiperproteica. O registro das médias e erro padrao é apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Consumo semanal de ragao e peso dos animais

Variaveis Controle (n=14) Hiperproteico (n=15) A% p Valor
Consumo de rac¢ao 738,9 +43,8 690,4 + 26,5 6,56% 0,359
Peso corporal 371,3+12,3 384,2+11,1 3,47% 0,448

Resultados expressos em média + erro padrao. A%: variacdo percentual. Com nivel de significancia para valor de *p < 0,05.

3.2. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

A Tabela 4 apresenta os valores das médias e o EPM referentes a variavel tempo de permanéncia
em segundos (s) nos bragos abertos e o numero total de entradas.

Tabela 4. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Tempo nos bragos abertos (s) Numero total de entradas
Grupo 4 semanas 8 semanas 4 semanas 8 semanas
Controle (n=14) 19,0+5,1 20,3+9,6 23+04 1,8+0,4
Hiperproteico (n=15) 19,6 + 8,6 10,5+4,1 2,5+0,6 41+0,7

Resultados expressos em média + erro padrao.

Foi realizada anadlise estatistica nos dois pontos na linha do tempo em que o teste foi realizado.
Nao houve diferengas intragrupo no controle (p=0,889) e no hiperproteico (p=0,523). Na analise
intergrupo também nao foi encontrada diferenca na quarta (p=0,948) e na oitava semana (p=0,433)
(Figura 3).

Analise completa na quarta e oitava semana

Tempo no brago aberto (s)

Controle Hiperproteico

Figura 3. Analise do tempo nos bragos abertos no teste LCE em duas situagdes: quarta e oitava semana. Numero de animais:
Controle (14) e Hiperproteico (15). Resultados expressos em média + erro padrao, com valor de significancia de p <0,05.

Para analise estatistica do niamero de entradas totais no LCE, os resultados foram analisados na
quarta e na oitava semana. Houve diferenca significativa na comparagao intragrupo apenas no grupo
que recebeu dieta hiperproteica (p < 0,020) que apresentou maior nimero de entradas. Na analise
intergrupo, este mesmo fato ocorreu apenas na oitava semana (p < 0,012) (Figura 4).
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Andlise completa na quarta e oitava semana

6-

Numero de entradas totais

Controle Hiperproteico

Figura 4. Analise do ntimero de entradas totais no teste LCE em diferentes situagdes: quarta e oitava semana. Numero de
animais: Controle (14) e Hiperproteico (15). Resultados expressos em média + erro padrao, com valor de significancia de p <
0,05. (#) Diferenca intergrupo e (*) diferenga intragrupo.

3.3. Andlise hemodindmica invasiva e variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial

O estudo hemodinamico invasivo mostrou que os animais do grupo de dieta hiperproteica
apresentaram frequéncia cardiaca mais baixa; ndo houve diferenca estatistica na pressao arterial entre
os grupos (Tabela 5 e Figura 5).

Tabela 5. Analise hemodinamica

Variaveis Controle (n = 6) Hiperproteico (n = 6) p Valor
PAM (mmHg) 1252 +£3,1 121,6 +1,9 0,347
PAS (mmHg) 146,2 +3,5 147,8 +2,4 0,702
PAD (mmHg) 1079 +3,4 102,0+1,9 0,157

FC (bpm) 410,7 + 6,6 381,4+9,0 0,025

PAM: pressao arterial média; PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastolica; FC*: frequéncia cardiaca.
Resultados expressos em média + erro padrao com valor de *p <0,05.
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Figura 5. Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca realizada na tltima semana de experimento. FC*: frequéncia cardiaca.
Resultados expressos em média + erro padrao com valor de *p < 0,05.
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A andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca ndao mostrou diferencas estatisticamente
significantes no dominio do tempo na média do intervalo cardiaco (IC), no desvio padrao dos intervalos
RR (SD); na raiz quadrada da média do quadrado das diferencgas entre intervalos R-R normais (RMSSD
/ Tabela 6).

Tabela 6. Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo

Variaveis Controle (n =5) Hiperproteico (n =5) p Valor
IC 1492+14 158,4+4,4 0,081
SD 58+0,5 74+09 0,142
VARIANCIA 346+53 58,2+13,2 0,135
RMSSD 4,0+0,1 42+0,3 0,455

IC: Média do intervalo cardiaco; SD: Desvio padrao dos intervalos RR; RMSSD: Raiz quadrada da média do quadrado das
diferengas entre intervalos R normais. Resultados expressos em média + erro padrdo com valor de *p < 0,05.

