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RESUMO

A hipdtese do fenotipo econdémico propde que a associacdo epidemioldgica entre a
restricdo de crescimento intra-uterino e subseqiiente desenvolvimento de Diabete Mellitus
Tipo 1l (DM 11) e a Sindrome Plurimetabdlica resultam dos efeitos da mé nutri¢do durante
periodos criticos do crescimento e do desenvolvimento, que produz mudancas permanentes
no metabolismo da glicose. Estas mudancas incluem capacidade reduzida para a secrecao de
insulina e resisténcia a insulina que, combinada com os efeitos da obesidade, do
envelhecimento e da inatividade fisica, sdo fatores muito importantes no desenvolvimento
do DM II.

As ratas foram divididas em cinco grupos. Dois grupos receberam durante a gestacao
as seguintes dietas: grupo desnutrido e normonutrido: 7% e 25% de proteina e 10% de
lipidio (6leo de soja), respectivamente. Apds 0 nascimento as ratas continuaram com a dieta
ofertada as maes até os 4 meses de idade. Grupo hipoprotéico e normoprotéico
hiperlipidicos: 7% e 25% de proteina e 15% de lipidio (6leo de soja) durante a gestacdo e a
lactacdo. Apos o periodo lactacional as ratas dos grupos hiperlipidicos foram submetidas a
uma dieta contendo 25% de proteina e 42% de lipidio (40 de banha de porco + 2% 6leo de
soja) até aos 8 meses de idade. O grupo que foi submetido a dieta comercial recebeu esta
dieta durante a gestacéo e o periodo pds-natal.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar: I. Massa corporal; Il. Relagdo tecido
adiposo visceral/100 g massa corporal; Ill. Glicemia; IV. Concentracdo hepatica de
triglicerideos; V. Captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo s6leo; VI. Teste de
Sensibilidade a Insulina (TSI); VII. Teste de Tolerancia a Glicose (TTG).

Verificamos no presente trabalho que no grupo desnutrido: (i) a massa corporal foi
menor em todas as idades avaliadas; (ii) a captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo
foi 29,8% maior; (iii) no TTG a glicemia foi menor aos 30, 60 e 120 minutos apés a injecao
i.p. de glicose; (iiii) no TSI a glicemia foi menor aos 30 e 60 minutos apds a injecao i.p. de
insulina em relag&o ao grupo normonutrido.

Verificamos, também, no presente trabalho que no grupo hipoprotéico hiperlipidico:
(i) a relagdo do tecido adiposo total e visceral/100 g massa corporal foi maior nas duas

idades estudadas; (ii) a captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de mdsculo apresentou uma



reducdo de 15,35%; (iii) a concentragdo plasmaética de glicose foi 11,8% maior; (iiii) no
concentracdo hepatica de triglicerideos foi maior em relacdo ao grupo que foi submetido a
dieta comercial.

Prévios estudos mostram que o insulto provocado pela restricdo protéica durante o
periodo fetal e lactacional aumenta a acdo da insulina apesar de sua prejudicada secrecao,
mantendo assim uma tolerancia normal a glicose. Mas, a ingestio de uma dieta
hiperlipidica leva a um modesto prejuizo na acdo periférica da insulina sem afetar a
tolerancia a glicose, em consequéncia da aumentada secrecdo de insulina. No entanto, a
exposicdo cronica das duas intervengdes dietéticas resulta em uma interagcdo sinérgica,
levando a um importante prejuizo na agdo periférica da insulina em combinacdo com
prejudicada resposta secretora de insulina, resultando em intolerancia a glicose. Com estes
resultados pode-se inferir que o gendtipo econdmico, a desnutricdo durante a gestacdo e a
lactacdo, uma dieta hiperlipidica e o estilo de vida sedentario séo fatores que contribuem
para o desenvolvimento da obesidade e consequientemente da resisténcia a insulina e do
DM II.



SUMMARY

The hypothesis of the economic phenotype proposes that the epidemiological
association between the restriction of intra-uterine growth and subsequent development of
diabetes mellitus type 11 (DM I1) and Pluri-metabolic Syndrome are results of the effects of
malnutrition during critical periods of growth and development, which produces permanent
changes in the metabolism of glucose. These changes include a reduced capacity to produce
insulin and insulin resistance that, combined with the effects of obesity, old age and
physical inactivity, are very important factors in the development of DM I1.

The laboratory rats were divided into five groups. Two groups received the
following diet during the gestation period: undernourished and nourished group: 7% and
25% protein and 10% lipids (soybean oil), respectively. After birth the rats continued with
the diet offered to the mothers until 4 months of age. Low protein-high lipid (LPHL) and
normal protein-high lipid (NPHL) group: 7% and 25% protein and 15% lipids (soybean oil)
during the gestation and lactation periods, respectively. After the lactation period the rats
from groups LPHL and NPHL were submitted to a diet containing 25% protein and 42%
lipids (40% pork lard + 2% soybean oil) until 8 months of age. The group that was
submitted to the commercial diet received this diet during the gestation and post-natal
periods.

The objective of the present work was to evaluate: 1. Body mass; Il. Ratio of
visceral adipose tissue/100g body weight; I1l. Blood Glucose; V. Concentration of hepatic
triglycerides; V. Disposal of 2-deoxiglucose in soleo muscle slices; VI. Insulin Sensitivity
Test (IST); VII. Glucose Tolerance Test (GTT);

We verified in the present work in the undernourished group: (i) a decrease in body
mass at all ages evaluated; (ii) the disposal of 2-deoxiglucose in soleo muscle slices was
higher 29,8%; (iii) was higher tolerance to glucose in the GTT; (iiii) was higher insulin
sensitivity in the IST in relation to the normally nourished group.

We verified also in the present work in the Low protein-high lipid group: (i) the
ratio of total and visceral adipose tissue/100g body weight was higher at all ages evaluated;
(i) the disposal of 2-deoxiglucose in soleo muscle slices presented a significant decrease of

15,35%; (iii) the blood glucose was higher 11,8%; (iiii) was higher intolerance to glucose in



Xi

that was submitted to the commercial diet.

Previous studies have shown that the insult caused by the protein restriction during
the fetal and lactation periods increases the action of insulin despite its impaired secretion,
thus maintaining a normal tolerance to glucose. However, the ingestion of a high fat diet,
leads to a modest impairment in the peripheral action of insulin without affecting the
tolerance to glucose, as a consequence of the increased insulin secretion. Although, the
chronic exposure to the two dietary interventions has resulted in a synergic interaction,
leading to an important impairment in the peripheral action of the insulin in combination
with the impaired insulin secretion response, resulting in an intolerance to glucose. With
these results, it can be inferred that the economic genotype, the malnutrition during the
gestation and lactation periods, a high-fat diet and a sedentary life style are factors that
contribute to the development of obesity and consequentially, to insulin resistance and
DMII.
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1.1 Evidéncias Epidemiolédgicas Humanas para a

Programacdo de Desordens Metabdlicas

Programacao de desordens metabdlicas consiste no processo pelo qual um estimulo ou um
insulto quando aplicado em um periodo critico ou sensivel ao desenvolvimento, resulta em uma
alteracdo a longo prazo ou permanente na estrutura, na funcdo de um 6rgdo ou em uma agéo
metabodlica (Lucas, 1991). Uma das evidéncias para isto vem de estudos geograficos que
mostraram que diferengas nas taxas de mortalidade de doencas cardiovasculares em diferentes
areas da Inglaterra foram fortemente relacionadas a diferengas na mortalidade neonatal (mortes
antes de um més de idade), e em individuos com 70 anos de idade ou mais (Barker e Osmond,
1986).

Estudos com humanos de ambos 0s sexos com 36, 50 e 64 anos de idade mostraram que
as pressdes sistolica e diastolica s&0 menores em pessoas que tiveram 0S maiores pesos ao
nascimento (Barker et al, 1989a; Barker et al, 1990 e Barker et al, 1992).

Hales et al (1991) mostraram que em humanos com menores pesos ao nascimento e no 1°
ano de vida estdo associados com o subseqiente desenvolvimento de Diabetes Mellitus Tipo Il
(DM 11) na idade adulta. Barker, em 1991 mostrou que doengas cardiovasculares na vida adulta
resultam da restricdo do crescimento durante a vida fetal e durante a infancia. Doengas
cardiovasculares, hipertensdo arterial sistémica (HAS) e DM Il sdo vistas como um efeito
“programado” da interferéncia com o crescimento no inicio da vida e o desenvolvimento.

Forsdahl (1977) mostrou que muitas mortes neonatais foram associadas com baixo peso
ao nascimento. Estes achados sugerem que as doengas cardiovasculares, a HAS e o DM 11 estdo
ligados a restricdo do crescimento intra-uterino. Esta ligacdo foi, subseqiientemente, demonstrada
em estudos individuais com homens e mulheres cujo crescimento fetal e durante a infancia foi
registrado neste tempo. Entre 5654 homens aqueles que tiveram 0s menores pesos ao nascimento
e ao um ano de idade tiveram as maiores taxas de mortalidade de cardiopatia isquémica na idade
adulta (Barker et al 1989b).

Uma relacdo entre o desenvolvimento fetal e neonatal e o subseqliente desenvolvimento
de intoleréncia a glicose e de Diabete Mellitus Tipo Il foi demonstrada por Hales et al (1991) que

observaram que a intoleréncia a glicose ou 0 DM Il aumentou com a diminui¢do do peso ao



nascimento (Hales et al, 1991). Quando esta populacdo foi novamente estudada com referéncia a
Sindrome Metabodlica (definida em termos de: intolerancia a glicose, hipertensdo e
hipertrigliceridemia), observou-se que o baixo peso ao nascimento aumentava em 18 vezes a
probabilidade dos individuos apresentarem a Sindrome (Barker et al, 1993).

Ravelli, et al 1998 estudaram os efeitos da ma nutricdo materna humana durante periodos
especificos da gestacdo, trabalhando com humanos que durante a Il Guerra Mundial foram
submetidos a escassez de alimentos, que durou do final de novembro de 1944 até o inicio de maio
de 1945. Individuos que nasceram imediatamente antes, durante e 21 meses depois da escassez
foram estudados. Na vida adulta, ambos, homens e mulheres que durante o periodo intra-uterino
atravessaram a escassez de alimentos apresentaram concentracfes superiores de glicose
plasmatica ap6s 2 horas do inicio do Teste Padrdo de Tolerancia a Glicose do que aqueles que
ndo foram expostos a escassez de alimentos durante a vida fetal (Ravelli et al 1998). Observou-se
que 0 aumento na glicose plasmética foi mais pronunciado em individuos expostos a escassez de
alimentos durante o ultimo trimestre da gestagdo. Alem disso, estes individuos apresentaram
menor peso ao nascimento, comprimento, circunferéncia da cabeca e area da placenta comparado
aos que foram expostos a escassez durante o inicio da gestacdo e aos que ndo passaram pelo
periodo de fome durante a vida fetal. No entanto, a relacdo circunferéncia da cabec¢a/peso ao
nascimento, nos individuos expostos a escassez de alimentos durante o Ultimo trimestre, estava
aumentada, indicando que o substrato energético para o cérebro estava preservado.

Com base em estudos epidemioldgicos, estabeleceu-se uma associagdo entre nutrigdo
inadequada materna e neonatal e suas consequéncias sobre a saude na vida adulta. A restricdo de
crescimento intra-uterino esta acompanhada por mudangas 6rgdo-seletiva na distribuicdo de
nutrientes, tal que o crescimento do cérebro, por exemplo, € relativamente protegido em relacéo

ao pancreas e ao figado (Winick e Noble, 1996; Desai et al 1996).



1.2 A Hipdtese do Fendtipo Econémico

Diversos estudos tém estabelecido uma associacdo entre crescimento fetal restrito e o
futuro desenvolvimento de intolerancia a glicose ou alguns marcadores de resisténcia a insulina
(Petry e Hales, 1999). Em 1992 Hales e Barker propuseram a Hipotese do Fendtipo Econémico,
para fornecer uma estrutura conceitual e mecanistica para estas associacfes, que poderiam ser
testadas através de pesquisas em modelos animais.

Esta hipoOtese sugere que, durante tempos de privacdo nutricional, o crescimento fetal
adota no minimo duas estratégias para ajudar na sobrevivéncia: (i) desvia nutrientes para o
cérebro para preservar o crescimento cerebral as expensas de outros 6rgaos, tais como o pancreas,
o figado e o musculo esquelético; (ii) ocorre programacdo metabolica, para de forma benéfica o
recém-nascido sobreviver sob condi¢des de vida pés-natal inadequadas. No entanto, se o
organismo do recém-nascido se depara com uma nutricdo adequada ou uma “supernutricao”,
entdo esta reprogramacdo metabolica pode tornar-se prejudicial a sua salde, resultando em
Diabete Mellitus do Tipo Il, doencas cardiovasculares e hipertenséo (Hales e Barker, 1992).

O feto deveria por isso ser “metabolicamente programado”, um conceito que tem sido
definido como o processo pelo qual um estimulo ou um insulto quando aplicado em um periodo
critico ou sensivel ao desenvolvimento, resulta em uma alteracdo em longo prazo ou permanente
na estrutura ou na funcdo de um 6rgdo ou de uma acdo metabolica (Lucas, 1991). Existem
periodos restritos e especificamente criticos durante o desenvolvimento, que com frequéncia
coincidem com os periodos de répida divisdo celular, diferenciacdo e maturacdo de orgaos e de
tecidos individuais na preparacdo para a sobrevivéncia depois do nascimento. Em particular, o
prejuizo no crescimento durante estes periodos causado por uma nutricdo materna inadequada,
resulta em um déficit irrecuperavel do nimero celular, o dane tecidual depende da duragdo do
insulto (McMance 1976 e Widdowson 1976).

Embora muitos fatores possam influenciar o crescimento fetal (Purdy e Metzger, 1996), a
condicdo nutricional e hormonal materna pode ser particularmente importante (McCance e
Widdowson, 1974; Strauss, 1997).



1.3 Fatores que Influenciam o Crescimento

e 0 Desenvolvimento Fetal

1.3.1 Impacto da Restrigdo de Proteinas

A deficiéncia nutricional real que possibilita o feto tornar-se nutricionalmente
“econdmico” ndo é completamente conhecida. No entanto, a atengdo tem sido direcionada para o
papel potencial da deficiéncia de proteinas, devido a importancia dos aminoacidos no
crescimento fetal, no desenvolvimento das células B pancreéticas e na secrecdo de insulina (Hales
e Barker, 1992).

A alta ingestdo de carboidratos e a baixa ingestdo de proteinas no inicio e final da
gestacdo, respectivamente, estdo associados com placenta pequena e com baixo peso ao
nascimento em humanos recém-nascidos (Godfrey et al, 1996 e 1997). Nestes, a subnutricdo no
inicio da gestacdo esta relacionado a recém-nascidos pequenos, mas normalmente proporcionais,
enquanto que a subnutricdo no final da gestacdo pode ter menor efeito no peso, mas profundo
efeito nas proporc¢des do recém-nascido (Law, 1996).

Holness et al (2000) observaram altera¢cdes na homeostase de nutrientes energéticos e na
pressdo arterial de ratos adultos cujas mdes foram submetidas a uma dieta normocaldrica e
hipoprotéica durante toda a gestagdo. Os autores tambeém observaram que ratos adultos cujas
maes foram submetidas a uma dieta com 8% de proteina durante a gestacdo e a lactacdo
permaneceram menores do que o normal, mesmo depois de serem submetidos a uma dieta
normocaldrica e normoprotéica.

Desai et al (1996) observaram que a redugdo no tamanho corporal de filhotes de ratas que
foram submetidas a restricdo de proteinas durante a gestacao e a lactacdo ndo esta associada com
uma reducéo linear no peso dos 6rgéos internos: o peso do pancreas, do musculo esquelético e do
figado foi reduzido, no desmame; enquanto que o cérebro e os pulmdes foram, relativamente,

protegidos.



1.3.2 Impacto dos Hormonios

Fowden e Forhead (2001) e Fowden (2003) mostraram que 0s hormdnios afetam o
crescimento e a diferenciacdo dos tecidos in Utero e que deficiéncias especificas de hormdnios
estdo associados com tipos particulares de restricdo de crescimento intra-uterino. Estudos
também mostram que os hormdnios agem no crescimento fetal, diretamente via expressao génica,
e indiretamente através de mudangas no crescimento da placenta, no metabolismo do feto e/ou na

producdo de fatores de crescimento e outros horménios pelo tecido feto-placenta.

Os hormonios presentes na circulacdo fetal tém quatro fontes principais:

1%) Secretados pelas glandulas enddcrinas do feto. O pancreas, a tiredide, a pituitéria e a glandula
adrenal do feto s&o funcionais no inicio da gestacao e tornam-se progressivamente responsivos ao
estimulo durante o final da gestacdo (Fowden e Hill, 2001).

2%) Derivados dos tecidos Uteros placentarios. Estes tecidos produzem horménios como 0s
esteroides, os peptidicos e os eicosanoides, que sdo liberados nas circulagBes uterina e umbilical
(Challis et al, 2001).

3% Hormonios lipofilicos, tais como os esterdides e os hormonios tiredideos que podem ser
derivados da mée por difusdo transplacentéria (Sibley et al, 1997).

4%) Derivados de moléculas precursoras da circulacdo pelo metabolismo nos tecidos fetais ou

placentarios.

