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De um certo ponto adiante ndo ha mais retorno.
Esse € o ponto que deve ser alcangado.

Franz Kafka.
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RESUMO

A desnutricdo fetal ou perinatal pode programacoride desordens metabdlicas ao
longo da vida. Fatores po-natal podem modificar endfipo programado. Isto posto
objetivamos verificar os efeitos de uma dieta Hipitica (50% de lipidios) sob a prole pos-
desmame, de ratas submetidas a desnutricdo daraygstacdo ou lactacdo, sob parametros
de resisténcia a insulina (RI) e estresse oxidga®). Para tal utilizamos um modelo de
desnutricdo contendo 7% de proteina para os grexmerimentais, com dieta isocaldrica ao
grupo controle (25% de proteina). O desenho expeertiah foi composto de 4 grupos: DG-
desnutrido durante a gestacdo (7% de proteina edeOfipidios), DL—desnutrido durante a
lactacdo (7% de proteina e 10% de lipidios), N/Hromutrido (25% de proteina e 10% de
lipidios durante a gestacéao/lactacdo), C-conti2884 de proteina, 10% de lipidios e 65% de
carboidratos durante os 4 meses de tratamento).

A rata-mé&e do grupo DG foi substituida por lactambemonutrida. A rata-mée do
grupo DL recebeu dieta C até o parto e, duranterigo de lactacdo (21 dias) essa foi
substituida por dieta restrita em proteina. Os agupxceto C, receberam apds seu periodo
teste, dieta hiperlipidica (50% de lipideos). Todsgrupos foram formados com n=8, exceto
DG, com n=4. A fim de avaliar parametros de Rl eOSRoram determinados: curva de
crescimento (C.C.), teste de tolerancia a glicd3&s(, massas dos figados e tecido adiposo,
insulina plasmatica por radioimunoensaio, colesterdriglicerideos (Tg) plasmaticos e
hepaticos utilizando kit enzimatico e atividadeea&ima fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK) hepético, bem como parametros de EO erddigacértex. Os resultados expressos
em relagéo ao C.

O peso corporal total ndo apresentou diferencae eodr grupos, no entanto, ao
comparar 0 peso do tecido adiposo visceral e apididencontramos diferenca significativa
dos grupos DG e DL. No TTG, o grupo DG apresenteuagao significativa na glicemia
basal, assim como grupos DG e DL no tempo de 60Qnaileém disso, observou-se
hiperinsulinemia no grupo DG. Os grupos tratadabiem elevacdo estatistica significativa
dos Tg plasmaticos e hepaticos, bem como do cobédtepatico. Os grupos apresentaram
diferenca entre si quanto ao colesterol plasmatiwostrando relagcdo mais acentuada nos
grupos DL e DG, bem como nos parametros de avalidddEO.Os resultados demonstram
que a restricdo protéica durante a gestacdo caclrtinduz a um estado de Rl e EO, efeito
amplificado por uma dieta hiperlipidica apos a aewtecao; atificando a importancia das
condi¢cdes intrauterinas e da qualidade da dietanatss na génese de doencas crbnicas.



ABSTRACT

Fetal or perinatal undernutrition programmes ridk later metabolic disorders.
Posnatal factores modify the programmed phenofypeerify the effects of a high fat diet
(50% fat) on the postweaning offspring of damsaié rthat were submitted to malnutrition
while gestation and lactation periods, under patarseof insulin resistance (IR) and
oxidative stress (EO). We used a model of malnatritomposed of 7 % of protein for the
experimental groups, with an isocaloric diet adstem to the control group (25% protein).
The experimental design was based on 4 groups: (ID@¢rnourished on the gestation (7%
of protein and 10 % of fat), DL undernourished ba suckling (7% of protein and 10 % of
fat), N/H diet control during gestation and laatati(25% of protein and 10 % of fat), C-
control (25% of protein 10 % of fat and 65% of aarpdrate over the 4 months treatment).

The offspring of dams fed a low protein diet (LR)idg pregnancy and then allowed
to catch up by having the nursing dams fed a cbif@p The DL group dams received a
control diet until the delivery and during the slielf period it was changed by a low protein
diet. The groups, except for the C group receiwvelten their test period ended, a high fat
(50% fat. In an attempt to evaluate IR and EROsipaters the body weight, the glucose
tolerance test, biochemical parameters, body pdeamelipid peroxidation, the hepatic
PEPECK'’s activity were runned, just like EO paraenetof liver and brain cortex. The
results were expressed relatively to C.