A analise do intervalo cardiaco no dominio da frequéncia, ndo mostrou diferencas significativas
entre os grupos na média do intervalo cardiaco (IC), no componente de baixa e de alta frequéncia (LF e
HF) absoluto e nulo, na razdo LF/HF e na sensibilidade barorreflexa (BEI All) (Tabela 7).

Tabela 7. Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia

Variaveis Controle (n=5) Hiperproteico (n =5) p Valor
IC 149,6 +1,5 158,8 +4,3 0,081
LF ABS 1,7+0,4 33+x1,1 0,212
HF ABS 41+0,2 54+09 0,236
LF nu 27,4+5,0 32,6 6,1 0,528
HF nu 72,6 £5,0 67,4 +6,1 0,528
LF/HF 0,420 + 0,104 0,584 + 0,156 0,406

IC: Média do intervalo cardiaco dominio frequéncia; Componente de baixa e alta frequéncia LF e HF absoluto (ABS) e nulo (nu);
Razao LF/HF. Resultados expressos em média + erro padrao com valor de significancia p <0,05.

A analise da variabilidade da pressao arterial no dominio do tempo, nao mostrou diferengas na
média (mmHg), SD e na variancia. No dominio da frequéncia ndo houve diferencas em relacdo a média
(ms) e no LF ABS, e sem alteragoes significantes na sensibilidade barorreflexa (BEI All) (Tabela 8).

Tabela 8. Variabilidade da pressao arterial no dominio do tempo, frequéncia e sensibilidade barorreflexa

Variaveis Controle (n =5) Hiperproteico (n = 5) p Valor
Dom. Tempo

Média (mmHg) 143,8 +3,6 149,0+3,4 0,325

SD 48+0,4 55+0,3 0,215

Variancia 240+4,1 30,3+2,9 0,238
Dom. Frequéncia

Média (ms) 143,8+3,6 149,0+3,4 0,325

LF ABS 9,6+1,1 9,0+1,3 0,755
Sens. Barorreflexa

BEI ALL 0,086 + 0,008 0,120 + 0,018 0,128

SD: Desvio padrao dos intervalos RR; LF (ABS): Componente de baixa frequéncia absoluto;BEI ALL: Sensibilidade barorreflexa.
Resultados expressos em média + erro padrao com valor de significancia p < 0,05.

3.4. Ecocardiografia transtordcica
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Na analise ecocardiografica, observou-se que o volume sistdlico final do VE foi menor no grupo
de dieta hiperproteica e que a espessura do septo interventricular na sistole foi maior nesse mesmo
grupo. Também houve tendéncia ao aumento do volume diastolico final do VE (p=0,052), reducao do
didmetro do ventriculo esquerdo na sistole (p=0,054) e na diastole (p=0,065). Os resultados constam da

Tabela 9 e da Figura 6.
Tabela 9. Analise ecocardiografica do coracao

Variaveis Controle (n=8) Hiperproteico (n = 8) p Valor
FE (%) 65,87 + 3,03 72,00 £ 2,06 0,117
FS (%) 32,12 2,10 36,5+ 1,80 0,137
VDF (ml) 0,82+0,08 0,62+0,05 0,052
VSF (ml) 0,29 + 0,04 0,17 +0,02 0,033
SIVd (mm) 0,12 +0,005 0,14 + 0,006 0,034
SIVs (mm) 0,20 +0,015 0,22 + 0,009 0,394
DIVEs 0,71+0,028 0,64 £0,0188 0,054
DIVEd 0,48 +0,030 0,40 +0,018 0,065

FE: fracdo de ejecao; FS: fracao sistolica; FC: frequéncia cardiaca; VDF: Volume diastdlico final; VSF: Volume sistolico final;
SIVd: Septo interventricular na diastole; SIVs: Septo interventricular na sistole; DIVEd: Didmetro do ventriculo esquerdo na
diastole; DIVEs: Diametro do ventriculo esquerdo na sistole. Resultados expressos em média + erro padrdo com valor de p<0,05.
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Figura 6. Andlise do ecocardiograma com diferencas significativas entre os grupos. Resultados expressos em média + erro
padrao com valor significante de *p < 0,05.