As concentragdes dos hormonios na circulacdo fetal mudam de acordo com o seu
crescimento, o seu desenvolvimento e em resposta a sua condi¢do nutricional e a outros
estimulos. Quando em um recém-nascido a termo existem aumentos e diminui¢cfes nas
concentracdes de hormdnios especificos, que agem como sinal de maturacao para o feto (Fowden
e Forhead 1998). Durante o crescimento e o desenvolvimento do feto estas mudancas enddcrinas
ocorrem de forma dependente ou independente de seu estado nutricional e induzem mudancas
permanentes na funcdo e na morfologia do tecido em preparagdo para a vida extra-uterina. As

mudancas nas concentracdes dos horménios que ocorrem em resposta a variagdes no estado



nutricional, acontecem especialmente no final da gestagdo quando todas as glandulas enddcrinas
do feto sdo funcionantes. Em geral, as mudancas nutricionais que reduzem a disponibilidade de
nutrientes para o feto diminuem a concentracdo de hormonios anabolicos [por exemplo, insulina,
fator | de crescimento semelhante & insulina (IGF-1)] e aumentam a concentragdo de hormonios
catabdlicos (por exemplo, cortisol, catecolamina, horménio do crescimento), enquanto que as
mudancas que aumentam o suprimento de nutrientes fetais aumentam os niveis dos horménios
anabolicos e reduzem os catabolicos na circulacdo fetal (Fowden e Forhead, 2001).

A combinacdo especifica das mudancas enddcrinas depende da magnitude, da duracéo e
da natureza precisa do insulto que altera 0 modelo de desenvolvimento fetal. Os hormonios
chaves envolvidos neste processo regulatdrio séo a insulina, os hormonios da tiredide, o fator I de

crescimento semelhante a insulina e os glicocorticéides (Fowden e Forhead 2004).

1.3.2.1 Impacto dos Glicocorticoides

Os glicocortictides tém agdes durante a embriogénese, no desenvolvimento estrutural de
0rgdos, na maturacdo e na “programacdo” do sistema homeostéatico (Brown et al, 1996). Os
glicocorticoides tém efeitos hipertensivos e hiperglicémicos e a administracao durante a gestacédo
reduz o peso ao nascimento de animais e de humanos. Ambos, glicocorticoides e outros
horménios esterdides exercem efeitos permanentes das desordens metabdlicas que tém sido
avaliados para explicar as ligacGes entre eventos no inicio da vida e doencas na idade adulta
(Lindsay et al, 1996). Assim a exposicdo pré-natal aumentada a quantidades excessivas de
glicocorticoides pode fornecer uma ligacdo entre ambiente nutricional e metabolismo na vida
adulta.

Durante a maior parte da gestagdo, os glicocorticoides de origem materna estdo em baixas
concentracdes, pela presenca na placenta da isoforma do tipo Il da 11B-hidroxiesterdide
desidrogenase. Esta enzima converte os glicocorticoides ativos (cortisol em humanos e
corticosterona em roedores) em seus metabdlitos inativos (cortisona e 11-dihidrocorticosterona,
respectivamente). A atividade da 11B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo Il na placenta de
humanos e de ratos diminui com o aumento do tamanho da placenta e é proporcional ao peso do
feto (Benediktsson et al, 1993 e Seckl et al, 1995).



Brown et al (1996) mostraram atraves da hibridizacdo in situ que esta enzima é altamente
expressa no sinciotrofoblasto do rato e acredita-se que ela mantém um gradiente de cortisol da
circulacdo materna para a fetal. Acredita-se que a afinidade muito alta da enzima por seu
substrato assegura a completa protecdo dos tecidos fetais, das flutuacBes dos glicocorticéides
maternos através da inativacdo do cortisol ou da corticosterona materna (Holness et al, 2000). A
atividade placentaria da 11B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo Il é regulada por fatores
nutricionais e enddcrinos (Clarke et al, 2002 e Seckl, 2001), e varia entre espécies, em paralelo
com a magnitude do gradiente de concentracdo de cortisol materno-fetal.

Uma exposicdo fetal aumentada a glicocorticdides pode ocorrer devido a niveis
aumentados de cortisol materno, atividade diminuida placentaria da 11B-hidroxiesterdide
desidrogenase tipo Il ou producdo aumentada de cortisol pela adrenal do feto. A importancia e a
contribuicdo relativa da cada uma destas fontes para mudar os niveis de glicocorticoides do feto
varia com a idade gestacional e em resposta as condi¢fes endocrinas e nutricionais prevalentes
(Fowden e Forhead 2004).

No final da gestacdo, quando a glandula adrenal do feto torna-se ativa, a separagdo da
influéncia adrenal materna é particularmente importante para viabilizar a func¢éo independente do
eixo hipotalamico-pituitario-adrenal do feto (Seckl e Olsson, 1995). O glicocorticoide fetal surge,
imediatamente antes do parto, como um sinal para a maturacdo dos orgdos, crucial para a
transicdo da vida intra para extra-uterina.

Os glicocorticoides promovem a diferenciacdo e maturacéo de tecidos chaves incluindo o
pulmdo, o intestino, o figado e o cérebro (Fowden e Forhead, 1998).

Os receptores de glicocorticoides intracelulares sdo expressos em muitos tecidos fetais da
metade da gestacdo em diante (Cole et al, 1995; Kitraki et al, 1997 e Diaz et al, 1998), como o
figado e o tecido adiposo, cujas estruturas e fun¢bes na vida adulta sdo afetados por eventos de
programacdo no inicio da vida (Seckl et al, 1999).

O aumento dos niveis de glicocorticdides no inicio da gestacdo tem mostrado acelerar a
maturacdo daqueles tecidos essenciais para a sobrevivéncia imediatamente apds o0 nascimento e
também dos 6rgdos que estdo envolvidos nas adaptagdes mais a longo prazo a vida extra-uterina
(Liggins, 1994). Niveis de fator de liberacdo de corticotrofina e niveis de cortisol estdo

aumentados em fetos humanos com retardo no crescimento (Goland et al, 1993).



O déficit no crescimento, devido a exposi¢cdo aumentada a glicocorticoides durante o
inicio do desenvolvimento, reflete um aumento na diferenciacdo do tecido em relacdo a sua
proliferacdo. A resultante alteracdo permanente na funcdo e no nimero celular tem consequiéncias
potencialmente adversas na vida adulta (Holness et al, 2000).

Os glicocorticdides exercem um efeito importante maturacional no sistema de receptores
adrenérgicos e numa variedade de enzimas metabdlicas chaves. Entre estas esta a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (limitante de velocidade na gliconeogénese), que € direta e
potencialmente regulada pelos glicocorticdides em nivel de transcricdo. A exposicdo inicial a
glicocorticoides pode programar estes sistemas por alterar permanentemente o metabolismo dos
carboidratos. Os glicocorticoides podem agir indiretamente influenciando a expressao fetal ou
placentéria de fatores de crescimento chaves. Os glicocorticoides regulam a sintese dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina 1 e 2 (IGF-1 e 2), das proteinas de ligacdo dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGFBPs) e ambos subtipos de receptores no feto e na

placenta (Lindsay et al, 1996).

1.4 Ontogenia da Célula g

Em roedores, a massa de células 8 desenvolve-se em trés fases. Durante a primeira fase, a
fase de pro-diferenciacdo entre o 10° e 15° dia de vida fetal (F10-15), aparecem algumas células
que contém insulina. Estas células co-expressam glucagon, mas ndo estdo associadas dentro das
ilhotas e ndo expressam os transportadores-2 de glicose (GLUT,) ou moléculas associadas com
granulos secretores como o polipeptidio amildide das ilhotas (IAPP) presentes nas células 3
adultas. A insulina se acumula dentro do pancreas, paralelamente a velocidade de proliferacdo
celular. Em torno do 15° dia de vida fetal, pela transcricdo aumentada e pela subseqlente
velocidade aumentada da sintese de insulina, tem-se a segunda fase. Ocorre a citodiferenciagdo
das células P, caracterizada pelo aparecimento dos grénulos secretores e pelo aumento
exponencial do conteddo hormonal por célula. Estas novas células que contém insulina ndo mais
co-expressam glucagon. Elas sdo positivas para GLUT,, expressam moléculas caracteristicas
associadas com as células  adultas, e estdo agrupadas dentro das ilhotas. Para formar as llhotas

de Langerhans, as células diferenciadas migram para dentro da matriz intersticial e agregam-se.
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Esta morfogénese requer a degradacao da matriz extracelular que ocorre em roedores entre o0 17°
e 0 19° dia de vida fetal (F17-19) através da ativacdo de uma metaloproteinase, que esta sob o
controle de um fator B de transformacdo de crescimento (TGF-B). O estagio completamente
diferenciado é alcancado no dia 19 para o dia 20. Esta sequiéncia de eventos ocorre da mesma
maneira in vivo e in vitro, indicando sua autonomia (Rubenstein, A. H., 2001).

A disponibilidade de insulina durante o desenvolvimento é dependente de um aumento da
massa de células B pancreaticas dentro das llhotas de Langerhans, que pode ser derivado de um
aumento no namero de células B dentro das ilhotas ja existentes ou da neogénese de novas células
B, como células individuais ou dentro de pequenas ilhotas (Finegood et al, 1995).

No rato em idade fetal, a area celular imunocorada para insulina aumenta duas vezes ao
longo de dois dias precedentes ao nascimento, devido ao recrutamento e a replicacdo das celulas
B, e a maturacdo dos precursores de células B ndo diferenciados (Hill e Hogg, 1991 e Kaung,
1994) dentro dos ductos pancreaticos. A velocidade de crescimento da populacdo de todas as
células das ilhotas, incluindo as células B, comeca a diminuir no 3° e 4° dias de vida pos-natal
(Kaung, 1994). A velocidade de mitose nas células B pancreéaticas adultas € normalmente baixa
(3% da velocidade de replicacdo das células B por dia) (Finegood et al, 1995; e Hellerstrom e
Swenne, 1985).
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1.5 Apoptose e Remodelacao das Ilhotas de Langerhans Durante o Inicio do

Desenvolvimento Pés-Natal

A ontogenia das células das ilhotas de Langerhans no inicio da vida do rato envolve um
balanco entre a replicagdo e neogénese das células 3, e a morte programada destas células. Uma
onda transitoria de apoptose ocorre em ilhotas de ratos neonatais entre a primeira e a segunda
semana de vida (Finegood et al, 1995 e Scaglia et al, 1997). Nesta idade, a massa de células  ndo
é alterada consideravelmente, sugerindo que uma nova populacdo de células B, derivadas da
replicacdo ou da neogénese, compensa a perda. Um processo semelhante de apoptose das células
B foi descrito, recentemente, em pancreas fetal humano no terceiro trimestre de gestagédo (Petrik
et al, 1998).

Esta ontogenia das células B pode sinalizar a mudanc¢a de uma populacéo adequada para a
vida fetal (que ndo necessitam liberar insulina dentro de um ambiente nutricional estavel), para as
células B com um limiar alterado de glicose e também sinaliza a habilidade em liberar insulina
rapidamente sob caracteristicas nutricionais, endocrinas e neurais do controle metabdlico adulto.

Os mecanismos que controlam a neogénese ou a apoptose das células das ilhotas durante
o desenvolvimento sdo desconhecidos, mas eles podem estar ligados a expressao relativa dos
fatores de crescimento peptidicos dentro do pancreas em desenvolvimento. Existem consideraveis
evidéncias de que os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) sdo os maiores
contribuintes para o crescimento, a maturagdo e a funcdo das células 3 (Petrik et al, 1998). O
mRNA para o IGF-II é abundante no pancreas de feto de ratos e diminui rapidamente nas duas
primeiras semanas ap0s 0 nascimento, enquanto que a expressdo do mMRNA para IGF-I é baixa no
feto, mas aumenta para niveis adultos perto do desmame (Hogg et al, 1994). Os IGFs séao
expressos pelas células B por toda a vida e suas agdes podem ser moduladas pelas proteinas de
ligacdo dos fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFBPs) produzida localmente (Petrik
et al, 1998).

Ilhotas isoladas de feto, de neonatos humanos, e de ratos liberam IGF-I e/ou IGF-11, que
sdo capazes de aumentar a sintese de &cido deoxiribonucleico (DNA) nas células das ilhotas. A

acao mitogénica do IGF-II em ilhotas isoladas de feto de ratos foi potencializada pelas IGFBPs-1
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e -2, que juntas com outras IGFBPs sdo expressas pelas ilhotas. Os IGF-I e -l também podem
rapidamente modular a liberacdo de insulina de ilhotas de ratos adultos de uma maneira bifasica.

Os mecanismos pelo qual os IGFs sdo capazes de proteger as células da apoptose
induzida, sdo desconhecidos. No entanto, o IGF-I parece inibir a expressdo da enzima oOxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) em alguns tipos de tecidos, tais como o0 musculo liso vascular,
assim poderia interferir com a sintese de 0xido nitrico estimulada pelas citoquinas (Hill et al,
1999).

Uma replicagdo diminuida e uma incidéncia aumentada de apoptose nas células 3
pancreaticas é observada entre 1 e 2 semanas de vida pos-natal em ratos normonutridos. Tem sido
sugerido que a apoptose pode ser um importante mecanismo na remodelacdo da massa de células
B durante o inicio do desenvolvimento pos-natal. Uma alteragdo deste processo poderia ser de
grande importancia durante este periodo de tempo, quando o balanco entre a replicacdo e a morte
celular determina o desenvolvimento da massa de células B pancreéticas (Scaglia et al, 1997). O
periodo de onda transitoria de apoptose, no rato, esta associado com uma perda de expressdo do
IGF-II nas ilhotas pancreédticas (Petrik et al, 1998). O numero de células apoptdticas esta
aumentado em ilhotas pancreaticas de animais com retardo de crescimento induzido por uma
dieta hipoprotéica, enquanto que o nimero de celulas positivas para o IGF-11 esta diminuido
(Mune et al, 1995).

A restricdo de crescimento intra-uterino em humanos, e um retardo de crescimento
induzido experimentalmente em feto de rato, estdo associados com a reducdo dos IGFs e uma
presenca alterada das IGFBPs na circulacdo. Hogg et al, 1993 e Massa et al, 1997 mostraram que
aminoéacidos e/ou glicose aumentam a liberacdo de IGFs-1 e Il e de IGFBPs-1 e -2 em ilhotas

isoladas de pancreas de feto de rato ou de hamster adulto.
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1.6 Alteragdes Causadas por um Ambiente Nutricional Inadequado em Periodos Criticos do

Crescimento e do Desenvolvimento Fetal e Inicio do Pds-Natal

Os resultados descritos a baixo s@o de modelos experimentais de ratos com 21 dias de

idade; e trés, cinco, onze e quinze meses de idade que foram submetidos a uma dieta

normocaldrica com 8% de proteina durante a vida fetal e lactacional e apds o desmame foram

alimentados com uma dieta normocal6rica e normoprotéica (ratos desnutridos).

Ratos desnutridos, com 3 meses de idade, foram mais tolerantes a glicose em
relacdo aos ratos normonutridos. Um prejuizo na tolerancia a glicose € vista em
animais normonutridos e desnutridos com o envelhecimento. No entanto, este
prejuizo € muito mais pronunciado nos filhotes que foram submetidos a restri¢éo
de crescimento intra-uterino, tal que aos 15 meses de idade estes animais sao
significantemente mais intolerantes a glicose (Hales et al, 1996). Estes resultados
sugerem que a desnutri¢do protéica no periodo de crescimento fetal e no inicio do
pos-natal é critica para a tolerancia a glicose na vida adulta apds 1 ano de idade.

A tolerancia a glicose dos ratos desnutridos, com 3 meses de idade, foi melhor do
que a do grupo normonutrido. Possivelmente isto foi devido a sensibilidade a
insulina aumentada, uma vez que as concentracdes de insulina plasmaticas foram
reduzidas (Shepherd et al, 1997). No entanto, com a idade a tolerancia a glicose
destes animais deteriora-se mais rapidamente (Hales et al, 1996) e posteriormente
desenvolvem DM 11 (Petry et al, 2001). A base do mecanismo desta perda de
tolerancia a glicose, dependente da idade, ainda é desconhecida. No entanto, em
ratos machos desnutridos isto parece resultar da resisténcia a insulina, visto que as
concentracGes de insulina foram maiores, enquanto que em fémeas parece resultar
da deficiéncia de insulina (Hales et al, 1996). Existem algumas evidéncias de que
0 processo de aumento da resisténcia a insulina possa ser acelerado pela
introducdo de uma dieta rica em lipideos (Wilson e Hughes, 1997; Holness e
Sugden, 1996).
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Desai et al (1997) mostraram que a atividade da enzima glicolitica glicoquinase foi
significantemente reduzida em ratos desnutridos com 3 meses de idade. A
atividade da enzima gliconeogénica fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)
destes animais foi significantemente aumentada em relacdo aos ratos
normonutridos.

Desai et al (1997) mostraram que o peso corporal de ratos desnutridos, com 11
meses de idade, permaneceu significantemente reduzido. No entanto, o peso do
figado destes animais ndo foi diferente do grupo normonutrido. A recuperagao no
tamanho do figado ndo necessariamente indica uma normalizacdo da funcdo
hepética: uma atividade diminuida da glicoguinase foi observada nas duas idades
(21 dias e 11 meses) deste grupo em relacdo ao grupo normonutrido. Enquanto que
a atividade da PEPCK estava significantemente aumentada, em ambas idades, no
grupo que sofreu uma restricdo de crescimento intra-uterino. Os autores tambeém
acharam um aumento de 88% na expresséo do mRNA da PEPCK e uma
diminuicdo de 54% na expressdo do mRNA da glicoquinase deste grupo.