Addressing the total body weight, there were ndedéhce between the groups,
however, comparing the weight of adipose viscemgpididymal tissues, we found significant
changes among DG and DL groups. On the GTT, thegfd@p has shown significant raising
in the glycemia basal, just like occurred with @ and DL groups in 60 minutes. Moreover,
there was hyperinsulinemia on the DG group. Theméa and hepatic triglycerides of the
working groups, just like its cholesterol hepatigffered a significant increasing of the
statistics scales. There were also differencekarcholesterol plasma between all the groups,
showing a most stressed relationship when it caimébe DL and DG. The same occurred
when the EO was assessed. The results show thptdten restriction during pregnancy or
lactation leads to RI and EO, being this effect lred by a high fat diet after the suckling
period, assuring the importance of the intrautecmeditions and those concerning the quality
of the postnatal diet all related to the origircbfonic diseases.



LISTA DE ABREVIATURAS

AGESs: Produtos Finais de Glicacdo Avancatar(glésAdvanced Glycation end Produjts

DM: Diabetes Mellitus

DMII: Diabetes Mellitus tipo Il

RI: Resisténcia a Insulina

TNF-a: Fator Alfa de Necrose Tumoral
IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

NF-kB: Fator Nuclear kB

PARP: Poli (ADP ribose) polimerase
CPT1 : Carnitina Palmitoil Transferase 1
EROs: Espécies Reativas de Oxigénio
EO: Estresse Oxidativo

ERNSs: Espécies Reativas de Nitrogénio
RL: Radicais Livres

SOD: Superéxido Dismutase

CAT: Catalase

GPx: Glutationa Peroxidase

GSH: Glutationa Reduzida

TBARS: Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitrico
C: Grupo Controle

NH: Grupo Normoprotéico

DG: Grupo Desnutrido na Gestacao

DL: Grupo Desnutrido na Lactacao
NASH: esteato hepatite ndo-alcodlica (do inglés-Ntmoholic Steatohepatitis)



1.1 INTRODUCAO

A obesidade nos paises desenvolvidos e nos paisetegenvolvimento cresce de
maneira preocupante. Fatores como estilo de vidgda & genética contribuem para o
desenvolvimento desta doenca (BAINS et al, 2008mAdisso, pesquisadores tém discutido
a relacao entre o meio intra-uterino adverso eserelvimento de doencas na vida adulta —
“a origem fetal da doenca do adulto”. Este fenbmdanominado “programacéo fetal” &
descrito como um processo enquanto estimulo “ino(jt® qual estabelece uma resposta
permanente no feto, conduzindo a um aumento dapstilsiidade a doencas na vida. No
entanto, o meio, durante os periodos iniciais dgeolvimento pds-natal, pode tambéem
“programar” funcdes (ARMITAGE, 2005). Com isso, tesido proposto que o risco de
desenvolvimento de desordens metabdlicas na viddtaad influenciado por fatores
ambientais, ja nos periodos iniciais do desenvamnim

A programacdo metabodlica € um conceito definido yor processo em que um
insulto, ocorrido em um periodo critico de desevivaénto, resulta em alteracdes
permanentes na estrutura e/ou funcédo de um érgagadmumetabdlica (PETRY & OZANNE,
2001). A relacéo entre a nutricdo no periodo fetpkrinatal e a repercussédo na vida adulta
tem sido reconhecida ha varias décadas.

Segundo Gluckman e Hansen (2004), quando a respostptativa previsivel é
apropriada, como, por exemplo, um feto que passaupo periodo de desnutricdo, faz
adaptacbes para viver em um ambiente com restmcdiocional, desenvolvendo-se no
mesmo meio, o fenotipo sera normal; no entantondmaescompassos ocorrem entre 0 meio

gestacional e/ou lactacional e o meio jovem/adubtono por exemplo, se 0 mesmo animal



que sofreu desnutricdo gestacional e/ou lactaciamal pés-natal o meio € “normo” ou
“hipernutrido” a resposta é negativa e doencasas@fastam.

Pouco se sabe a respeito das diferencgas entreitissafa dieta materna sobre a prole,
nos periodos de gestacdo e de amamentacdo. Grameealps protocolos inclui provisdo de
dieta para a mae até o desmame. A dieta maternantduo periodo de amamentacéo, no
entanto, pode ser crucial, pois importante fasendéuracdo ocorre durante esse periodo
(ARMITAGE, 2005).