4. Discussao
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A relagao entre o consumo de uma dieta hiperproteica com a ansiedade e com aspectos
morfofuncionais do coragao ainda nao sao bem compreendidos e foram analisados, nos limites do nosso
conhecimento, de forma pioneira no presente estudo.

Ja foi descrito que dietas ricas em proteinas, com 25% do total de energia ofertada, induz maior
perda de peso quando comparado com uma dieta rica em carboidratos [17]. No presente estudo, um
grupo de ratos Wistar recebeu dieta com aproximadamente 40% de proteina e compararam-se os
resultados com os obtidos no grupo controle com dieta normoproteica. Ao final de oito semanas nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significante no peso corporal total dos animais. Farnsworth, et al,
(2003) [18], mostraram que a ingestao total de calorias reduzida é mais importante quando se pretende
a reducao de peso do que o teor elevado de proteinas. Porém, em um estudo analisando-se a dieta de
voluntarios americanos saudaveis, verificou-se que individuos que consumiam proteinas em
quantidades que excediam as recomendagdes dietéticas diarias apresentaram menor indice de massa
corporal [19].

Embora a comparagao com outras pesquisas que nao utilizaram o mesmo modelo experimental
com ratos seja imprépria, uma das possibilidades para a nao ocorréncia da reducdo do peso corporal
nos animais que receberam dieta hiperproteica no presente estudo pode ser atribuida a caracteristica da
distribuicdo de macronutrientes na dieta utilizada. Outra explicagao pode estar relacionada ao tempo
relativamente curto de exposigdo a dieta hiperproteica. As duas questdoes devem ser averiguadas em
futuros experimentos, com outras formulagdes de dieta.

Uma pesquisa utilizando dieta hiperproteica ofertada ad libitum, por um periodo de 12 semanas,
resultou em um quadro de saciedade maior do que a dieta com alto teor de proteina ofertada de forma
isocalorica [20]. Finalmente, vale lembrar que a proteina € o macronutriente com maior efeito térmico
no processo digestivo e absortivo [21] e que o alto teor de proteina na dieta contribui para redugao do
peso devido ao aumento da taxa metabdlica basal [22]. A auséncia de redugdo do peso ao final do
presente estudo poderia estar ligada a densidade caldrica mais elevada no grupo que consumiu a dieta
rica em proteina.

A proteina ingerida fornece ao organismo aminoacidos essenciais e nao essenciais que sao
utilizados na biossintese de novas proteinas, inclusive de neurotransmissores. A ingestao elevada de
proteina pode afetar o funcionamento do cérebro e a satide mental por produzir diferentes quantidades
de neurotransmissores [23]. A hipdtese testada no presente estudo é que a ragao hiperproteica exerceria
um efeito ansiogénico devido ao perfil aminoacidico da dieta. Diferentemente da hipotese inicial do
nosso estudo, Haghighatdoost, et al, (2016) [24], ao avaliarem a influéncia da taxa glicémica na ansiedade
e depressao, sugerem que a reducao de carboidratos refinados e a inclusao de mais proteina podem ser
benéficas para a satide mental. Em um relato de caso de paciente portadora de transtorno de ansiedade
generalizada, constatou-se que alteragdes na composicdo de macronutrientes, diminuindo os
carboidratos, principalmente os refinados, e acrescentando-se mais proteina e lipidios na dieta, poderia
ter um efeito benéfico na diminui¢do dos sintomas clinicos [25].

No teste de labirinto em cruz permite verificar o estado de ansiedade do animal com base na
exploragao do brago aberto realizada pelo animal ao longo do tempo de investigagao. Neste aspecto do
teste ndo foi encontrada diferenca de comportamento entre os grupos testados. Uma outra variavel
avaliada nesse mesmo teste foi o nimero de entradas totais do animal. Este resultado esta associado
com a atividade motora e foi maior na oitava semana no grupo de dieta hiperproteica, tanto na
comparagao intragrupo como na intergrupos.