Ratos desnutridos, com 3 meses de idade, apresentaram 3 vezes mais receptores de
insulina e 5 vezes menos receptores de glucagon na membrana dos hepatdcitos.
Estes animais apresentaram uma internalizacdo aumentada de insulina dentro dos
endossomas dos hepatocitos e uma resisténcia do figado aos efeitos do glucagon
em estimular a producdo de glicose, talvez pelas alteragdes dos numeros de
receptores tanto de insulina como de glucagon observadas (Ozanne et al, 1996,).
Desai et al (1996) mostraram que filhotes de ratas que foram submetidas a uma
dieta com 8% de proteina durante a gestacdo nasceram significantemente menores
tais que dois dias depois do nascimento eles pesaram cerca de 15 a 20% menos do
que o grupo normoprotéico. Diferencas nos pesos entre os dois grupos de filhotes
aumentaram se a mée continuou a ser alimentada com um ragdo restrita em
proteinas.

O tecido muscular esquelético é considerado o maior sitio de captacdo de glicose
pos-prandial (DeFronzo et al, 1992). Ozanne et al (1996,) mostraram haver o

dobro de receptores de insulina por miligrama de proteina muscular em ratos
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desnutridos com 3 meses de idade. O musculo tibial anterior deste grupo
apresentou uma velocidade no transporte de glicose basal e em presenca de 300
pM de insulina maior em relacdo ao grupo normonutrido. No entanto, quando
incubado com altas concentracGes de insulina (16 nM) a velocidade de transporte
de glicose no grupo desnutrido teve apenas um aumento de 50% em relacéo a
velocidade no transporte de glicose basal.

Em ratos desnutridos, com 3 meses de idade, ndo se observou diferenca no
conteldo de GLUT-4, entretanto, a distribui¢do sub celular de GLUT-4 foi 1:1,3
(membrana plasmatica/membrana intracelular) no grupo desnutrido, e 1:6,6 no
grupo normonutrido. Esta diferenca na distribuicdo sub celular de GLUT-4 do
grupo desnutrido pode estar relacionado a sua aumentada sensibilidade a insulina,
contribuindo para melhor toleréncia a glicose nesta idade. Estas mudangas na acao
da insulina foram revertidas com a idade (Ozanne et al, 1996p).

Ozanne et al (2000,) mostraram que a acdo da insulina na captagéo de glicose foi
significantemente diminuida em ratos desnutridos, com 15 meses de idade, em
relagéo aos ratos normonutridos.

Adipdcitos isolados de ratos desnutridos, com 3 meses de idade, tiveram maior
captacdo basal de glicose e sob condi¢es de maxima estimulacdo de insulina, em
relacdo aos ratos normonutridos (Ozanne et al, 1997).

Ozanne et al (2000,) mostraram maior captacéo basal de glicose em adipocitos do
epididimo, intra-abdominal e subcutdneo em ratos desnutridos com 3 meses de
idade. Estes tecidos também apresentaram maior quantidade de receptores de
insulina, em relacdo ao grupo normonutrido.

Holness e Sugden (1999) mostraram por estudos in vivo que adipécitos isolados de
ratos desnutridos, com 5 meses de idade, exibiram utilizacdo aumentada de glicose
em resposta a hiperinsulinemia, apesar de uma utilizacdo de glicose basal menor.
Observou-se, também, por estudos in vitro que os adipécitos isolados destes
animais apresentaram captacdo aumentada de glicose em altas concentracGes de
insulina, mas uma resposta reduzida a concentragdes fisiologicas de insulina. Isto

sugere que a partir de um determinado momento, estes animais se tornardo
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deficientes em insulina, em consequiéncia ocorrera um aumento da glicemia, tanto
pela resisténcia a insulina ou pela deficiéncia de insulina Holness e Sugden
(1996).

A fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K) é uma enzima heterodimérica que consiste de uma

subunidade regulatoria e uma subunidade catalitica (Shepherd et al, 1998). A ativacdo da PI3K

pela interagdo da subunidade regulatéria com o substrato-1 receptor de insulina (IRS-1)

fosforilado é necessario para que a insulina estimule a captacdo de glicose. Existem pelo menos

duas isoformas da subunidade catalitica nos adipocitos: a p110a e a p100p3 (Hiles et al, 1992 e

Hu et al, 1993). A funcéo precisa de cada uma destas subunidades e a atividade relativa de cada

uma ndo estdo completamente esclarecidas.

XI1.

XIV.

Ozanne et al (1997) mostraram que a PI3K estava mais ativa nos adipécitos de
ratos desnutridos com 3 meses de idade. O IRS-1 associado & atividade da PI13K
apresentou niveis elevados nos adipécitos destes animais em condicfes basais e
estimulada por insulina. No entanto, estes ratos apresentaram uma diminuicdo na
expressdo da subunidade catalitica p100p da PI3K nos adipécitos. Shepherd et al
(1998) tém observado em seus trabalhos que a PI3K é essencial para a mediacdo
de numerosas a¢des metabolicas da insulina, incluindo a estimulacdo da captacdo
da glicose e inibicdo da lipdlise. A lipolise estimulada por isoproterenol em
adipdcitos de ratos desnutridos foi maior em relacdo aos ratos normonutridos. A
insulina (em concentragdo maxima, 100 nM) teve um efeito notavelmente
reduzido na velocidade lipolitica nos adipdcitos destes animais (Ozanne et al,
1999). A inibicdo da lipdlise s6 foi observada em adipdcitos intra-abdominais
(Ozanne et al, 2000,).

Petry et al (2000) mostraram um aumento na expressdo dos receptores
adrenérgicos B; e Bs em adipdcitos do epididimo de ratos desnutridos com 3 meses
de idade. Diferencas semelhantes na expressao destes receptores foram observadas
nos adipdcitos intra-abdominal e subcutaneo. No estado alimentado, o grupo

desnutrido teve maiores concentracfes plasmaticas tanto de adrenalina como de
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noradrenalina. Depois de 24 horas de jejum, a diferenga entre os dois grupos
desapareceu. A semelhangca nas concentracbes de catecolaminas no estado
alimentado e jejum dos ratos desnutridos aumenta a possibilidade de que o
metabolismo destes animais opera de maneira quase de inanicdo mesmo quando
eles sdo adequadamente nutridos, o que é consistente com a hipotese do fenotipo

econémico (Hales e Barker em 1992).

Recentemente, Maison et al (2000) mostraram que o tratamento com antagonistas 3

adrenérgicos preveniu um aumento na concentracdo de &cidos graxos ndo esterificados

circulantes observado ao longo de quatro anos e meio em pacientes com HAS que foram tratados

com diuréticos.

XV. Snoeck et al (1990) mostraram que a proliferacdo das células 3, o tamanho e a

XVI.

vascularizagdo das ilhotas foram diminuidos na cabeca do pancreas de neonatos
cujas maes que receberam uma dieta hipoprotéica.

Berney et al (1997) verificaram que a média do logaritmo da area das ilhotas de
ratos desnutridos, com 21 dias de idade, foram maiores. O grupo desnutrido
mostrou maior irregularidade na forma das ilhotas e menor na quantidade de
ilhotas. A relacdo de células B/celulas o foi de 5:1 para o grupo desnutrido e 9:1
para o grupo controle. O peso corporal, 0 peso pancreatico, o peso das ilhotas, 0
peso das células B e a relacdo do peso das células B/peso corporal do grupo
desnutrido foram menores. No entanto, um defeito na secregdo de insulina
estimulada por glicose de ilhotas de ratos desnutridos adultos somente é observado
quando um insulto dietético adicional, como uma dieta rica em lipideos ou em

sacarose € oferecida pos-natal (Wilson e Hughes, 1997).

A secrecdo prejudicada de insulina e a agdo reduzida da insulina contribuem para a

patogénese do DM 11 (Reaven et al, 1976). O grau de desequilibrio do controle glicoregulatério

varia em funcdo da magnitude da perda da acéo da insulina, in vivo, em relacdo a capacidade das

celulas p em compensar este defeito pela hipersecrecdo de insulina (Reaven 1995).
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Estudos prévios mostram que o insulto provocado pela restricdo protéica durante o
periodo fetal e lactacional aumenta a agdo da insulina apesar de sua secrecdo prejudicada,
mantendo assim uma tolerancia normal a glicose. Mas, a ingestdo de uma dieta hiperlipidica leva
a um pequeno prejuizo na acdo periférica da insulina sem afetar a tolerancia a glicose, em
consequiéncia do aumento de secrecdo de insulina (Holness, 1996). No entanto, a exposi¢do
cronica das duas intervengdes dietéticas resulta em uma interacdo sinérgica, levando a um
importante prejuizo na acdo periférica da insulina em combinacdo com uma diminuicdo da

secrecdo da mesma, resultando em uma intolerancia a glicose [(figura 1) Holness et al, 2000].
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Figura 1: Representacdo Esqueméatica da Influéncia de Eventos em Periodos Criticos do

Crescimento e do Desenvolvimento na Progressdo de Doencas Metabolicas na Vida Adulta.
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O genotipo econdmico, discutido por Nell (1962), considera a nocdo de que a selecdo
génica durante os anos da evolugdo humana, provavelmente, foi influenciada pela atividade fisica
para a manutencdo da saude. Como nossos ancestrais, no final da era paleolitica, eram
submetidos a periodos de abundéncia de alimentos misturados com periodos de fome e periodos
de extrema atividade fisica misturados com periodos de repouso, a atividade fisica foi
obrigatoriamente requerida para a procura de alimentos, necessaria para a sobrevivéncia de nossa
espécie (Chakravarthy, 2004). Assim, a combinacdo da oferta continua de alimentos associada ao
estilo de vida sedentario, muito observado nos dias de hoje, resulta em um desequilibrio
metabdlico, contribuindo para as doencas cronicas como o0 DM I1.

O presente estudo envolve analises separadas dos efeitos de duas intervencGes dietéticas
conhecidas sobre a secrecdo de insulina (restricdo de proteinas) ou em relacdo a acao da insulina

(alimentacéo hiperlipidica).
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1.7 Objetivos

Verificar os efeitos: (i) da desnutricdo pré-gestacional, gestacional e lactacional sobre o
metabolismo de carboidratos em ratas com 2 meses de idade; (ii) da desnutricdo gestacional e
lactacional associada & exposicdo cronica a dieta hiperlipidica sobre o metabolismo de
carboidratos e de lipideos em ratas com 4 e 8 meses de idade; e (iii) da desnutricdo cronica
gestacional, lactacional até os 4 meses de idade sobre o metabolismo de carboidratos e de
lipideos, em ratas.

Para alcancar os objetivos propostos serdo avaliados os seguintes parametros:

1.7.2.1 O peso corporal (curva de crescimento);

1.7.2.2 O consumo de ra¢do;

1.7.2.3 A relacdo peso do figado/100 g massa corporal;

1.7.2.4 A relacéo tecido adiposo total e visceral/100 g massa corporal;

1.7.2.5 A incorporacéo in vitro de Glicose Proveniente de D-[U-**C]-Frutose, de L-[U-'*C]-
Glicerol e de D-[U-'*C]-Glicose ao Glicogénio Hepatico;

1.7.2.6 A concentracdo Hepatica de Glicogénio;

1.7.2.7 A captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo séleo

1.7.2.8 A concentracdo Hepética de Triglicerideos;

1.7.2.9 O Teste de Sensibilidade a insulina;

1.7.2.10 O Teste de Tolerancia a glicose;

1.7.2.11 A concentracdo plasmaética de: triglicerideos, colesterol total, HDL-colesterol, lipideos
totais, glicose e albumina;

1.7.2.12 A atividade plasmatica das enzimas lipase, amilase e fosfatase alcalina.



MATERIAIS E METODOS:
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2.1 Material

2.1.1 Reagentes:

D-[U-*C]-Deoxiglicose: atividade especifica 308 mCi/mmol (Amersham)
D-[U-"C]-Frutose: atividade especifica 321 mCi/mmol (Amersham)
D-[U-*C]-Glicerol: atividade especifica 157 mCi/mmol (Amersham)
L-[U-*C]-Glicose: atividade especifica 297 mCi/mmol (Amersham)
Caseina p.a., 84% de pureza: Alquimica

Fibras (Microcelulose cristalina): Blanver Farmoquimica Ltda.
Glicogénio: Sigma Chemical Co

Kit Glicose PAP Liquiform (glicose oxidase): Labtest Diagnostica
Kit Triglicérides GPO-ANA: Labtest Diagnostica

Mistura Vitaminica: Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.
POPOP e PPO: Sigma Chemical Co

Proteina Isolada de Soja p.a., 92 % de pureza: BUNGE Alimentos

2.1.2 Obtencéo do Soro:

Os animais foram sacrificados por decapitacdo. Colheu-se o sangue em tubos de ensaio
(de vidro), estes foram imediatamente centrifugados a 2000 rpm/10 minutos, e colocados em
gelo. Aliguotas de soro foram retiradas e colocadas em tubos Eppendorf, armazenados a uma

temperatura de — 20°C para posteriores determinagdes.
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2.1.3 Analise do Soro:

A andlise Bioquimica foi realizada em Multi-test Analyzer (Mega, Merck, Darmstadt,

Germany) por usar kits especificos obtidos pela Merck:

Glicose (GLUC-DH 1.07116-0001);

Albumina (SMT, 1.19722.0001, bromocresol method);

Triglicerideos (SMT-triglycerides, 1.19706.0001, GPO-PAP method);
Colesterol-SMT 1.19738.0001, CHOD-(PAP method);

LDL colesterol (1.14992.0001, CHOD-PAP method).

Lipoproteina de alta densidade foi determinada usando um kit (HDL cholesterol

vV V. V V V V

direct FS) do DiaSys (Diagnostic Systems International, Holzheim, Germany).

Todos os demais reagentes e solventes foram de pureza “pro-analise”, (p.a.), adquiridos
de Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo, USA), Merck e Reagen.

2.1.4 Animais Experimentais:

Foram utilizadas ratas Wistar, provenientes do Biotério do Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal de Rio Grande do Sul.

O tamanho da ninhada foi ajustado em oito filhotes por mée apo6s o 1° dia de vida pos-
natal e os filhotes foram desmamados aos 21 dias de idade. Os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada de (22 + 2)°C, com ciclo de luminosidade claro-escuro de
12 horas (luz: 7h — 19h). O protocolo utilizado foi de acordo com as normas do Comité de
Cuidados e Uso em Pesquisa de Animal Experimental, Escola de Medicina Veterinaria e Ciéncia

Animal da Universidade de S&o Paulo, Brasil.
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2.2 Métodos:

2.2.1 Modelos de Desnutricao e Modelo de Obesidade:

Foram utilizadas trés modelos de desnutri¢do: desnutricdo pré-gestacional, gestacional e
lactacional; desnutricdo gestacional e lactacional e desnutrigdo cronica (gestacional, lactacional e
até a idade adulta), segundo Morgane (2002). O modelo de obesidade foi o descrito por Holness e

Sugden (2001). Os animais experimentais receberam agua e dieta “ad libitum”.

2.2.2 Grupos Experimentais:

Para melhor entendimento denominamos os diferentes grupos dessa forma:

Hipoprotéico e Normolipidico: as ratas maes foram submetidas a dieta hipoprotéica com 7% de
proteina (caseina) e 15% de lipidio (6leo de soja), iniciando 05 semanas antes do acasalamento,
durante a gestacdo e lactacdo. Os filhotes continuaram com a mesma racdo até completar dois

meses de idade.

Normoprotéico e Normolipidico: os animais receberam dieta isocalérica com 25% de proteina
(caseina) e 15% de lipidio (6leo de soja) durante o periodo gestacional e lactacional. Os filhotes

continuaram com a mesma racgao até completarem dois meses de idade.

Desnutrido: os animais receberam dieta isocalérica com 7% de proteina (proteina isolada de
soja) e 10% de lipidio (6leo de soja) durante os periodos gestacional e lactacional e até

completarem a idade experimental de 4 meses de idade;

Normonutrido: os animais receberam dieta isocalérica com 25% de proteina (proteina isolada de
soja) e 10% de lipidio (6leo de soja) durante os periodos gestacional e lactacional e até

completarem a idade experimental de 4 meses de idade;
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Dieta Comercial: os animais receberam dieta comercial Nuvilab® desde o acasalamento dos

progenitores até a idade experimental de 4 e 8 meses de idade;

Hipoprotéico e Hiperlipidico: as ratas maes receberam dieta isocalérica com 7% de proteina
(proteina isolada de soja) e 15% de lipidio (6leo de soja) durante o periodo gestacional e
lactacional; os filhotes receberam uma dieta hipercalérica com 25% de proteina (proteina isolada
de soja) e 42% de lipidio (2% de dleo de soja e 40% banha de porco) do desmame até

completarem a idade experimental de 4 e 8 meses de idade;

Normoprotéico e Hiperlipidico: as ratas maes receberam dieta isocalérica com 25% de proteina
(proteina isolada de soja) e 15% de lipidio (6leo de soja) durante o periodo gestacional e
lactacional; os filhotes receberam uma dieta hipercalérica com 25% de proteina (proteina isolada
de soja) e 42% de lipidio (2% de 6leo de soja e 40% banha de porco) do desmame até a idade

experimental de 4 e 8 meses de idade.
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2.2.3 Dietas:

TABELA 1: Composicéo das Dietas com Proteina Isolada de Soja
como Fonte Protéica (g/100g de dieta)

Componentes 25% 7% 25% 7%
Proteina (isolada de soja) 27,20 7,60 27,20 7,60
Mistura salina’ 4,00 4,00 4,00 4,00
Mistura Vitaminica’ 1,00 1,00 1,00 1,00
Fibras 1,00 1,00 1,00 1,00
Oleo de soja 10,00 10,00 15,00 15,00
DL-metionina 0,30 0,30 0,30 0,30
Amido de milho 56,50 76,10 51,50 71,10

Densidade Caldrica das dietas com 10% e 15% de lipideos, respectivamente: 4.25 e 4.50 kcal/g.