Recentes evidéncias demonstram que doencas crormmoas diabete mellitus,
hipertenséo, aterosclerose e doencas cardiovassuf@dem ter origem em alteracdes
ocorridas no utero e durante o inicio da vida patsdn(JOSHI et al, 2003). A epidemia de
diabetes mellitus e obesidade nos paises em ddgemsoto pode ser parcialmente explicada
pela discrepancia entre a ma nutricdo pré-natalabumdancia de alimentos no pés-natal
(SIEMELINK M., 2002).

Mudancas funcionais induzidas por uma dieta hipépra no periodo gestacional sdo
persistentes e, na vida adulta, podem contribuma pa desenvolvimento da sindrome
metabodlica, caso a dieta ap6s o periodo inicial ddsenvolvimento seja normo ou
hipercalorica (SPARRE et al, 2003).

Doenca de Alzheimer (DA), obesidade, diabetes tuslltipo Il (DMII) e doenca
hepatica néo alcodlica (NAFLD)/esteato hepatite -aldodlica (NASH), aumentaram
drasticamente ao longo das Ultimas décadas. H&rmmiabs crescentes de que a obesidade,
DMII, e prejuizos cognitivos estdo inter-relaciooadDE LA MONTE SM, 2009). No
entanto, embora haja bastantes estudos epidentiofglacionando a obesidade e a ingestao
excessiva de gordura com as crescentes taxas dd¢, DMISH e prejuizo cognitivo

(LAUNER LJ, 2007, DELGADO JS, 2008; NUGENT C, YOUMNSI ZM, 2007, WANG
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XP, DING HL, 2008), os dados experimentais atuaisayn bastante dependendo do modelo
avaliado (DE LA MONTE, SM, 2009)

Nas ultimas décadas, muitos progressos tém sitis feim direcdo ao entendimento da
via de desenvolvimento dos sistemas fisiologicasimpacto dos eventos iniciais da vida,

inclusive a nutricdo, nestes processos.

1.1.1. DESNUTRICAO

Mediante estudos em roedores, pesquisadores dearanst que a desnutricdo
protéico fetal resulta em déficit de crescimenttrahuterino e aumenta a incidéncia de
doencas como diabete mellitus e sindrome mtabG@AANNE et al, 2003).

Além disso, ha pesquisas mostrando déficits cagrsitem animais e humanos que
passaram por distarbios dietéticos durante os g@sigestacional e lactacional. Ha estudos
mostrando prejuizo cognitivo secundario a desragrigré e pés-natal (MORGANE et al.,
1993).

Etimologicamente, podem receber o conceito de desho, estados determinados
por deficiéncia quantitativa (energia) ou quahl@ati(lum ou mais nutrientes), consumo
alimentar excessivo e mesmo certas doencas retat@era desvios da nutricdo normal. Em

nosso estudo, o termo desnutricdo foi utilizada@acéo a deficiéncia de proteina.

1.1.2 DESNUTRICAO E SISTEMA NERVOSO

A desnutricdo € responsavel pela alteracdo de syéwentos maturacionais centrais
resultando em anormalidades comportamentais, pdwafuncionamento cognitivo e

distarbios no aprendizado e memdria. Os efeitos idsgltos nutricionais no cérebro em
7



desenvolvimento sdo duradouros e levam a defi@énpermanentes no aprendizado e
comportamento (MORGANE et al, 1993). A maturagaoSiMC e o desenvolvimento da
capacidade cognitiva dependem de trés fatores @aiserpotencial genético do individuo,
estimulo ambiental e nutricdo adequada (MORGANEIet1993, KEHOE et al, 2001).
AlteracBes no desenvolvimento cerebral pré-natebmlente de quaisquer alteragbes destes
fatores podem resultar em vérios graus de prejo@oportamental e disfungdo cerebral.
Atualmente, sabe-se que o contribuinte ndo genétiess importante para alteragbes
permanentes do desenvolvimento cerebral fetal éfiai&hcia nutricional (GALLER, 2001;

MORGANE et al., 2002).