Estudos tém evidenciado que a ansiedade relacionada ao estresse psicossocial esta associada ao
risco mais elevado de mortalidade cardiovascular [26][27] e um dos focos da presente pesquisa foi
buscar compreender a relacdo da dieta hiperproteica na satide cardiovascular a partir da analise do
comportamento hemodinamico dos animais. Estudos prévios demonstraram que a dieta hiperproteica
associada a baixa ingestdao de carboidratos produz reducdo na pressao arterial [28] [29]. Avaliando o
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efeito protetor da dieta hiperproteica (40%) em trés grupos de estudo: controle, whey protein e caseina,
Singh et al (2016) [30] encontraram redugdo na pressao arterial sistdlica, principalmente no grupo que
recebeu o soro do leite.

A quantidade de proteina ofertada no grupo hiperproteico do presente estudo atingiu 40% de
proteina bruta. Em um modelo animal, Martin et al (2015) [31] evidenciaram atenuagao do aumento da
pressao arterial sistolica associada com a idade em animais que consumiram dieta com alta quantidade
de proteina do soro do leite e um dos motivos dessa resposta hemodinamica poderia estar relacionado
a quantidade de dipeptideos capazes de inibir a enzima de conversao da angiotensina (ECA). Outros
estudos demonstraram que as alteragdes no consumo de proteinas na dieta afetam o comportamento da
pressdo arterial sistdlica em animais e também em humanos [32]. No presente estudo, utilizando-se
medidas hemodindmicas invasivas, nao houve diferencas na pressao arterial sistdlica, diastdlica e
média, mostrando que, no modelo proposto, a dieta hiperproteica ndo produziu as alteragdes ja
descritas na literatura. E preciso salientar que o efeito hipotensor ndo tem sido um achado consistente
na literatura e uma metanalise que investigou o emprego da dieta hiperproteica comparada com outros
tipos de dietas em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 nao demonstrou diferengas significativas na
pressao arterial [33].

Ao analisar a modulagdo parassimpatica, simpatica e a sensibilidade barorreflexa, nao
encontramos nenhuma diferenga significante. Apesar do grupo hiperproteico apresentar uma taxa mais
alta do componente de baixa frequéncia (low frequency — LF), que é derivado da agdo conjunta dos
componentes vagal e simpatico sobre o coracdo, os resultados nao atingiram significancia estatistica.
Oliveira, et al, (2004) [34] mostraram que uma dieta com baixa quantidade de proteina promove
aumento do nivel basal da pressao arterial média, da frequéncia cardiaca e da variabilidade R-R. Nosso
estudo mostrou que o grupo hiperproteico teve redugao significativa da FC, em relacdo ao grupo
controle.

A avaliagao ecocardiografica mostrou que o volume sistélico final e diastélico final, e o diametro
do ventriculo esquerdo na sistole, foram significantemente menores no grupo que recebeu a dieta
hiperproteica. A espessura do septo interventricular na didstole também foi maior nos animais que
receberam dieta hiperproteica, sugerindo que uma hipertrofia cardiaca ou um menor relaxamento
diastdlico possa ter ocorrido. Estas diferengas ndo foram acompanhadas de altera¢des na fracdo de
ejecao do ventriculo esquerdo. Estes resultados da ecocardiografia indicam que o consumo de dieta
hiperproteica foi acompanhado por adapta¢des do coragdo que sugerem um modelo no qual um menor
trabalho cardiaco possa ter ocorrido.

Este estudo é o primeiro, nos limites do nosso conhecimento, desenhado para examinar o efeito
da dieta hiperproteica na ansiedade e na variabilidade da frequéncia cardiaca e pressao arterial sistdlica.
Entre as limita¢des do estudo, uma delas foi devida ao planejamento da dieta que permitiu a ingestao
calorica diferente nos grupos experimentais. Outra limitagdo deriva do nimero relativamente baixo de
animais que foram submetidos a analise hemodindmica invasiva. Sdo situagdes que deverdo ser
ajustadas nos préximos modelos experimentais.

5. Conclusao

A dieta hiperproteica ndo interfere na ansiedade do animal que possa ser evidenciada pelo teste
do labirinto em cruz elevado. A dieta rica em proteina induz adaptag¢des no coragao que se caracterizam
pelo menor trabalho cardiaco resultante da redugdo da FC sem redugao concomitante da fragao de
ejecao do ventriculo esquerdo e da pressao arterial sistémica. A analise da variabilidade R-R nao mostra
altera¢des na modulacao do sistema nervoso autbnomo que possam estar envolvidas nos resultados
encontrados.
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