1 — Composicdo (mg/100g de ragdo): NaCl, 557; KH,PQO4, 1556; MgSO,, 229; CaCOs;, 1526;
FeSO, . 7H,0, 108; MnSO, . H,0, 16; ZnSO, . 7H,0, 2,2; CuSQ, . 5H,0, 1,9; CoCl . 6H,0,
0,009; K, 3,2.

2 — Composi¢do (mg ou UI/100g de racdo): Vitamina A, 2000 Ul; Vitamina D, 2000 Ul;
Vitamina E, 10 Ul; Menadiona, 0,50 mg; Colina, 200,00 mg; Ac. p-amino-benzoico, 10,00 mg;
Inositol, 10,00 mg; Niacina, 4,00 mg; Ca-D-pantotenato, 4,00 mg; Riboflavina, 0,80 mg;
Tiamina, 0,50 mg; Piridoxina HCI, 0,50 mg; Ac. Félico, 0,20 mg; Biotina, 0,04 mg; Vitamina
B12, 0,003 mg.

1 e 2 — Segundo Métodos Oficiais de Analises da Associacdo de Quimica Analitica (AOAC);
Horwitz, 1980.
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TABELA 2: Composicéo das Dietas com Caseina
como Fonte Protéica (g/100g de dieta)

Componentes 25% 7%
Proteina (caseina) 28,70 8,00
Mistura salina’ 4,00 4,00
Mistura Vitaminica’ 1,00 1,00
Fibras 1,00 1,00
Oleo de soja 15,00 15,00
DL-metionina 0,30 0,30
Amido de milho 50,00 70,70

Densidade Caldrica da dieta: 4,50 kcal/g.

1 — Composicdo (mg/100g de ragdo): NaCl, 557; KH,PQO,4, 1556; MgSO,, 229; CaCOs;, 1526;
FeSO, . 7H,0, 108; MnSQ, . H,0, 16; ZnSO, . 7H,0, 2,2; CuSO, . 5H,0, 1,9; CoCl . 6H,0,
0,009; K, 3,2.

2 — Composicdo (mg ou UI/100g de racdo): Vitamina A, 2000 Ul; Vitamina D, 2000 Ul;
Vitamina E, 10 Ul; Menadiona, 0,50 mg; Colina, 200,00 mg; Ac. p-amino-benzéico, 10,00 mg;
Inositol, 10,00 mg; Niacina, 4,00 mg; Ca-D-pantotenato, 4,00 mg; Riboflavina, 0,80 mg;
Tiamina, 0,50 mg; Piridoxina HCI, 0,50 mg; Ac. Félico, 0,20 mg; Biotina, 0,04 mg; Vitamina
B12, 0,003 mg.

1 e 2 — Segundo Métodos Oficiais de Analises da Associacdo de Quimica Analitica (AOAC);
Horwitz, 1980.
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TABELA 3: Composicéo da Dieta Hipercaldrica (g/100g de dieta)

Componentes 25%
Proteina (isolada de soja) 27,20
Mistura salina’ 4,00
Mistura Vitaminica’ 1,00
Fibras 1,00
Oleo de soja 2,00
Banha de porco 40,00
DL-metionina 0,30
Sacarose 12,25
Amido de milho 12,25

Densidade Caldrica da dieta: 5.85 kcal/g.

1 — Composicdo (mg/100g de ragdo): NaCl, 557; KH,PO4, 1556; MgSO,, 229; CaCOs;, 1526;
FeSO, . 7H,0, 108; MnSQ, . H,0, 16; ZnSO, . 7H,0, 2,2; CuSO, . 5H,0, 1,9; CoCl . 6H,0,
0,009; K, 3,2.

2 — Composi¢do (mg ou UI/100g de racdo): Vitamina A, 2000 Ul; Vitamina D, 2000 Ul;
Vitamina E, 10 Ul; Menadiona, 0,50 mg; Colina, 200,00 mg; Ac. p-amino-benzéico, 10,00 mg;
Inositol, 10,00 mg; Niacina, 4,00 mg; Ca-D-pantotenato, 4,00 mg; Riboflavina, 0,80 mg;
Tiamina, 0,50 mg; Piridoxina HCI, 0,50 mg; Ac. Félico, 0,20 mg; Biotina, 0,04 mg; Vitamina
B12, 0,003 mg.

1 e 2 — Segundo Métodos Oficiais de Andlises da Associacdo de Quimica Analitica (AOAC);
Horwitz, 1980.
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TABELA 4: Composicao da Dieta Comercial

Componentes %

Umidade 12,50%
Proteina Bruta 22,00%
Extrato Etéreo 4,0%

Material Mineral® 10,00%
Matéria Fibrosa 8,00%
Calcio 1,40%
Fosforo 0,80%

1 — Composicao Basica do Produto: carbonato de célcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de

trigo, fosfato bicélcico, cloreto de sodio, premix mineral vitaminico, aminoécido.

2 — Microelementos Minerais (Kg de ragéo): ferro, 50,00 mg; zinco, 60,00 mg; cobre, 10,00 mg;

iodo, 2,00 mg; manganés, 60,00 mg; selénio, 0,05 mg; colina, 1,50 mg.

3 — Vitaminas (kg de ragédo): Vitamina A, 12.000 Ul; Vitamina D3, 1.800 Ul; Vitamina E, 30,00
mg; Vitamina K3, 3,00 mg; Vitamina B, 5,00 mg; Vitamina B,, 6,00 mg; Vitamina Bg, 7,00 mg;
Vitamina B2, 20,00 mcg; niacina, 60,00 mg; acido pantoténico, 20,00 mg; acido félico, 1,00 mg;
biotina, 0,05 mg; colina, 600,00 mg.

4 — Aminoacidos (Kg de racdo): DL-metionina, 300,00 mg; lisina, 100,00 mg.

5 — Aditivos (Kg racgdo): antioxidante, 100,00 mg.

1, 2, 3, 4 e 5 — Segundo Recomedacdes do National Research Council e National Institute of
Health - USA.
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2.2.4 Parametros Analisados:
2.2.4.1 Teste de Resisténcia a Insulina

Ap0s jejum de oito horas, injetou-se insulina i.p. 0,75 mU/kg de peso corporal, nas ratas
com quatro meses de idade e 1,00 mU/kg de peso corporal, nas ratas com oito meses de idade.
Colheu-se sangue da veia caudal nos tempos zero, trinta, sessenta e cento e vinte minutos. As
amostras foram imediatamente centrifugadas em tubos a 2000 rpm/10 minutos, o plasma
separado e colocado em gelo. Aliquotas de plasma foram retiradas para determinagdo da glicemia

através do método da glicose oxidase.
2.2.4.2 Teste de Tolerancia a Glicose

Ap0s o jejum de oito horas, injetou-se i.p., 2 mg/g de peso corporal, de uma solugéo de
glicose 40%. Colheu-se sangue da veia caudal nos tempos zero, trinta, sessenta e cento e vinte
minutos, as amostras foram imediatamente centrifugadas em tubos a 2000 rpm/10 minutos, o
plasma separado e colocado em gelo. Aliquotas de plasma foram retiradas para determinacdo da

glicemia através do método da glicose oxidase.

2.2.4.3 Modelo Experimental de Incorporagéo in vitro de Glicose Proveniente de D-[U-**C]-
Frutose, de L-[U-**C]-Glicerol e de D-[U-**C]-Glicose ao Glicogénio Hepatico

O figado dos animais experimentais foi retirado e imediatamente colocado sobre papel
filtro embebido em solucdo Krebs-Ringer bicarbonato, sobre placa de Petri, no gelo. Pedacos de
tecido hepatico entre 80 e 100 mg foram fatiados no Mc llwain Tissue Chopper (The Mickle
Laboratory Engineering Co LTDA) a uma espessura de 300 um. As fatias foram incubadas em:
(i) 1,0 mL de tampéo Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4 e 5 mM glicose + 5 mM Frutose + 0,2
uCi D-[U-'*C]-Frutose; (ii) 1,0 mL de tampdo Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4 e 10 mM
glicose + 0,2 uCi D-[U-**C]-Glicose; (iii) 1,0 mL de tamp&o Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4 e

5 mM glicose + 1 mM Glicerol + 0,2 uCi L-[U-**C]-Glicerol. O experimento foi realizado em
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atmosfera de carbogénio (95% O, / 5% CO,), sob agitacdo e temperatura de 37°C (Dubnoff).
Ap6s 30 minutos, a reacdo foi interrompida colocando os béqueres em gelo e adicionando 1,0 mL
de KOH (60%). O conteudo dos béqueres foi transferido para tubos de ensaio e os béqueres
foram lavados com 0,5 mL de KOH 30% (este volume adicionado aos tubos). Os tubos foram
colocados em banho fervente (100°C) por 20 minutos ou até homogeneizar o tecido. Apés esfriar,
se adicionou 3,8 mL de etanol 99 °G. L. Esta mistura foi colocada em banho maria a 70°C/10
minutos e apds, em gelo por 15 minutos, onde ocorreu a precipitacdo do glicogénio. Os tubos
foram centrifugados a 2000 rpm/10 minutos e o sobrenadante desprezado. O precipitado foi
suspenso com 0,3 mL de agua de Milli Q e transferido para “vials” de plastico. Os tubos foram
lavados com 0,3 mL de agua de Milli Q e este volume transferido aos “vials”. Adicionou-se 1,7
mL de etanol 95°G.L. nos “vials” e estes foram resfriados em gelo por 20 minutos.
Posteriormente, o material foi centrifugado por 10 minutos/2000 rpm e o sobrenadante
desprezado. Adicionou-se 0,2 mL de agua de Milli Q e liquido de cintilacdo. A radioatividade

incorporada foi medida em um contador de cintilacdo liquida (Wallac 1409).

2.2.4.4 Determinacdo da Concentracao Hepética de Glicogénio

Apobs a pesagem, o figado foi colocado em tubos de ensaio (capacidade de 10 mL)
contendo KOH 30% na propor¢do de 100 mg de tecido para 1,0 mL de KOH 30%. Os tubos
foram colocados em banho maria fervente por 20 minutos ou até homogeneizar o tecido. Ap6s
esfriar, se adicionou 2,5 mL de etanol 95° G.L. Esta mistura foi colocada em banho maria a 70°C,
por 10 minutos e, ap6s, em gelo por 15 minutos, onde ocorreu a precipitagdo de glicogénio. Apds
centrifugacdo (2000 rpm/10 minutos) o sobrenadante foi desprezado. Adicionou-se 1,0 mL de
agua de Milli Q ao precipitado.

Para determinacdo da concentracdo de glicogénio hepatico, realizamos a reagdo
colorimétrica, segundo método de KRISMAN (1962), medida em espectrofotdmetro Beckman
DU 640.
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2.2.4.5 Determinacdo da Concentracdo Hepética de Triglicerideos

Apobs a pesagem, o figado foi homogeneizado 1:20 (p:v) com solucdo salina 0,9%.
Aliquotas de homogeneizado foram retiradas para determinacdo da concentracao de triglicerideos

através do método Enzimatico-Trinder.

2.2.4.6 Modelo Experimental de Captacéo de D-[U-'*C]-Deoxiglicose em Fatias de Musculo

Séleo

O musculo soleo foi retirado e imediatamente colocado sobre papel filtro embebido em
solucdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRb), sobre placa de Petri, a 4°C. Fatias de musculo séleo
entre 40 e 55 mg foram incubadas para medir a captagdo de D-[U-**C]-Deoxiglicose, utilizou-se
um meio de incubagdo contendo: 1,0 mL de KRb, pH 7,4, 5 mM glicose e D-[U-*C]-
Deoxiglicose. O experimento foi realizado em atmosfera de carbogénio (95% O, / 5% CO,), sob
agitacdo e temperatura de 37°C (Dubnoff). Apds 30 minutos, a reacdo foi interrompida colocando
0s béqueres em gelo. Retirou-se 0 meio de incubacéo e as fatias foram lavadas com 1,0 mL de
solucdo KRb gelada, por trés vezes. Transferiu-se as fatias e o meio de lavagem para tubos
Eppendorf que foi centrifugado a 2000 rpm/10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante, e
adicionou-se 0,2 mL de NaOH 2N e, apds homogeneizacdo do tecido, liquido de cintilagdo. A

radioatividade incorporada foi medida em um contador de cintilacdo liquida (Wallac 1409).
2.2.5Analises Estatisticas:
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan maltipla amplitude (para

comparacao entre dietas) e por Test t de Student (para comparacdo entre idades).

Todas as analises foram realizadas usando o programa SPSS, versdo 10 (SPSS, Chicago, IL).
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Avaliamos os efeitos: (i) da desnutricdo pré-gestacional, gestacional e lactacional sobre o
metabolismo de carboidratos em ratas com 2 meses de idade; (ii) da desnutricdo gestacional e
lactacional associada a exposi¢do cronica a dieta hiperlipidica sobre 0 metabolismo de carboidratos
e de lipideos em ratas com 4 e 8 meses de idade; e (iii) da desnutricdo cronica desde o periodo

gestacional até os 4 meses de idade sobre 0 metabolismo de carboidratos e de lipideos em ratas.

Os parametros avaliados neste trabalho foram:

Peso corporal (curva de crescimento);

Consumo de ragéo

Relacdo peso do figado/100 g massa corporal;

Relacdo tecido adiposo total e visceral/100 g massa corporal,
Concentracgdo e Sintese Hepética de glicogénio;

Captacdo de 2-Deoxiglicose em fatias de musculo séleo;
Teste de Sensibilidade a insulina;

Teste de Tolerancia a glicose;

YV V.V V V V V V VY

Concentracdo Plasmatica de: triglicerideos, colesterol total, HDL-colesterol, lipideos

totais, glicose e albumina;

A\

Concentragdo Hepatica de triglicerideos;

A\

Atividade Enzimatica da Amilase, Lipase e Fosfatase Alcalina.
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EFEITOS DA DESNUTRICAO PRE-GESTACIONAL, GESTACIONAL E
LACTACIONAL SOBRE O METABOLISMO HEPATICO DE
CARBOIDRATOS EM RATAS COM 2 MESES DE IDADE.
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Como pode ser observado (Tab. 5) a concentragdo hepética de glicogénio e a sintese
hepatica de glicogénio a partir de [U-**C]-frutose e de [U-'*C]-glicerol foram maiores no grupo

Hipoprotéico Normolipidico em relacdo ao grupo Normoprotéico Normolipidico.

Tabela 5: Concentracdo Hepatica de Glicogénio e Incorporacdo In Vitro de
Glicose Proveniente de [U-**C]-Frutose, de [U-**C]-Glicerol e de [U-**C]-Glicose

ao Glicogénio Hepético.

Concentracdo Sintese Glicogénio
Glicogénio
Dietas Frutose Glicerol Glicose
Normoprotéico (caseina) 581+04 235+5,8 12,06 +1,4 258,00 + 13,3
Normolipidico
Hipoprotéico  (caseina) 10,55 +0,6° 278 £7,5° 24,08 +2,7° 236,28 + 14,3
Normolipidico

As concentragdes de glicogénio foram expressas em mg% e a sintese de glicogénio a partir
[U-*C]-Frutose, [U-'*C]-Glicerol e [U-'*C]-Glicose foram expressas em pmol de glicose, de
frutose e de glicerol convertidos a glicose e incorporados ao glicogénio/100 mg tecido/hora.

Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 15.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacao entre dietas).

a difere do grupo Normoprotéico Normolipidico (p < 0,001).
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Como pode ser observado (Tab. 6) a glicemia foi menor no grupo hipoprotéico
normolipidico em relacdo ao grupo normoprotéico normolipidico. Estes resultados em conjunto
com os resultados da concentragdo hepética de glicogénio e a sintese hepética de glicogénio a partir
de frutose e de glicerol sugerem que o grupo hipoprotéico normolipidico, aos 60 dias de idade,

apresentou maior sensibilidade a insulina em relacdo ao grupo normoprotéico normolipidico.

Tabela 6: Glicemia

Glicose
Dietas
Normoproteéico (caseina) Normolipidico 156,00 £ 4,5
Hipoprotéico (caseina) Normolipidico 120,83 +£5,6°

A glicemia foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n = 23 — 24.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacao entre dietas).

a difere do grupo Normoprotéico Normolipidico (p < 0,001).
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EFEITOS DA DESNUTRICAO CRONICA DESDE O PERIODO
GESTACIONAL ATE OS 4 MESES DE IDADE SOBRE O METABOLISMO

DE CARBOIDRATOS E DE LIPIDEOS EM RATAS.
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Como pode ser observado (Fig. 2) a massa corporal do grupo que foi submetido a
desnutricao protéica foi menor em relag¢do ao grupo normonutrido em todas as idades avaliadas com

excec¢do dos valores observados no 1° dia de vida pds-natal.