1.1.3 DIETA HIPERLIPIDICA

A dieta da sociedade ocidental € muito rica emrizace principalmente em lipideos.
A obesidade € comumente associada com niveis elevidacidos graxos no plasma. Altos
niveis de acidos graxos no plasma tém emergido @maior ligacdo entre a obesidade e a
resisténcia a insulina, a qual se caracterizagiglmuicdo na captacdo periférica de glicose e
na sintese de glicogénio (BODEN, 2003). H4 estudpsrtando que uma dieta rica em
gorduras saturadas, exclusivamente durante o ped®@@mamentacdo, conduz a elevacdo da
pressdo sanguinea, funcédo endotelial comprometideaneostase anormal da glicose na prole
adulta (KHANet al, 2004).

Pesquisadores tém demonstrado que o metabolismdieties hiperlipidicas esta
relacionado com a ineficiéncia da sinalizacdo dalina (BODEN & CARNELL, 2003) e
disfuncdo mitocondrial (PATTI, 2004) presentes esahvolvimento da resisténcia a insulina

e diabetes. Também tem sido demonstrado que daietasalto teor de gordura aumentam a



quantidade de substrato disponivel para a oxidacddluxo de elétrons através da cadeia
respiratoria mitocondrial, aumentado a producacadeais livres (RL) (YANGet al, 2006).
Unger (2003) demonstrou que o aumento da inge®tdpidleos aumenta a disponibilidade
de acidos graxos para os tecidos. Em individuos sfiee sensiveis a leptina (hormdnio
responsavel pela lipdlise e oxidacdo lipidica) esgeesso de &acidos graxos causa um
aumento no PPAR-alfa, que por sua vez vai estinraukintese de CPTI e acil CoA oxidase.
Por outro lado, isto ndo acontece em ratos ques@daensiveis a leptina e ha um aumento da

lipogénese, da lipoperoxidagéo e da sintese denwas.

1.1.4. RESISTENCIA A INSULINA

A resisténcia a insulina (RI) € um estado patoldgiefinido como a incapacidade do
organismo em responder normalmente as a¢gfes daash resisténcia hepatica a insulina,
por exemplo, estd associada com o prejuizo a sfweka producdo hepética de glicose pela
insulina, resultando em hiperglicemia (ABDUL-GHANR2008). Individuos insulino-
resistentes sofrem comprometimento na acdo dainaseim mdultiplos tecidos, incluindo
musculo esquelético, e adipécito (GROOP LC, 198DAL-GHANI, 2008).

A resisténcia a insulina € um preditor da doencaabddica, um marcador
independente de um estado onde a oferta excedmanda de nutrientes. Ainda, o musculo
esta, aparentemente, se adaptando para oxidaps$ipjubupando glicose, o que favorece a
hiperglicemia. Essa seletiva resisténcia a insudigeava e acelera o surgimento da doenca
metabdlica, levando a um aumento da sintese deerigeos e ao aumento da liberagéo de

AGL ligados a lipoproteinas (CHAVEZ JA, SCOTT A. BMERS, 2009).



No cérebro, a resisténcia a insulina leva a peslaomal e prejuizo na fungdo do
neurotransmissor necessario para a plasticidadpremdizagem e a meméria. Além disso, a
resisténcia a insulina cerebral prejudica a sobéewia e funcdo de oligodendrdcitos,
resultando em diminuicdo da integridade da mieknanaior geracdo de ceramidas, que
aumentam ainda mais a resisténcia a insulina @retauro-inflamacao, estresse oxidativo e

neurodegeneracao (DE LA MONTE, S et al, 2009).

1.1.5. DIABETES MELLITUS TIPO Il (DMII)

E amplamente aceito que ha uma relacdo entregéstinicial do crescimento e
consequente desenvolvimento do diabetes tipo IILER& BARKER, 2001). A restricao do
crescimento inicial da prole esta sujeita a pereldoterancia a glicose idade-dependente e
franco desenvolvimento de diabetes na idade adBEARY et al, 2001). O mecanismo
molecular subjacente a esta diminuicdo na toleadaalicose ainda ndo esta bem claro. No
entanto, a hiperinsulinemia sugere que a intolémaric glicose esta relacionada ao
desenvolvimento da Rl (OZANNE et al, 2003). Em estudo com modelo de desnutricdo
protéica no periodo gestacional, foi verificado quapoptose de célulfisestava aumentada
no pancreas dos neonatos aos 14 dias de vida (REIRI99). Os adipdcitos de ratos (aos
trés meses de idade) que foram submetidos a desoutra vida fetal apresentaram uma taxa
elevada de consumo basal de glicose estimuladanpalina. Em paralelo, foi observado
neste mesmo estudo, aumento na atividade da fhbfeisitol 3 quinase (PI3K), que
participa diretamente dos efeitos metabdlicos dalima. Apesar do aumento da atividade do
PI3K, os adipdcitos de filhotes submetidos a dem@at foram resistentes a acao anti-