250 ~
200 -
150 -
100 -

50 +

Massa Corporal (g)

1 7 14 21 30 45 60 75 90 120
Idade (dias)

—e— Desnutrido —=— Normonutrido

Figura 2: Massa Corporal

A massa corporal foi expressa em g.
Resultados foram expressos como média + EPM. n = 10 - 50.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacdo entre dietas).

* difere do grupo Desnutrido (p < 0,001).
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Associado ao monitoramento da massa corporal dos grupos experimentais em estudo foi
observado o efeito da desnutricdo protéica cronica (Fig. 3) sobre o consumo de ragéo.

Como pode ser observado (Fig. 3) o consumo de racdo do grupo desnutrido foi menor do 24°
ao 90° dia em relacdo ao grupo normonutrido. Entre o 60° e 90° dia 0 consumo de racdo do grupo
desnutrido teve um aumento de 72,7% paralelo ao aumento de 68,0% de sua massa corporal. Mas o
grupo normonutrido teve um aumento de apenas 8,5% e 21,37% em relagdo ao consumo de racao e
a massa corporal, respectivamente. Aos 120 dias de idade, o consumo de ragdo do grupo desnutrido

foi 11,9% maior que o do grupo normonutrido.

Consumo (g9)

*
3
10 ~
*

24 30 60 90 120

Tempo (dias)

—e— Desnutrido —=— Normonutrido

Figura 3: Consumo de Ragéo

O consumo de racéo foi expresso em g.
Resultados foram expressos como média + EPM. n =5 - 14.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacao entre dietas).

* difere do grupo Normonutrido (p < 0,05).
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Considerando que dietas hipoprotéicas podem induzir alteragdes sobre alguns 6rgdos e
tecidos, bem como sobre a massa corporal, estabelecemos o coeficiente entre a massa de alguns
tecidos (hepatico, adiposo) e a massa corporal.

Como pode ser visto (Tab. 7) a relacdo do peso do figado/100 g massa corporal no grupo
desnutrido foi maior 11,4% e 33,1% em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial e ao

grupo normonutrido, respectivamente.

Tabela 7: Relagdo Peso do Figado/100 g Massa Corporal

Relacao Peso do Figado/100 g Massa

Corporal
Dietas
Comerecial 3,5+0,05°
Normonutrido 2,93+ 0,08°
Desnutrido 3,9+0,09°

Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 10.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparagdo entre dietas).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,01).
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Como pode ser observado (Tab. 8) a relagdo do tecido adiposo total /100 g massa corporal

foi maior no grupo normonutrido em relacdo aos demais grupos experimentais estudados.
A relacdo do tecido adiposo total /100 g massa corporal no grupo desnutrido foi 45,4%

menor em relacdo ao grupo normonutrido.

Tabela 8: Relacdo do Tecido Adiposo Total/100 g Massa Corporal

Relacao Tecido Adiposo Total/ 100 g Massa

Corporal
Dietas
Comercial 2,92+0,17%
Normonutrido 5,81+ 0,30
Desnutrido 3,17 £0,24%

As RelacGes de Tecido Adiposo Total /100g Massa Corporal foram expressas em g tecido
adiposo Total /100 g massa corporal.

Resultados foram expressos como média + EPM. n =3 - 10.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparagdo entre dietas).

a difere do grupo Normonutrido (p < 0,05).
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A albumina é uma proteina plasmatica sintetizada exclusivamente no figado e suas
concentracdes variam em funcdo da ingestdo protéica.

Como pode ser observado (Tab. 9) a concentracdo de albumina no grupo desnutrido foi
menor 14,2% e 25,1% em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial e ao grupo

normonutrido, respectivamente.

Tabela 9: Concentracgao Plasmatica de Albumina

Albumina
Dietas
Comercial 3,30 + 0,05"
Normonutrido 3,78 £ 0,05°
Desnutrido 2,89 +0,1%

A concentracdo plasmaética de albumina foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 10.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparagdo entre dietas).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Como pode ser observado (Tab. 10) a concentragdo hepéatica de glicogénio do grupo
desnutrido foi maior 171,9% e 254,5% em relacdo ao grupo normonutrido e ao grupo que foi
submetido a dieta comercial, respectivamente, mostrando o efeito da desnutricdo protéica sobre este
parametro.

Observou-se, também, que a incorporacdo de glicose ao glicogénio hepético a partir de [U-

YC]-glicerol no grupo desnutrido foi 65% maior em relacdo ao grupo normonutrido.

Tabela 10: Concentragdo Hepatica de Glicogénio e Incorporagdo In Vitro de

Glicose Proveniente de [U-**C]-Glicerol ao Glicogénio Hepatico em Fatias de

Figado
Concentracdo Glicogénio Sintese Glicogénio
Dietas
Comercial 3,52 + 0,4 20,78 +1,7°
Normonutrido 4,59 +0,1¢ 9,42 +0,3°
Desnutrido 12,48 + 0,6 15,54 + 0,4°

As concentracdes de glicogénio foram expressas em mg% e a velocidade de sintese de
glicogénio a partir [U-'*C]-Glicerol foi expressa em pmol de glicerol convertido a glicose e
incorporado ao glicogénio/100 mg tecido/hora.

Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 11.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparagao entre dietas) e por Test T de Student (para comparacdo entre idades).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
d difere do grupo Desnutrido (p < 0,05).
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A ma nutricdo durante periodos criticos do crescimento e do desenvolvimento altera o
metabolismo de filhotes de ratos em relacdo a homeostase da glicose. Observaram-se, entdo, 0s
efeitos da desnutricdo crbénica sobre a captacdo de 2-deoxiglicose em musculo séleo, o teste de
sensibilidade a insulina (TSI) e o teste de tolerancia a glicose (TTG) em ratas.

Como pode ser observado (Tab. 11) a captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo

soleo foi 29,8% maior no grupo desnutrido em relacdo ao grupo normonutrido.

Tabela 11: Captacéo de 2-Deoxiglicose em Fatias de Musculo Soleo

Captacéo de 2-Deoxiglicose em
Fatias de Musculo Séleo

Dietas
Normonutrido 3557,18 +112,5
Desnutrido 4617,96 + 90,4%

A captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo séleo foi expressa em pmol/100 mg
tecido/30 minutos.
Resultados foram expressos como média + EPM. n = 9.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacdo entre dietas).

a difere do grupo Normonutrido (p < 0,001).
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Como pode ser observado (Fig. 4) o grupo desnutrido apresentou uma glicemia menor aos
30, 60 e 120 minutos apds a injecdo i.p. de glicose em relagdo ao grupo normonutrido, mostrando

uma melhor tolerancia a glicose nestes respectivos tempos.
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Figura 4: Teste de Tolerancia a Glicose ap0s a inje¢ao i.p. de Glicose (2,0 g/Kg Rato)

A glicemia foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 10.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacao entre dietas).

* difere do grupo Normonutrido (p < 0,05).
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Como pode ser visto (Fig. 5) a glicemia do grupo desnutrido foi menor aos 30 e 60 minutos
apos a injecdo i.p. de insulina em relacdo ao grupo normonutrido, indicando uma maior
sensibilidade a insulina.

Estes resultados em conjunto com os resultados do TTG e captacdo de 2-deoxiglicose em
fatias de musculo séleo mostraram que o grupo desnutrido apresentou melhor tolerancia a glicose e

sensibilidade & insulina em relac&o ao grupo normonutrido.
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Figura 5: Teste de Sensibilidade a Insulina ap6s a injecao i.p. de Insulina (0,75 mU/Kg Rato)
A glicemia foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 10.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacao entre dietas).

* difere do grupo normonutrido (p < 0,05).
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Observou-se (Tab. 12) que a glicemia do grupo que foi submetido a dieta comercial foi

menor em relacdo aos demais grupos experimentais estudados.

Tabela 12: Glicemia

Glicemia
Dietas
Comercial 99,86 + 3,1
Normonutrido 139,1 + 3,2°
Desnutrido 132,60 + 4,2°

A glicemia foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 10.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparacao entre dietas).

a difere do grupo que foi submetido a dieta comercial (p < 0,05).
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O figado € o 6rgdo central na regulacdo do metabolismo lipidico, atuando na sintese de
triglicerideos, de colesterol e de lipoproteinas circulantes. Em funcéo das alteraces observadas no
peso do figado, bem como no metabolismo de carboidratos, observamos os efeitos da desnutricdo
protéica crénica sobre parametros lipidicos hepatico e séricos.

Como pode ser observado (Tab. 13) o grupo desnutrido apresentou um aumento de 177,8%
na concentracdo hepética de triglicerideos em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial.

Observou-se, também, que a concentracdo hepatica de triglicerideos do grupo desnutrido foi

maior em relacdo ao grupo normonutrido mas ndo foi estatisticamente diferente.

Tabela 13: Concentracédo Hepéatica e Plasmatica de Triglicerideos

Concentracao Triglicerideos

Figado Soro
Dietas
Comercial 6,70 + 0,62 0,92+0,1
Normonutrido 16,67 + 0,5° 1,01 +0,1
Desnutrido 18,61 +1,1° 1,01 +0,1

A concentracdo hepética de triglicerideos foi expressa em umol/g e a concentracdo
plasmatica de triglicerideos foi expressa em mmol/L.

Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 10.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparagao entre dietas) e por Test T de Student (para comparacdo entre idades).

a difere do grupo submetido a dieta comercial (p < 0,05).
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Como pode ser visto (Tab. 14) as concentragBes de colesterol total e de lipideos totais do
grupo desnutrido foram maiores do que 0s demais grupos experimentais.
A concentracdo de HDL-colesterol do grupo desnutrido foi 31% maior em relagdo ao grupo

normonutrido.

Tabela 14: Concentracdo Plasmatica de: HDL-Colesterol, Colesterol Total e
Lipideos Totais

Soro
HDL-Col | Colesterol Total Lipideos Totais
Dietas \
Comercial 35,00 + 2,42P 1,26 +0,09° 378,28 +9,7°
Normonutrido 30,00 +1,7% 1,25 +0,07° 384,40 + 14,2°
Desnutrido 39,30 +1,5° 1,72 £ 0,06 435,30 + 17,6

As concentragGes de HDL-colesterol e de Lipideos Totais foram expressas em mg% e a
concentracao de Colesterol Total foi expressa em mmol/L.

Resultados foram expressos como média + EPM. n =7 - 10.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparagdo entre dietas) e por Test T de Student (para comparacdo entre idades).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
c difere do grupo Desnutrido (p < 0,05).
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A fosfatase alcalina é utilizada clinicamente, na rotina laboratorial como marcador de
patologias hepéticas e Osseas. A atividade sérica aumentada da amilase e da lipase é Util para o
diagnostico de pancreatites. Observaram-se, entdo, os efeitos da desnutricdo cronica sobre a
atividade enzimatica da amilase, da lipase e da fosfatase alcalina.

Como pode ser observado (Tab. 15) a atividade da amilase foi menor 9,3% e 32,2% nos
grupos desnutrido e normonutrido, respectivamente, em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta
comercial.

A atividade da lipase foi maior nos grupos desnutrido e normonutrido em relagdo ao grupo
que foi submetido a dieta comercial.

Observou-se, também, que a atividade da fosfatase alcalina do grupo desnutrido teve um
aumento de 181,5% e 214,6% em relacdo ao grupo normonutrido e ao grupo que foi submetido a

dieta comercial, respectivamente.

Tabela 15: Atividade de Enzimas Plasmaticas em Ratas

Soro
Amilase Lipase Fosfatase alcalina
Dietas
Comercial 2141,57 +69,9° 38,50 +0,9 138,57 + 10,5°
Normonutrido 1344,10 + 45,72 43,89 +1,8° 154,90 +7,7°
Desnutrido 1942,20 +70,0° 43,30 +0,8" 436,00 + 33,5

As atividades de Amilase, Lipase e Fosfatase Alcalina foram expressas em U/L.
Resultados foram expressos como média + EPM. n =6 - 10.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparacao entre dietas) e por Test T de Student (para comparacao entre idades).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
d difere do grupo submetido a dieta comercial (p < 0,05).

e difere do grupo Desnutrido (p < 0,05).
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EFEITOS DA DESNUTRICAO GESTACIONAL E LACTACIONAL
ASSOCIADO A DIETA NORMOPROTEICA (25%) E HIPERLIPIDICA
(42%) A PARTIR DO DESMAME ATE 4 E 8 MESES DE IDADE SOBRE O
METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E DE LIPIDEOS EM RATAS.
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Como pode ser observado (Fig. 6) até os 120 dias de idade o grupo hipoprotéico
hiperlipidico apresentou menor massa corporal em relacdo ao grupo normoprotéico hiperlipidico.
Esta diferenga foi mais pronunciada aos 21 dias de idade, onde a massa corporal foi 45,7% da
massa corporal dos ratos do grupo normoprotéico hiperlipidico.

Observou-se, também, que entre 150 e 240 dias de idade, ndo houve diferenca na massa
corporal entre os dois grupos experimentais. Mas, neste periodo, a massa corporal do grupo
hipoprotéico hiperlipidico foi maior do que o grupo normoprotéico hiperlipidico, mas esta diferenca

n&o foi significativa.
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Figura 6: Massa Corporal

A massa corporal foi expresso em g.
Resultados foram expressos como média + EPM. n =5 - 50.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacao entre dietas).

* difere do grupo Hipoprotéico Hiperlipidico (p < 0,001).
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Associado ao monitoramento da massa corporal dos grupos experimentais em estudo foi
observado os efeitos da desnutrigdo gestacional e lactacional associado a dieta normoprotéica (25%)
e hiperlipidica (42%) sobre o consumo de rag&o.

Como pode ser observado (Fig. 7) o consumo de ra¢do do grupo hipoprotéico hiperlipidico
foi menor até os 120 dias em relagdo ao grupo normoprotéico hiperlipidico.

Observou-se, também que dos 120 até os 210 dias o consumo de racdo entre 0S grupos
experimentais ndo houve diferenca, no entanto, aos 240 dias o consumo de racdo do grupo
hipoprotéico hiperlipidico foi 11,4% maior do que grupo normoprotéico hiperlipidico.
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Figura 7: Consumo de Racgéo
O consumo de ragéo foi expresso em g.
Resultados foram expressos como média + EPM. n =4 - 15.

Os dados foram analisados por Test T de Student (para comparacdo entre dietas).

* difere do grupo Normoprotéico Hiperlipidico (p < 0,05).
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Considerando que as dietas hiperlipidicas podem induzir a alteracbes sobre alguns 6rgdos e
tecidos, bem como sobre a massa corporal, estabelecemos o coeficiente entre a massa de alguns
tecidos (hepatico, adiposo) e a massa corporal.

Como pode ser visto (Tab. 16) a relacdo do peso do figado/100 g massa corporal no grupo
hipoprotéico hiperlipidico, aos 4 meses de idade, foi maior em relacdo ao grupo normoprotéico
hiperlipidico, mas quando o comparamos com o grupo que foi submetido a dieta comercial esta
relacdo € menor.

Observou-se, também, que o grupo hipoprotéico hiperlipidico mostrou uma redugdo na
relacdo do peso do figado/ 100 g massa corporal aos 8 meses de idade.

Tabela 16: Relacdo Peso do Figado/100 g Massa Corporal em Ratas com 4 e 8
Meses de Idade

Relacao Peso do Figado/100 g Massa Corporal

Dietas 4 meses 8 meses
Comercial 3,51 +0,05° 34+0,10
Normoprotéico Hiperlipidico 2,86 +0,07° 2,6 £0,20°
Hipoprotéico Hiperlipidico 3,12+ 0,07° 2,6 0,09

Resultados foram expressos como média + EPM. n=5-13.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan mdltipla amplitude (para

comparacao entre dietas) e por Test T de Student (para comparacao entre idades).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
a difere do grupo submetido a dieta comercial (p < 0,01).

** difere do grupo com 4 meses de idade (p < 0,001).
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A relacdo do tecido adiposo total e visceral/100 g massa corporal foi maior nos grupos

hipoprotéico e normoprotéico hiperlipidicos (nas duas idades estudadas) em relacdo ao grupo que

foi submetido a dieta comercial, mostrando o efeito cronico de uma alimentagdo rica em lipideo

saturado sobre a deposicdo de tecido adiposo abdominal.

Tabela 17: Relacdo do Tecido Adiposo Total e Visceral/100 g Massa Corporal

em Ratas com 4 e 8 Meses de Idade

Relacao Tecido Adiposo Total/
100 g Massa Corporal

Relacao Tecido Adiposo
Visceral /100 g Massa Corporal

Dietas 4 meses 8 meses
Comercial 2,92+0,17 290+0,3
Normoprotéico Hiperlipidico 8,94 +0,71° 7,18 +0,79°
Hipoprotéico Hiperlipidico 7,52 +0,93° 8,49+0,97°

4 meses
1,09 +£0,09
2,40 £ 0,152
253+0,2°%

As Relacdes de Tecido Adiposo Total e Visceral/100g Massa Corporal foram expressas em

g tecido adiposo Total ou Visceral/100 g massa corporal, respectivamente.

Resultados foram expressos como média + EPM. n =3 - 13.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparagéo entre dietas) e por Test T de Student (para comparacdo entre idades).

a difere do grupo submetido a dieta comercial (p < 0,01).
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A albumina é uma proteina plasmatica sintetizada exclusivamente no figado e suas
concentracgdes variam em funcdo da ingestdo protéica.

Como pode ser observado (Tab. 18) a concentragdo de albumina no grupo hipoprotéico
hiperlipidico, aos 4 meses de idade, foi menor em relagcdo ao grupo normoprotéico hiperlipidico.
No entanto, aos 8 meses, a diferenca na concentracdo de albumina entre estes dois grupos
desapareceu.

Tabela 18: Concentracéo Plasmatica de Albumina em Ratas com 4 e 8 Meses
de Idade

Albumina
Dietas 4 meses 8 meses
Comercial 3,30 + 0,05° 3,58+ 0,06
Normoprotéico Hiperlipidico 3,80+0,11 3,94 £ 0,09
Hipoprotéico Hiperlipidico 3,46 +0,09° 3,67+£0,13

A concentracdo plasmaética de albumina foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n=5-12.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparacao entre dietas) e por Test T de Student (para comparacao entre idades).

a difere do grupo Normoprotéico Hiperlipidico (p < 0,05).

** difere do grupo com 4 meses de idade (p < 0,01).
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Como pode ser observado (Tab. 19) a concentragdo hepatica de glicogénio e a sintese
hepética de glicogénio a partir de [U-'*C]-glicerol, aos 8 meses de idade, foram maiores no grupo
que foi submetido a dieta comercial em relagdo aos grupos hiperlipidicos.

Quando comparamos a sintese hepatica de glicogénio em func¢éo do desenvolvimento (4 e
8 meses) observou-se uma reducao neste parametro, aos 8 meses de idade, independentemente do
grupo experimental estudado. Como pode ser visto (Tab. 19) esta reducdo (63,4%) foi mais
significativa no grupo hipoprotéico hiperlipidico, mostrando uma associagéo entre a desnutricao

nestes periodos criticos do crescimento e do desenvolvimento com um consumo cronico de uma

dieta rica em lipideo.

Tabela 19: Concentracdo Hepética de Glicogénio e Incorporacdo In Vitro de
Glicose Proveniente de [U-**C]-Glicerol ao Glicogénio Hepético, em Fatias de
Figado de Ratas com 4 e 8 Meses de Idade

Concentracdo Glicogénio Sintese Glicogénio
Dietas 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses
Comerecial 3,52 +0,4 567+06 | 2078+1,7 11,34+08"
Normoprotéico Hiperlipidico 3324007 261+027° | 1856+1,2 888+05 "
Hipoprotéico Hiperlipidico 3,26 +0,2 3,80 £ 0,3 2296+15 840+037"

As concentracOes de glicogénio foram expressas em mg% e a velocidade de sintese de
glicogénio a partir [U-'*C]-Glicerol foi expressa em pmol de glicerol convertido a glicose e
incorporado ao glicogénio/100 mg tecido/hora.

Resultados foram expressos como média + EPM. n=5-12.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para

comparagdo entre dietas) e por Test T de Student (para comparacédo entre idades).

a difere do grupo submetido a dieta comercial (p < 0,01).

** difere do grupo com 4 meses de idade (p < 0,05).
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Sabe-se que o consumo cronico de uma dieta hiperlipidica leva ao acimulo de tecido
adiposo intra-abdominal, que esta fortemente relacionado a reducdo da sensibilidade a insulina.
Observaram-se, entdo, os efeitos da desnutricdo gestacional e lactacional associado a dieta
normoprotéica (25%) e hiperlipidica (42%) sobre a captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de
masculo soleo, a glicemia, 0 TSI e 0 TTG em ratas com 8 meses de idade.

Como pode ser observado (Tab. 20) a captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo
soleo foi menor nos grupos Hipoprotéico e Normoprotéico Hiperlipidicos. Mas apenas o grupo
Hipoprotéico Hiperlipidico apresentou uma reducdo significativa (15,35%) na captacdo de 2-

deoxiglicose em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial.

Tabela 20: Captacdo de 2-Deoxiglicose em Fatias de Musculo So6leo de Ratas
Com 8 Meses de Idade

Captacdo de 2-Deoxiglicose em Fatias
de Musculo Séleo

Dietas 8 meses

Comercial 3612,00 +212,1°
Normoprotéico Hiperlipidico 3223,15 + 80,0*°
Hipoprotéico Hiperlipidico 3057,70 + 98,5°

A captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo soleo foi expressa em pmol/100 mg
tecido/30 minutos.

Resultados foram expressos como média + EPM.n=5-9.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude (para
comparagéo entre dietas).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Como pode ser visto (Tab. 21) a glicemia nos grupos hipoprotéico e normoprotéico
hiperlipidicos, aos 4 meses de idade, foi superior em relagdo ao grupo que foi submetido a
dieta comercial.

Observou-se que, aos 8 meses, a concentragdo plasmatica de glicose do grupo
hipoprotéico hiperlipidico foi 11,8% maior em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta
comercial.

Quando comparamos a concentracdo plasmatica de glicose em funcdo do
desenvolvimento (4 e 8 meses) observou-se um aumento de 13,2% neste parametro, aos 8

meses de idade, no grupo hipoprotéico hiperlipidico.

Tabela 21: Glicemia em Ratas com 4 e 8 Meses de Idade

Glicemia
4 meses 8 meses
Dietas
Comercial 99,86 + 3,1 117,83 5,7 *
Normoprotéico Hiperlipidico 120,38 + 2,6° 121,6 + 4,43P
Hipoprotéico Hiperlipidico 116,30 + 3,7° 131,70 +2,47°

A glicemia foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n=5-13.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude

(para comparacdo entre dietas) e por Test T de Student (para comparacgéo entre idades).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
c difere do grupo que foi submetido a dieta comercial (p < 0,05).

** difere do grupo com 4 meses (p < 0,05).
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Como pode ser observado (Fig. 8) houve um aumento na glicemia, no estado de
jejum, no grupo normoproteico hiperlipidico em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta

comercial, aos 8 meses de idade.
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Figura 8: Teste de Sensibilidade a Insulina apos a injecéo i.p. de Insulina (1,0 mU/Kg

Rato) em Ratas com 8 Meses de Idade

A glicemia foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n=5-13.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude

(para comparacdo entre dietas).

* grupo Normoprotéico Hiperlipidico difere do grupo submetido a dieta Comercial (p <
0,05).
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Como pode ser observado (Fig. 9) o grupo Hipoprotéico Hiperlipidico , aos 8 meses
de idade, apresentou uma glicemia aumentada, aos 30 e 60 minutos, em relacdo ao grupo
que foi submetido a dieta comercial apos a injecdo i.p. de glicose, indicando uma
intolerancia a glicose nestes respectivos tempos.

Estes resultados, em conjunto com os resultados da glicemia e da captacdo de 2-
deoxiglicose em fatias de musculo séleo destes animais mostram que a desnutri¢do
gestacional e lactacional associada a ingestdo crbénica de uma dieta rica em lipideo,
principalmente saturado, produzem intolerancia a glicose em relacdo ao grupo que foi

submetido a dieta comercial, aos 8 meses de idade.
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Figura 9: Teste de Tolerancia a Glicose apdés a injecéo i.p. de Glicose (2,0 g/Kg Rato)

em Ratas com 8 Meses de Idade
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A glicemia foi expressa em mg%.
Resultados foram expressos como média + EPM. n=5-13.
Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude

(para comparacao entre dietas).

* grupo Hipoprotéico Hiperlipidico difere do grupo submetido a dieta Comercial (p < 0,05).
# grupo Normoprotéico Hiperlipidico difere do grupo submetido a dieta Comercial (p <
0,05).
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O figado é o orgao central na regulagdo do metabolismo lipidico, atuando na sintese
de triglicerideos, de colesterol e de lipoproteinas circulantes. Em funcdo das alteracbes
observadas no peso do figado, bem como no metabolismo de carboidratos, observamos 0s
efeitos da desnutricdo gestacional e lactacional associado a dieta normoprotéica (25%) e
hiperlipidica (42%) em ratas com 4 e 8 meses de idade sobre pardmetros lipidicos hepatico
e séricos.

Como pode ser observado (Tab. 22) as concentragdes hepatica e plasmatica de
triglicerideos foram maiores nos grupos hipoprotéico e normoprotéico hiperlipidicos em
relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial nas duas idades estudadas.

Observou-se, também, que entre os grupos hiperlipidicos o grupo que foi submetido
a desnutricdo gestacional e lactacional apresentou maior concentracdo hepética de
triglicerideos, aos 4 e 8 meses de idade.

Quando comparamos as concentracdes hepatica e plasmatica de triglicerideos em
funcdo do desenvolvimento (4 e 8 meses) observou-se um aumento de 45,3% e 43,0%,
respectivamente, no grupo Hipoprotéico Hiperlipidico aos 8 meses de idade.

Estes dados mostram que a desnutricdo protéica durante periodos criticos do
crescimento e do desenvolvimento, associado ao consumo crbnico de uma dieta

hiperlipidica produz um figado gorduroso e hipertrigliceridemia.
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Tabela 22: Concentracdo Hepatica e Plasmatica de Triglicerideos em

Ratas com 4 e 8 Meses de ldade

Concentracao Triglicerideos

Figado Soro
Dietas 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses
Comercial 7,13+ 0,5 13,44+0,67* | 0,92+0,1° 1,09+0,2
Normoprotéico Hiperlipidico 14,36 +0,7° 20,31+15"° | 500+05° 2,83+08"°
Hipoprotéico Hiperlipidico 20,44 +1,6° 2970+157° | 2,07+02° 296+047"°

A concentragdo hepatica de triglicerideos foi expressa em umol/g e a concentracéo
plasmatica de triglicerideos foi expressa em mmol/L.

Resultados foram expressos como média + EPM. n =5 - 10.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan maltipla amplitude

(para comparacdo entre dietas) e por Test T de Student (para comparacao entre idades).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
d difere do grupo submetido a dieta comercial (p < 0,05).

** difere do grupo com 4 meses (p < 0,05).
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Como pode ser observado (Tab. 23) a concentracdo plasmatica de HDL-colesterol,
aos 4 meses de idade, e as concentracOes plasmaticas de colesterol e de lipideos totais, nas
duas idades avaliadas, foram maiores nos grupos hipoprotéico e normoprotéico
hiperlipidicos.

Quando comparamos a concentracdo plasmatica de HDL-colesterol em funcéo do
desenvolvimento (4 e 8 meses) observou-se uma reducao de 25,25% no grupo hipoprotéico
hiperlipidico aos 8 meses de idade, mostrando o efeito da desnutricdo em periodos criticos
do crescimento e do desenvolvimento, associada a ingestdo cronica de uma dieta rica em

lipideo, sobre o perfil lipidico.

Tabela 23: Concentracdo Plasmatica de: HDL-Colesterol, Colesterol

Total e Lipideos Totais em Ratas com 4 e 8 Meses de Idade

Soro
HDL-Col Colesterol Total Lipideos Totais
Dietas 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses
Comercial 3500+24% 31,17 +26% | 1,26 +0,09? 1,32 +0,1° 378,28 +9,78 424,33+254
Normoprotéico  4569+0,9° 39,6+35 | 2,29+0,1° 1,61+0,17*" | 665,17 +48,7° 571,60 + 81,8°

Hiperlipidico
Hipoprotéico 40,40+1,1° 3020+1,0™%| 1,78+0,05° 1,70+0,07° |508,00+19,5° 587,11 + 35,9°
Hiperlipidico

As concentragdes de HDL-colesterol e Lipideos Totais foram expressas em mg% e
a concentracdo de Colesterol Total foi expressa em mmol/L.

Resultados foram expressos como média + EPM. n=5-13.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan mdaltipla amplitude

(para comparacdo entre dietas) e por Test T de Student (para comparacao entre idades).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).
d difere do grupo Normoprotéico Hiperlipidico (p < 0,05).
e difere do grupo submetido a dieta comercial (p < 0,05).

** difere do grupo com 4 meses (p < 0,05).
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A fosfatase alcalina é utilizada clinicamente, na rotina laboratorial como marcador
de patologias hepéticas e dsseas. A atividade sérica aumentada da amilase e da lipase € util
para o diagnostico de pancreatites. Observaram-se, entdo, os efeitos da desnutri¢do
gestacional e lactacional associado a dieta normoprotéica (25%) e hiperlipidica (42%) em
ratas com 4 e 8 meses de idade sobre a atividade enzimatica da amilase, da lipase e da
fosfatase alcalina.

Como pode ser observado (Tab. 24) o grupo hipoprotéico hiperlipidico, aos 4 meses
de idade, apresentou maior atividade da enzima amilase, comparado ao grupo que foi
submetido a dieta comercial.

Observou-se que a atividade da fosfatase alcalina foi maior nos grupos hipoprotéico
e normoprotéico hiperlipidicos, nas duas idades estudadas, em relagdo ao grupo que foi
submetido a dieta comercial.

Como pode ser visto (Tab. 24) houve um importante aumento na atividade da lipase
(5 e 6 vezes) no grupo normoprotéico hiperlipidico, aos 8 meses de idade, em relacdo aos

demais grupos experimentais, bem como com a idade de 4 meses.
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Tabela 24: Atividade de Enzimas Plasmaticas em Ratas com 4 e 8 Meses

de ldade
Soro
Amilase Lipase Fosfatase alcalina
Dietas 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses 4 meses 8 meses
Comercial 2141,6 + 1564,2 + 385+0,9° 465+65° |1386+105 1138+
70,0° 115,17°° 16,1
Normoprotéico 2276,7 + 1321,40+ | 351+05° 239,75+ |[332,0+31,2% 2336+
Hiperlipidico 93,6%" 49,672 10,1 39,0°
Hipoprotéico 2503,8 + 1367,30+ | 37,4+12* 40,6+1,07°(326,9+265% 2612+
Hiperlipidico 109,7° 50,7 P 19,0¢

As atividades de Amilase, Lipase e Fosfatase Alcalina foram expressas em U/L.

Resultados foram expressos como média + EPM. n=5-13.

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de Duncan multipla amplitude

(para comparacéo entre dietas) e por Test T de Student (para comparagéo entre idades).

Diferentes letras indicam grupos estatisticamente diferentes (p < 0,05).

c difere do grupo Normoprotéico Hiperlipidico (p < 0,05).

d difere do grupo submetido a dieta comercial (p < 0,05).

** difere do grupo com 4 meses (p < 0,05).
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EFEITOS DA DESNUTRICAO PRE-GESTACIONAL, GESTACIONAL
E LACTACIONAL SOBRE O METABOLISMO HEPATICO DE
CARBOIDRATOS EM RATAS COM 2 MESES DE IDADE.

E
OS EFEITOS DA DESNUTRICAO CRONICA DESDE O PERIODO
GESTACIONAL ATE OS 4 MESES DE IDADE SOBRE O
METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E DE LIPIDEOS EM RATAS.
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Uma adequada nutricio € um dos principais fatores para o desenvolvimento
apropriado do organismo. Um adequado suprimento de nutrientes essenciais € necessario
para a manutencdo do crescimento e para o desenvolvimento normal de todas as fungdes
fisiolOgicas.

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, sintetizada exclusivamente no
figado e constitui 2/3 das proteinas plasmaticas totais (Richard, A. e McPherson, M. D.,
1975). Uma diminuicdo no nivel de albumina plasmatica, devido a sintese prejudicada (por
exemplo, desnutri¢cdo, ma absorcdo, disfuncdo hepética) ou perda (por exemplo, ascite ou
perda de proteina por nefropatia), resulta em sério desequilibrio da pressdo oncética
intravascular.

Como pode ser observado (Tab. 9) a concentragdo de albumina no grupo desnutrido
foi menor 14,2% e 25,1% em relagdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial e ao
grupo normonutrido, respectivamente.

O figado é o 6rgao central na regulagdo do metabolismo lipidico, atuando na sintese
de triglicerideos, de colesterol e de lipoproteinas circulantes. O nivel de proteina na dieta
tem mostrado influenciar o metabolismo de lipideos. Em ratos, a desnutri¢cdo ocasiona uma
diminuicdo na concentracdo de triglicerideos plasmaéticos, que foi correlacionado com um
acimulo destes lipideos no figado (Madani et al, 2000). A sintese reduzida da
apolipoproteina hepéatica para a formacdo da lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL) é responsavel pelo acimulo de lipideos no figado (Madani et al, 2000).

Como pode ser observado em nossos resultados (Tab. 13) o grupo desnutrido
apresentou um aumento de 177,8% na concentracdo hepatica de triglicerideos em relacdo
ao grupo submetido a dieta comercial. Observou-se também que a concentracdo hepatica de
triglicerideos no grupo desnutrido foi maior em relagdo ao grupo normonutrido mas néo foi
estatisticamente diferente.

Como pode ser visto em nossos resultados (Tab. 13) ndo houve diferenca na
concentracdo plasmatica de triglicerideos entre 0s grupos experimentais, mas observou-se
(Tab. 14) que o grupo desnutrido apresentou um aumento nas concentracdes de colesterol
total e de lipideos totais em relacdo ao grupo normonutrido e ao grupo que foi submetido a
dieta comercial (que ndo deferiram entre si). Em relacdo a concentracdo de HDL-colesterol

0 grupo desnutrido apresentou um aumento de 31% em relacdo ao grupo normonutrido.
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A fosfatase alcalina é utilizada clinicamente, na rotina laboratorial como marcador
de patologias hepaticas e 0sseas. A atividade sérica aumentada da amilase e lipase séo Uteis
para o diagnostico de pancreatites.