lipolitica da insulina (OZANNE SE, 2003).
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A regulacédo entre lipdlise e lipogénese € efetwddvés da interacdo de um namero
de fatores metabdlicos e hormonais, cujos nivessdeierminados pelo estado nutricional
(KERSTEN S et al, 2001). Funcdo adipocitaria attareem sido demonstrada na prole de
maes submetidas a desnutricdo protéica, com aunmtmedal da captacdo de glicose
estimulada pela insulina na prole jovem, assodaiadauma redugdo no tamanho do adipdcito
e aumentada expressao do receptor da insulina (QIEA&L al,1997; SHERPHERD et al,
1997). No entanto, com a idade, estes animais arastruma reducéo na captacéo da glicose
e um prejuizo na sensibilidade a esta (FERNADEZNMWIet al, 2005). Esses dados

demonstram a interacdo entre a lipotoxicidade elDMI
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Figura 1: Diferentes vias subjacentes a programpeénatal e DMII (MCMILLEN, C, 2005)
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1.16 GLICOTOXICIDADE, LIPOTOXICIDADE, ESTRESSE

OXIDATIVO E INFLAMACAO.

O mecanismo da etiopatogenia do DMII ainda n&do tgmente esclarecido, no

entanto, duas hipéteses séo sugeridas para elqliadlicotoxicidade e a lipotoxicidade.

A (glicotoxicidade consiste em danos estruturais uacibnais causados pela
hiperglicemia cronica nas célul@spancreaticas e em tecidos-alvo da insulina. Algipts
celulares, como células endoteliais e mesangidis, conseguem manter sua concentragdo
intracelular de glicose normal diante da hiperghize (estas células ndo diminuiriam seus
transportadores de glicose GLUT1 e GLUT1/GLUTZ2, pessivamente), tendo como
decorréncia uma elevada concentracdo dessa moléunécelularmente. Esta elevada
concentracdo de glicose intracelular ocasiona umeato na produgdo e na oxidacao do
acetil-CoA no ciclo de Krebs, levando a um aumela#twelocidade do transporte de prétons,
com consequiente aumento da diferenca do potenddfoguimico entre o espaco
intermembrana e a matriz mitocondrial. Quando @i$ésenca atinge um ponto critico, ocorre
um fluxo reverso de elétrons para a coenzima Qstadesara o @gerando superéxido. A
enzima superéxido dismutase (SOD) transforma oréum® em perdxido de hidrogénio
(H202). Ao mesmo tempo, 0 G e a H,O,, podem também, através de reacées de Haber-
Weiss e Fenton, respectivamente, formar radicalokid(«OH). Esse aumento do radical
hidroxil acarreta quebra do DNA com consequenteagfio da enzima poli-(ADP)-ribose
polimerase (PARP). A PARP inibe a enzima glicerade-P-desidrogenase que, por sua
vez, acarreta um grande aumento da via do polalhekosamina, ativacdo da PKC e a

formacgao de AGEs (Produtos Finais de Glicagéo Aada)
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Mais recentemente, a lipotoxicidade como etiopat@gdo DMII tem sido bastante
discutida. O adipécito, além do seu papel no armamento de acidos graxos, tem uma
importante funcdo enddcrina. Produz uma variedade adipocitocinas (adiponectina,
resistina, angiotensinogénio, fator de necrose tahug leptina, entre outras) envolvidas em
funcdes diversas que incluem homeostase da glicofemacdo, balanco energético,
metabolismo lipidico, entre outros.