Como pode ser observado em nossos resultados (Tab. 15) a atividade da lipase foi
maior nos grupos desnutrido e normonutrido (que ndo diferem entre si), em relacdo ao
grupo que foi submetido a dieta comercial. Observou-se que a atividade da fosfatase
alcalina no grupo desnutrido teve um aumento de 214,6% e de 181,5% em relacdo ao grupo
que foi submetido a dieta comercial e ao grupo normonutrido, respectivamente.

A restricdo de crescimento intra-uterino estd acompanhada por mudancgas 6rgédo-
seletiva na distribuicdo de nutrientes, tal que o crescimento do cérebro, por exemplo, é
relativamente protegido em relagdo ao pancreas e ao figado (Winick e Noble, 1996; Desai
et al 1996). Desai et al (1996) mostraram que filhotes de ratas que foram submetidas a
restricdo de proteinas na dieta durante a gestacao e a lactacdo apresentaram uma reducdo no
tamanho corporal, que ndo esta associada com uma reducgdo linear no peso dos 6rgaos
internos: os pesos relativos do péncreas, do musculo e do figado, estdo reduzidos no
periodo do desmame, enquanto que o cerebro e os pulmdes séo relativamente protegidos.

Como pode ser observado em nossos resultados (Tab. 8) a relacdo peso do
figado/100 g massa corporal no grupo desnutrido foi maior 11,4% e 33,1% em relacdo ao
grupo que foi submetido a dieta comercial e ao grupo normonutrido, respectivamente.

Desai et al (1996) mostraram que filhotes de ratas que foram submetidas a uma
dieta com 8% de proteina durante a gestacdo nasceram significantemente menores tais que
dois dias depois do nascimento eles pesaram cerca de 15 a 20% menos do que 0 grupo
normoprotéico. Diferencas nos pesos entre os dois grupos de filhotes aumentaram se a mae
continuou a ser alimentada com um racao restrita em proteinas.

Em um outro estudo Desai et al (1997) mostraram que 0 peso corporal de ratos com
11 meses de idade, alimentados com uma ra¢do normoprotéica, cujas maes receberam uma
dieta com 8% proteina durante a gestagdo e lactacdo permaneceu significantemente
reduzido.

Os resultados relativos a massa corporal de filhotes nascidos de ratas submetidas a
desnutricdo cronica desde o periodo gestacional até os 4 meses de idade (Fig. 2) estdo de

acordo com os mostrados por Desai et al (1996 e 1997). Como pode se observado em
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nossos resultados (Fig. 2) a massa corporal do grupo desnutrido foi menor em relacdo ao
grupo normonutrido em todas as idades avaliadas, com excecdo dos valores obtidos no 1°
dias de vida pos-natal. Observou-se, também, que o consumo de ragdo (Fig. 3) do grupo
desnutrido foi menor do 24 ao 90° dia em relagdo ao grupo normonutrido. Entre o 60° e 90°
dia o consumo de racdo do grupo desnutrido teve um aumento de 77,21% paralelo ao
aumento de 65,55% de sua massa corporal. Mas o grupo normonutrido teve um aumento de
apenas 8,5% e 21,37% em relagdo ao consumo de racdo e a massa corporal,
respectivamente. Aos 120 dias de idade, o consumo de racdo do grupo desnutrido foi 11,9%
maior do que o do grupo normonutrido e em paralelo o grupo desnutrido teve um aumento
de 43,8% na massa corporal entre 90 e 120 dias de idade, enquanto que 0 grupo
normonutrido teve um aumento de apenas 6,4% nesse intervalo de tempo.

Observou-se, também, em nossos resultados (Tab. 8) que a relacdo do tecido
adiposo total/100 g massa corporal do grupo desnutrido foi 45,4% menor em relacdo ao
grupo normonutrido.

Desai et al (1997) mostraram que a atividade da enzima hepatica glicoquinase foi
significantemente reduzida em ratos com 3 meses de idade alimentados com uma racgao
normoprotéica, cujas mées foram submetidas a uma dieta com 8% de proteina durante o
periodo gestacional e lactacional. A atividade da enzima hepatica fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK) destes animais foi significantemente aumentada em relagdo aos
ratos normonutridos. Em um outro estudo Desai et al (1997) mostraram que o0 peso do
figado de ratos com 11 meses de idade alimentados com uma ra¢do normoprotéica, cujas
mées receberam uma dieta com 8% proteina durante a gestacéo e lactacdo ndo foi diferente
do grupo normonutrido. A recuperacdo no tamanho do figado ndo necessariamente indica
uma normalizacdo da funcdo hepética: uma diminuida atividade da enzima hepatica
glicogquinase foi observada nas duas idades estudadas (21 dias e 11 meses) deste grupo.
Enquanto que a atividade da PEPCK foi significantemente aumentada, em ambas idades, no
grupo que sofreu uma restricdo de crescimento intra-uterino. Os autores também acharam
um aumento de 88% na expressdo do mRNA da PEPCK e uma diminuigdo de 54% na
expressdo do mRNA da glicoquinase deste grupo.

As alteracbes no metabolismo de carboidratos observadas em roedores em

consequiéncia da desnutricdo protéica durante periodos criticos do crescimento e do
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desenvolvimento foram mantidas apesar do efeito regulatorio esperado em consequéncia da
ingestdo de uma dieta normoproteica e normocaldrica. Além disso, em ratos filhotes cujas
mdes sofreram uma restricdo de proteina na dieta, durante o periodo gestacional e
lactacional, a alteragdo na atividade das enzimas chaves do metabolismo da glicose
permanece suscetivel a regulacdo na vida adulta. O principal efeito da programacao (uma
mudanca permanente no filhote) ndo é prevenir controles enddcrinos e metabdlicos futuros,
mas alterar o “set point” sobre este controle. Assim, Desai et al (1996) sugeriram que
filhotes de ratos expostos a uma restricdo de proteina na dieta durante o periodo gestacional
e lactacional tém seu ponto de controle alterado na dire¢do de uma nutricdo pobre, uma vez
que a atividade da enzima de utilizacdo de glicose esta diminuida e a atividade da enzima
de producdo de glicose estd aumentada. E possivel que estas mudancas podem ser parte
integral do processo que pode realgar a sobrevivéncia do animal sob condi¢des de méa
nutricdo na vida pds-natal.

Ratos com trés meses de idade, alimentados com uma ragdo normoprotéica a partir
dos 21 dias de idade, cujas maes foram submetidas a uma dieta com 8% de proteina durante
0 periodo gestacional e lactacional apresentaram 3 vezes mais receptores de insulina e 5
vezes menos receptores de glucagon na membrana dos hepatécitos. Estes animais
apresentaram uma resisténcia do figado aos efeitos do glucagon em estimular a producéo de
glicose, talvez pelas alteracbes dos numeros de receptores tanto de insulina como de
glucagon observadas (Ozanne et al, 1996,).

Hales et al (1996) mostraram que ratos com trés meses de idade alimentados ap6s o
desmame com uma dieta normocal6rica e normoprotéica, cujas mées receberam uma dieta
com 8% de proteina durante o periodo gestacional e lactacional, foram mais tolerantes a
glicose em relacdo aos ratos normonutridos. Possivelmente isto foi devido a uma
aumentada sensibilidade a insulina, uma vez que as concentragcdes de insulina plasmaticas
foram reduzidas (Shepherd et al, 1997). No entanto, com a idade, a tolerancia a glicose
destes animais se deteriora mais rapidamente (Hales et al, 1996) e posteriormente eles
desenvolvem DM Il (Petry et al, 2001). A base do mecanismo desta perda de tolerancia a
glicose, dependente da idade, ainda é desconhecida. Porem, em ratos machos desnutridos

isto parece resultar da resisténcia a insulina, visto que as concentracdes de insulina foram
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maiores, enquanto que em fémeas parece resultar da deficiéncia de insulina (Hales et al,
1996).

Como pode ser observado em nossos resultados a concentracdo hepatica de
glicogénio (Tab. 5) do grupo hipoprotéico normolipidico, aos 60 dias de idade, foi 45,0%
maior; a sintese hepética de glicogénio a partir de [U-**C]-frutose e de [U-'*C]-glicerol
(Tab. 5) foram 15,5 e 50,0% maiores respectivamente; e a glicemia (Tab. 6) foi 22,5%
menor em relacdo ao grupo normoprotéico normolipidico, mostrando que o grupo que foi
submetido a desnutricdo protéica desde o periodo gestacional até os 60 dias de idade
apresentou maior sensibilidade a insulina. Esses resultados podem ser explicados a partir
dos achados encontrados por Desai, et al (1997) e Ozzane, et al (1996,).

Quando estudamos estes mesmos parametros em ratas que foram submetidas a
desnutricdo protéica desde o periodo gestacional até os 4 meses de idade, observou-se que a
concentracdo hepatica de glicogénio (Tab. 10) do grupo desnutrido foi 171,9% e 254,5%
maior em relagdo ao grupo normonutrido e ao grupo que foi submetido a dieta comercial,
respectivamente. A incorporacdo de glicose ao glicogénio hepatico a partir de [U-**C]-
glicerol (Tab. 10) foi 65% maior em relagdo ao grupo normonutrido. Observou-se, também,
que a glicemia no grupo desnutrido ndo diferiu do grupo normonutrido aos 4 meses de
idade como foi observado no grupo que foi submetido a desnutri¢do até os 2 meses.

O tecido muscular esquelético é considerado o maior sitio de captacdo de glicose
pos-prandial (DeFronzo et al, 1992). Ozanne et al (1996,) mostraram haver o dobro de
receptores de insulina por miligrama de proteina muscular em ratos com trés meses de
idade, alimentado com ragdo normoprotéica a partir dos 21 dias de idade, cujas maes foram
submetidas a uma dieta com 8% proteina durante a gestacdo e a lactacdo. O musculo tibial
anterior deste grupo apresentou maior velocidade no transporte de glicose basal em relagdo
ao grupo normonutrido. Quando o transporte de glicose foi medido em presenca de baixa
concentracdo de insulina (300 pM) o grupo que foi submetido a desnutri¢do gestacional e
lactacional teve maior efeito no transporte de glicose em relagdo ao grupo normoprotéico.

O grupo que sofreu restricdo de crescimento intra-uterino, ndo apresentou diferenca
no contetdo de GLUT-4 em relagdo ao grupo normonutrido, entretanto, a distribuicdo sub
celular de GLUT-4 foi 1:1,3 (membrana plasmatica/membrana intracelular) no grupo

desnutrido, e 1:6,6 no grupo normonutrido, o que pode ser relacionado a aumentada
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sensibilidade & insulina no grupo que sofreu restricdo de crescimento intra-uterino,
contribuindo para a uma melhor tolerancia a glicose.

Neste trabalho realizou-se captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo soleo
(Tab. 12), TTG (Fig. 4), TSI (Fig. 5) no grupo desnutrido para verificar o efeito da restri¢do
protéica em periodos criticos do crescimento e do desenvolvimento sobre a sensibilidade a
insulina e a tolerancia a glicose. Observou-se que estas ratas apresentaram um aumento de
29,8% na captagdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo s6leo e uma glicemia diminuida
aos 30, 60 e 120 minutos apos a injecdo i.p. de glicose (2 mg/g peso corporal) em relacdo
ao grupo normonutrido, indicando melhor tolerancia a glicose nestes respectivos tempos.
No TSI (Fig. 5) aos 30 e 60 minutos a concentragdo de glicose plasmatica do grupo
desnutrido foi menor, indicando uma maior sensibilidade a insulina. Esses resultados est&o
de acordo com os resultados encontrados por DeFronzo et al (1992), Ozanne et al (1996y) e
Ozanne et al (2000y).
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EFEITOS DA DESNUTRICAO GESTACIONAL E LACTACIONAL
ASSOCIADO A DIETA NORMOPROTEICA (25%) E
HIPERLIPIDICA (42%) A PARTIR DO DESMAME ATE 4 E 8 MESES
DE IDADE SOBRE O METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E DE
LIPIDEOS EM RATAS.
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Holness et al (1999), utilizando ratos Wistar de 7 meses de idade, os quais foram
submetidos a uma dieta com 9% e 20% de proteina (caseina) desde o periodo fetal até os 5
meses e apos foram transferidos para uma dieta normoproteica e hiperlipidica (22%) até
completarem 7 meses, mostraram que o peso corporal do grupo desnutrido até os 5 meses
de idade teve uma redugdo de 33% e 14% aos 21 e 150 dias, respectivamente. A diferenga
dos pesos entre os grupos normonutrido e desnutrido foi mantida durante a alimentacéo
com uma dieta hiperlipidica até os 7 meses de idade.

Como pode ser observado em nossos resultados (Fig. 6) até os 120 dias de idade o
grupo hipoprotéico hiperlipidico apresentou menor massa corporal em relagdo ao grupo
normoprotéico hiperlipidico. Esta diferenca foi mais pronunciada aos 21 dias de idade,
onde a massa corporal do grupo hipoprotéico hiperlipidico foi 45,7% da massa corporal das
ratas do grupo normoprotéico hiperlipidico. Observou-se, também, que entre 150 e 240 dias
de idade ndo houve diferenca na massa corporal entre eles. Neste periodo, a massa corporal
do grupo hipoprotéico hiperlipidico foi maior do que o do grupo normoprotéico
hiperlipidico, apesar desta diferenca ndo ser estatisticamente diferente; a partir dos 150 dias
de idade, o grupo hipoprotéico hiperlipidico ganha peso mais rapidamente que o grupo que
ndo foi submetido a desnutricdo protéica durante o periodo fetal e lactacional.

Observou-se, também, que o consumo de racdo (Fig. 7) do grupo hipoprotéico
hiperlipidico foi menor do 24 ao 90° dia em relagdo ao grupo normoprotéico hiperlipidico;
dos 150 aos 180 dias é igual, mas aos 240 dias foi 11,4% maior do que 0 grupo
normoprotéico hiperlipidico, demonstrando o efeito sinérgico da desnutricdo em periodos
criticos do crescimento e desenvolvimento, associado ao posterior consumo crénico de uma
dieta hiperlipidica sobre a massa corporal.

Pode ser visto, também, em nossos resultados (Tab. 16) a relacdo do peso do
figado/100 g massa corporal no grupo hipoprotéico hiperlipidico, aos 4 meses de idade, foi
maior em relagdo ao grupo normoprotéico hiperlipidico, mas quando o comparamos com 0
grupo que foi submetido a dieta comercial esta relacdo é menor. Observou-se que 0 grupo
hipoprotéico hiperlipidico mostrou uma reduc¢édo na relacdo do peso do figado/100 g massa
corporal aos 8 meses de idade, indicando uma recuperacdo do peso do figado em relacdo ao

peso corporal total e anulando o efeito da desnutri¢do durante a gestacdo e a lactacdo sobre
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0 peso deste 6rgdo. Esta recuperacdo esta associada ao consumo crénico de uma dieta
hipercalorica ap6s o desmame, até os 8 meses de idade.

A albumina é uma proteina plasmaética sintetizada exclusivamente no figado e suas
concentracdes variam em fun¢do da ingestao protéica.

Como pode ser observado (Tab. 18) a concentracdo de albumina no grupo
hipoprotéico hiperlipidico, aos 4 meses de idade, foi menor em relagdo ao grupo
normoprotéico hiperlipidico. No entanto, aos 8 meses, ndo se verifica diferenca na
concentracdo plasmatica de albumina entre os grupos hiperlipidicos (submetidos ou nédo a
desnutricdo gestacional e lactacional) mostrando a importancia da dieta (proteina) sobre a
sintese de componentes essenciais para a homeostase corporal como a albumina.

Unger (2003) escreveu que os adipdcitos, tradicionalmente, sdo conhecidos como
um depdsito passivo para 0 excesso de calorias armazenado como triglicerideos (TG).
Atualmente, no entanto, os adipdcitos também sdo reconhecidos como uma complexa
glandula enddcrina que expressam e secretam, no minimo, 17 hormonios polipeptideos e
citocinas, incluindo fator o de necrose tumoral (TNF)-a, que participa na manutencdo da
homeostase da glicose; leptina, que possui diferentes funcdes (central e periférica).

O Tecido adiposo tem um papel importante em tamponar o fluxo de &cidos graxos
(AG) da circulacdo no periodo pés-prandial, andlogo ao papel do figado e do musculo
esquelético em tamponar o fluxo de glicose pos-prandial. O tecido adiposo fornece sua a¢do
tamponante por diminuir a liberacdo de &cidos graxos nao esterificados (AGNE) para a
circulagéo e por aumentar o “clearance” de triglicerideos. Em particular, a rota de captacdo
de AG [captagdo de AG (pelos adipdcitos) liberados dos TG plasmaéticos pela lipase
lipoprotéica] tem uma contribuicdo chave no processo de tamponamento. Se esta acdo
tamponante € prejudicada, os tecidos extra-hepaticos e o figado sdo expostos ao fluxo
excessivo de lipideos, podendo acumular estes na forma de TG, levando a resisténcia a
insulina. Estes tecidos incluem além do figado, o mdsculo esquelético e as células B
pancreaticas. Esta ultima aonde em longo prazo terd& como conseqiiéncia diminuida
secrec¢do de insulina pelas células p.

Existem muitas evidéncias mostrando que a funcdo do tecido adiposo esta
prejudicada em estados resistentes a insulina (Frayn, 2002). A habilidade da insulina em

suprimir a liberacdo de acidos graxos esta prejudicada na obesidade e em outros estados



81

resistentes a insulina (Kim et al, 2000). Este prejuizo na fungdo do tecido adiposo tera
como consequéncia um tamponamento menos efetivo do fluxo de AG da circulacéo,
manifestado como um aumento pos-prandial das concentragdes plasméticas de TG e
AGNE.