Segundo, DESPRES e LEMIEUX (2006), a obesidade @stado pro-inflamatorio,
onde o tecido adiposo hipertrofiado é resisterites@dina e apresenta um acentuado aumento
na liberacdo de acidos graxos. Isso significa @eelds extra-adiposos (figado, pancreas,
musculo esquelético, etc) sdo expostos a um flugessivo de lipidios e podem acumula-los,
desencadeando a formacéo de metabdlitos toxicasgsacelulas (diacilglicerol, ceramidas,
etc), os quais podem alterar cascatas de sinatizagierar uma série de processos danosos
intracelularmente (UNGER RH, 1995; MCGARRY, 200RBENTKI M, 2006; SAVAGE ET
AL, 2007). O aumento de acil-CoA de cadeia longamenta a sintese de ceramida, a qual
propicia a ativacdo de 6xido nitrico sintase indelz{iNOS), aumentando dessa forma a
producao de peroxinitrito, potente molécula oxidaie pode induzir efeitos deletérios, tais
como: quebra do DNA, comprometimento da dinamiaiotgiial, producédo de moléculas de
adesdo e oxidacdo dos antioxidantes, peroxidaiphdich, nitratacdo de aminoacidos
aromaticos como a tirosina das proteinas, formarao residuos 3-nitrotirosina
(WAJCHENBERG et al., 2007). O estado de hiperglieegera um aumento de digliceridio
intracelular, este ativa a PK& que fosforila o receptor de insulina substratdRIS() em
serina, 0 que reduz a capacidade do IRS-1 de ae digativar a PI-3K resultando em
transmissao reduzida da sinalizacdo da insulinaGBIRI e ORCI, 2001; McGARRY, 2002).

Além disso, a PKC pode fosforilar diretamente dioor do NF-«B, kB (GOSH E
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BALTIMORE, 1990), e esta fosforilacdo resultar iteetacdo de NF<B que € translocado do
citosol para o nucleo, onde induz a transcricagedess pro-inflamatérios como o TNfe a
interleucina 6 (IL-6) (BARNES E KARIN, 1997).

Como mostrado acima, a glicotoxicidade e a lipaio&ide contribuem para a
progressiva deterioracdo da homeostase da glicases dipidios, caracteristica da DMII.
Ambas parecem atuar por vias especificas e tamlm@éralgumas vias em comum. As vias
ativadas pela glicotoxicidade a partir do estressilativo parecem poder ser ativadas
também pelo excesso de espécies reativas de axigéradas a partir da oxidacao de acidos

graxos em alguns tipos celulares (BROWNLEE, 2004).
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1.1.7 GLICONEOGENESE

Em 1963, Randle e colaboradores descreveram @ &iitlo graxo-glicose, também
conhecido como ciclo de Randle. Foi mostrado qaamento do fluxo de acidos graxos, em
musculos cardiaco e diafragmatico de ratos, elewayaoducédo de acetil-coenzima A e
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADtocondrial pelg- oxidacéo, levando
a inibicdo do complexo piruvato desidrogenase,ltasio no aumento da concentracéo de
citrato. Assim, a alta concentragdo de citrato ePApassam inibir a atividade da
fosfofrutoquinase, levando a uma reducdo na vimlifica. Consequentemente, o contetdo
de (glicose-6-fosfato eleva-se inibindo a hexoqunasausando acumulo de glicose
intracelular, comprometendo a captagcao desta (RANBiLal., 1963; RANDLE et al.,1994;
SHULMAN, 2000). Dessa forma, o aumento cronico diveis de acidos graxos no plasma
estimula a gliconeogénese (WILLIAMSON JR et al, 9BERRANNINI E. et al, 1983; DE
FRONZO, 2009), induz resisténcia a insulina e preja secrecao insulinica (KASHYAP et
al, 2003, Carpentier A, 2000).

Os mecanismos envolvidos na programacao incluemesagdo entre o ambiente
(fendtipo) e a expressdo de genes (genoétipo), que gido chamada de epigenética.
(BURDGE et al, 2007) A fosfoenolpiruvato carboxdaPEPCK) é considerada a enzima
chave da gliconeogénese - catalisa a conversagaleacetato + GTP em fosfoenolpiruvato
+ GDP + CQ. O gene para a forma citosélica (PEPCKc) é agudsmegulado por uma
variedade de sinais hormonais e dietéticos, ossquesultam na alteracdo desta enzima
(HANSON,R & RESHEF,L.,1997). A identificacdo da wda;do epigenética de expressao de

genes com potencial mecanismo da indugdo de diésrdandtipos pela nutrigdo materna,
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durante o periodo critico do desenvolvimento, sastiquestionamento sobre a atuacdo de

outros estimulos ambientais.