E sabido que a distribuicio do tecido adiposo é um fator importante na etiologia da
resisténcia a insulina. Homens tém maior deposicdo de tecido adiposo em torno da cintura e
a obesidade visceral est associada a resisténcia a insulina (Ferrannini 1995 e Ludvik et al,
1995). Desai et al (1997) comentaram que uma dieta hiperlipidica pode afetar a quantidade,
a localizacdo e o tipo de tecido adiposo, que pode contribuir para estes achados.

Como pode ser observado em nossos resultados (Tab. 17) a relacdo do tecido
adiposo total e visceral/100 g massa corporal foi maior nos grupos hipoprotéico e
normoprotéico hiperlipidicos (nas duas idades estudadas) em relacdo grupo que foi
submetido a dieta comercial, mostrando o efeito cronico de uma alimentacdo rica em
lipideo saturado sobre a deposi¢éo de tecido adiposo abdominal.

Ozanne et al (1997) mostraram que a PI3K estava mais ativa nos adipécitos do
grupo que sofreu uma restricdo do crescimento intra-uterino. O IRS-1 associado a atividade
da PI3K apresentou niveis elevados nos adipocitos destes animais, sob condic¢des basais e
estimulada por insulina. No entanto, estes ratos apresentaram uma diminui¢do na expressao
da subunidade catalitica p100B da PI3K nos adipocitos. Shepherd et al (1998) tém
observado em seus trabalhos que a PI13K é essencial para a mediacdo das numerosas acoes
metabolicas da insulina, incluindo a estimulacdo da captacdo da glicose e inibicdo da
lipdlise.

Petry et al (2000) mostraram um aumento na expressao dos receptores adrenérgicos
B1 e B3 em adipocitos do epididimo de ratos com trés meses de idade cujas maes receberam
uma dieta hipoprotéica (8% proteina) durante o periodo gestacional e lactacional em
relacdo ao grupo normonutrido.

Como pode ser visto em nossos resultados (Tab. 22) as concentracdes hepética e
plasmatica de triglicerideos nos grupos hipoprotéico e normoprotéico hiperlipidicos foram
maiores (nas duas idades estudadas) em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta
comercial. Observou-se, também, que entre os grupos hiperlipidicos o grupo que foi

submetido a desnutricdo gestacional e lactacional apresentou maior concentracdo hepatica
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de triglicerideos, aos 4 e 8 meses de idade. Quando comparamos as concentragdes hepética
e plasmatica de triglicerideos em funcdo do desenvolvimento (4 e 8 meses) observou-se um
aumento de 45,3% e 43,0%, respectivamente, no grupo Hipoproteico Hiperlipidico aos 8
meses de idade.

Estes dados mostram que a desnutricdo protéica durante periodos criticos do
crescimento e do desenvolvimento, associado ao consumo cronico de uma dieta
hiperlipidica produz esteatose hepatica e hipertrigliceridemia.

Em nossos resultados (Tab. 23) foi observado que a concentracdo plasmaética de
HDL-colesterol, aos 4 meses de idade, e as concentracdes plasmaticas de colesterol e de
lipideos totais, nas duas idades avaliadas, foram maiores nos grupos hipoprotéico e
normoprotéico hiperlipidicos. Quando comparamos a concentragdo plasmatica de HDL-
colesterol em fungdo do desenvolvimento (4 e 8 meses) observou-se uma redugdo de
25,25% no grupo hipoprotéico hiperlipidico aos 8 meses de idade, mostrando o efeito da
desnutricdo em periodos criticos do crescimento e do desenvolvimento, associada a
ingestdo crénica de uma dieta rica em lipideo, sobre o perfil lipidico.

A fosfatase alcalina é utilizada clinicamente, na rotina laboratorial como marcador
de patologias hepaticas e 0sseas. A atividade serica aumentada da amilase e lipase séo uteis
para o diagnostico de pancreatites.

Como pode ser visto em nossos resultados (Tab. 24) o grupo hipoprotéico
hiperlipidico, aos 4 meses de idade, apresentou maior atividade da enzima amilase,
comparado ao grupo que foi submetido a dieta comercial. Observou-se que a atividade da
fosfatase alcalina foi maior nos grupos hipoprotéico e normoprotéico hiperlipidicos, nas
duas idades estudadas, em relacéo ao grupo que foi submetido a dieta comercial. Observou-
se, também, um importante aumento na atividade da lipase (5 e 6 vezes) no grupo
normoprotéico hiperlipidico, aos 8 meses de idade, em relacdo aos demais grupos
experimentais, bem como com a idade de 4 meses.

Okura et al (2004) comentaram que a pancreatite secundaria € causada por severa
hipertrigliceridemia acompanhada por uma diminui¢do de quilomicra no plasma, e que
marcada hipertrigliceridemia tem sido achada em 12 a 22% dos pacientes admitidos em
hospital por pancreatite aguda. Embora a exata patogénese da pancreatite causada por

hipertrigliceridemia permanece incerta, acredita-se que a pancreatite hiperlipidémica seja
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um resultado da irritacdo quimica no pancreas por AG. Este composto é liberado pela lipase
pancreatica do nucleo e da superficie das quilomicras circulantes em altas concentracfes
nos capilares do pancreas exadcrino.

Mori et al (2003) comentaram que o D.M. aumenta os niveis das atividades
plasmaticas de enzimas hepaticas como a alanina aminotransferase (ALT), a aspartato
aminotransferase (AST) e a fosfatase alcalina (ALP).

Os mecanismos pelos quais os niveis plasmaticos de ALT, AST e ALP estdo
aumentados no D.M. podem envolver a liberagdo aumentada destas enzimas dos tecidos,
principalmente do figado, devida ao estresse oxidativo e/ou a formacao de produtos finais
de glicacdo avancada.

Estudos prévios relataram que a restricdo protéica isoladamente aumenta a acéo
periférica da insulina, mesmo com uma prejudicada secrecdo de insulina, como pode ser
observado nos resultados do teste de tolerancia a glicose TTG (Fig. 4) e do teste de
sensibilidade a insulina TSI (Fig. 5) do nosso trabalho. Porem, uma dieta rica em lipidio
leva a um modesto prejuizo na acéo periférica da insulina sem um prejuizo da tolerancia a
glicose, devido a aumentada secrecao de insulina (Holness, 1996). No entanto, a exposi¢ao
cronica das duas intervencdes dietéticas resulta em uma interagédo sinérgica, levando a um
marcado prejuizo na agdo periférica da insulina, associado, entdo, com uma diminuida
resposta secretora da mesma resultando na intolerancia a glicose.

Para observar tal efeito, realizou-se: captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de
musculo s6leo (Tab. 20), medida da glicemia (Tab. 21), TSI (Fig. 8) e TTG (Fig. 9) em
ratas com 8 meses de idade que foram submetidas a desnutricdo gestacional e lactacional
associado a dieta normoproteica (25%) e hiperlipidica (42%).

Como pode ser visto (Tab. 20) a captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo
soleo foi menor nos grupos hipoprotéico e normoprotéico hiperlipidicos em relacdo ao
grupo que foi submetido a dieta comercial. Mas apenas o grupo hipoprotéico hiperlipidico
apresentou uma diminuicdo significativa (15,35%) na captacdo de 2-deoxiglicose
comparado ao grupo que foi submetido a dieta comercial.

A glicemia (Tab. 21) nos grupos hipoprotéico e normoprotéico hiperlipidicos, aos 4
meses de idade, foi superior em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial.

Observou-se que, aos 8 meses de idade, a concentracdo plasmatica de glicose do grupo
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hipoprotéico hiperlipidico foi 11,8% maior em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta
comercial. Quando comparamos a concentracdo plasmatica de glicose em funcdo do
desenvolvimento (4 e 8 meses) observou-se um aumento de 13,2% neste parametro, aos 8
meses de idade, no grupo hipoprotéico hiperlipidico.

No TSI (Fig. 8) foi observado que os grupos hipoprotéico e normoprotéico
hiperlipidicos apresentaram um aumento na glicemia, no estado de jejum, em relagdo ao
grupo que foi submetido a dieta comercial. No entanto, este aumento foi estatisticamente
diferente apenas em relacdo ao grupo normoprotéico hiperlipidico.

No TTG (Fig. 9) o grupo hipoprotéico hiperlipidico apresentou uma glicemia
aumentada, aos 30 e 60 minutos, em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial,
indicando uma intolerancia a glicose, nestes respectivos tempos.

Estes resultados estdo de acordo com Holness et al (1996) mostrando um sinergismo
da exposicao cronica das duas intervencdes dietéticas, que levou a um prejuizo na acao
periférica da insulina, resultando em intolerancia a glicose.

McGarry (2002) em seu artigo de revisdo relatou que os TG podem estar agindo
como marcadores substitutos para alguns produtos derivados dos AG, tais como espécies de
acil-CoA de cadeia longa (acil-CoA CL), na captacéo de glicose estimulada por insulina.

Ellis et al (2000) avaliaram um grupo de individuos com varios graus de tolerancia a
glicose e acharam uma forte correlacdo negativa entre sensibilidade a insulina corporal
durante um clamp hiperinsulinémico-euglicémico e o contetdo de acil-CoA CL no midcito
esquelético medido por *H MRS.

Ye et al (2001) encontraram uma diminuida captacdo de glicose estimulada por
insulina no musculo esquelético de ratos submetidos a dieta hiperlipidica, eles também
acharam um marcado aumento nos niveis de TG plasmaticos e um aumento de acil-CoA
CL no midcito esquelético.

Evidéncias mostraram que o acil-CoA CL interfere na captagdo de glicose
estimulada por insulina interrompendo a cascata de sinalizacdo de insulina que
normalmente leva ao movimento dos transportadores de glicose (GLUT)-4 de um

compartimento intracelular para a superficie da célula muscular (Fig. 10).
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Figura 10: Captacdo de glicose estimulada por insulina no musculo

esquelético de ratos no estado de jejum de 18 a 24 horas.
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Fonte: Dresner, A et al (1999) e Laybutt, D. R. et al (1999)

Na auséncia de acidos graxos, quando a insulina (1) liga-se ao seu receptor (IR), ela
gera a seguinte seqiiéncia de eventos (flechas pontilhadas): A: fosforilagdo do substrato 1
do receptor de insulina (IRS-1) em um residuo de tirosina; B: ativacdo da fosfatidilinositol
3-quinase (P13-K), e C: translocacdo do transportador de glicose responsivo a insulina
(GLUT-4) para a membrana plasmatica. Na presenca de acil-CoA de cadeia longa
(LcaCoA), a cascata de sinalizacdo da insulina segue uma rota diferente (flechas solidas):
D: geracdo de um pool de diacilglicerol (DAG), E: ativacao da proteina quinase C-6 (PKC

0) e a fosforilagdo do IRS-1 em um residuo de serina.

Este processo envolve uma sequiéncia de reacdes cuja ligacdo da insulina ao seu
receptor causa a fosforilacdo do (IRS)-1. Isto leva a ativacdo da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K), um ponto chave na translocacdo do GLUT 4 para a membrana plasmaética
(Shulman, 2000 e Laybutt et al, 2000). Kim et al (1999) e Kim et al (2000) mostraram a
partir de musculo de individuos obesos resistentes a insulina (com ou sem DM) e de ratos

Zucker respectivamente, niveis reduzidos de fosforilacdo do residuo de tirosina do IRS-1 e
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de atividade da PI3K. Com este pensamento, Griffin et al (1999) infundiu lipideos e
heparina em ratos normais para aumentar os niveis de AG livres circulantes por cinco horas
antes de realizar um clamp hiperinsulinémico-euglicémico. Como esperado, a infusdo de
lipideos causou uma reducdo de 40-50% na oxidagdo muscular de glicose e na sintese de
glicogénio por um transporte de glicose prejudicado. Isto foi acompanhado por uma
diminuicdo significativa na fosforilagdo do residuo de tirosina do IRS-1, por uma reducéo
de 50% na atividade da PI3K associada ao IRS-1 e por um aumento de até 4 vezes proteina
quinase C 6 (PKC)-6 ativa ligada a membrana. A partir destes achados 0s autores proporam
uma hipotese de que uma elevada concentracdo de acil-CoA CL na célula muscular gera
um pool de diacilglicerol, que entdo ativa uma serina quinase (possivelmente PKC-6). A
fosforilagdo resultante do IRS-I1 em um residuo de serina interfere com sua habilidade em
recrutar e ativar a PI3K. Assim, temos uma perda do estimulo para a translocac¢do do GLUT
4 para a superficie da célula e entdo uma captacdo de glicose estimulada por insulina
prejudicada. Consistente com esta nocao, Bell et al (2000) acharam que a rapida reversao
da resisténcia a insulina muscular em ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica depois
de uma unica refeicdo rica em carboidratos estava associada com uma diminui¢cdo nos
niveis de acil-CoA CL e uma perda da atividade da PKC-6 ligada & membrana.

Goldstein et al (1998) relataram que um dos mecanismos para os defeitos na cascata
de fosforilagdo do receptor de insulina, que ocorre na obesidade, pode ser a atividade e a
expressdo aumentada de varias proteinas tirosina fosfatases (PTPs), que defosforilam e
assim interrompem a sinalizagdo propagada através de eventos de fosforilagdo tirosil.
Alguns dados indicam que no minimo trés PTPs estdo aumentadas na sua expressao e/ou

ativagdo no musculo e tecido adiposo de roedores e seres humanos obesos.
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Dos resultados encontrados e discutidos anteriormente, pode-se concluir que:

A desnutricdo pré-gestacional, gestacional e lactacional até 60 dias de idade

ocasionou:

e um aumento na concentracdo de glicogénio hepéatico em relacdo ao grupo
normoprotéico e normolipidico;

e um aumento na sintese de glicogénio hepatico a partir de [U-**C]-frutose e
de [U-'*C]-glicerol em relagdo ao grupo normoprotéico e normolipidico;

e uma diminui¢do na concentracdo de glicose plasmatica em relacdo ao grupo

normoprotéico e normolipidico.

A desnutrigdo cronica desde o periodo gestacional até os 4 meses de idade

0casionou:

e uma diminui¢do no peso corporal, em todas as idades avaliadas, em relagédo
ao grupo nomonutrido;

e uma diminui¢do no consumo de racao até os 90 dias de idade em relacdo ao
grupo normonutrido;

e um aumentado na relacdo do peso do figado/100 g massa corporal em
relacdo ao grupo normonutrido;

e uma diminui¢do na concentracdo plasmatica de albumina em relacdo ao
grupo normonutrido;

e uUm aumento na concentracdo hepatica de triglicerideos em relagéo ao grupo
que foi submetido a dieta comercial;

e uUm aumento na concentracdao hepatica de glicogénio em relacdo aos demais
grupos experimentais estudados;

e um aumento na incorporacdo de glicose ao glicogénio hepatico a partir de
[U-**C]-glicerol em relac&o ao grupo normonutrido;

e um aumento na concentracdo plasmatica de colesterol total e de lipideos

totais em relacdo aos demais grupos experimentais estudados;
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e um aumento na concentragdo plasmatica de HDL-colesterol em relagdo ao
grupo normonutrido;

e um aumento na atividade da amilase em relag&o ao grupo normonutrido;

e um aumento na atividade da lipase em relacdo ao grupo que foi submetido a
dieta comercial,

e um aumento na atividade da fosfatase alcalina em relacdo aos demais
grupos experimentais estudados;

e um aumento na captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de muasculo s6leo em
relacdo ao grupo normonutrido;

e uma maior sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose em relagdo ao

grupo normonutrido.

A associacdo da desnutricdo durante o periodo gestacional e lactacional ao consumo
de uma dieta normoprotéica (25%) e hiperlipidica (42%) a partir do desmame (21 dias de

idade) até 4 e 8 meses de idade ocasionou:

e uma diminuicdo no peso corporal até os 120 dias de idade em relacdo ao
grupo nomoprotéico hiperlipidico;

e uma reducdo na relacéo do peso do figado/100 g massa corporal aos 8 meses
de idade, em relagéo ao valor encontrado aos 4 meses;

e um aumento na relacdo do tecido adiposo total e visceral/100 g massa
corporal em relagdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial;

e um aumento na concentracdo hepatica de triglicerideos, nas duas idades
estudadas, em relagdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial e em
relacdo ao valor encontrado aos 4 meses;

e um aumento na concentracdo plasmatica de triglicerideos, nas duas idades
estudadas em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial e em
relacdo ao valor encontrado aos 4 meses;

e um aumento na concentragdo plasmética de colesterol total e de lipideos

totais em relacdo ao que foi submetido a dieta comercial;
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e uma diminui¢do na concentragdo de HDL-colesterol aos 8 meses de idade,
em relacdo ao valor encontrado aos 4 meses;

e uma diminuicdo na captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo soleo
em relacdo ao grupo que foi submetido a dieta comercial;

e um aumento na glicemia aos 8 meses de idade, em relacdo ao valor
encontrado aos 4 meses;

e uma intolerancia a glicose e uma insensibilidade a insulina em relagdo ao

grupo que foi submetido a dieta comercial.

Conclusao Geral:

Podemos concluir que o gendtipo econdmico (Nell, 1962), a desnutricdo durante a
gestacdo e lactacdo, uma dieta hiperlipidica e estilo de vida sedentéario sdo fatores que
contribuem para o desenvolvimento da obesidade e consequentemente da resisténcia a

insulina e DM II.
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