1.1.8 DIETA HIPERLIPIDICA, EROS/ERN, DMII E TECIDO

NERVOSO

Tem sido descrito que espécies reativas de oxigémitrogénio, bem como radicais
livres, podem patrticipar ativamente de process@ermknativos simultaneamente ao DMII.
Dano oxidativo em diferentes biomoléculas, bem catteracdo na atividade de enzimas
antioxidantes podem fazer parte deste cenario yidaote (VALKO M, 2006).

Obrosova IG, et al (2009) demonstrou que alimentagd@m dieta hiperlipidica
provoca estresse oxidativo e nitrosativo. Estressgativo/nitrosativo € um mecanismo bem
reconhecido na neuropatia diabética e, evidéncas p importancia dos radicais livres e
oxidantes em déficits de conducao nervosa, distune@rovascular, alteracbes metabdlicas e
comprometida transducdo de sinal, bem como prejuézwotrofico tem sido suportado por
uma série de grupos de pesquisa (HOUNSOM L etG8l1,20BROSOVA IG et al, 2005;
HO EC et al, 2006).

De La Monte et al (2006) e Moroz N et al (2008) tramam recentementente que a
exposicao cronica a dieta hiperlipidica e a nitmieas leva ao apareciemnto de DMII e
NASH, além de evidéncias histopatoldgicas e bioguasda neurodegeneracao e déficits na

aprendizagem e na memoria.
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1.1.9 DEFESAS ANTIOXIDANTES

O organismo humano esta sujeito ao estresse oradatiusado por ERO e ERN
(espécies reativas de nitrogénio) provenientes dm rambiente ou geradas pelo proprio
organismo. Os radicais livres promovem reacdes uistratos biologicos podendo
ocasionar danos as biomoléculas e, consequentenadatar a saude humana. Dentre as
principais ERO estdo a hidroxila (HOe), o superéx{®2s-), e o peréxido de hidrogénio
(H20,). Dentre as ERN incluem-se o éxido nitrico (N@%ido nitroso (NOs), acido nitroso
(HNOy), nitritos (NQ-), nitratos (N@-) e peroxinitritos (ONOO) (HALLIWELL,1999).

As protecdes conhecidas do organismo contra as ERBN abrangem a protecéo
enzimatica ou por micromoléculas, que podem tegeani no proprio organismo ou Sao
adquiridas através da dieta. S8o conhecidos tsden®s enzimaticos antioxidantes: o
primeiro é composto por dois tipos de enzimas S@Dguais catalisam a destruicdo do
radical anion superéxido £ convertendo-o em oxigénio e peroxido de hidragéA acédo
desta enzima permite a eliminacdo dg-Omesmo em baixas concentragcfes, através da
reacao:

Op— + Op— + 2H > H,0, + O,

O segundo sistema de prevencdo é formado pela a&neatalase que atua na
dismutacéo do peroxido de hidrogénia@z) em oxigénio e 4gua, conforme a reacao descrita
abaixo:

2H,0; 2 2H,0 + O,

O terceiro sistema é composto pela GSH em conjeota duas enzimas GPx

(glutationa peroxidase) e GR (glutationa redutadedse sistema também catalisa a

dismutacédo do perdxido de hidrogénio em 4gua edaidg sendo que a glutationa opera em
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ciclos entre sua forma oxidada e sua forma reduAd&SH reduz o KD, a HO em
presenca de GPx, formando uma ponte dissulfetomeseguida, a GSH é regenerada.

(BABIOR BM, 1997).

2 GSH + HO,> GSSG + 2 KO (1) GPx
GSSH + NADPH + H > GSH + NADP (2)GR
H,0,+ NADPH + H > + 2 O + NADF (3)GSH

Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, oamigmo utiliza aqueles
provenientes da dieta comaxdocoferol (vitamina “E”)3-caroteno (provitamina “A”), acido
ascorbico (vitamina “C”), e compostos fendlicos ende destacam os flavondides e
poliflavonoides (HALLIWELL, 1995).

Em nosso estudo, discutiremos a a¢do dos antidesiaioldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Dessa forma, baseados no fato de que o tipo de poxte afetar profundamente o
bem-estar do feto, bem como seu desenvolvimentengdsé, objetivamos investigar os
efeitos de uma dieta hiperlipidica (50% de lipiflic®bre a prole pés-desmame, de ratas
submetidas a diferentes estados nutricionais etimtdis fases iniciais do desenvolvimento —
gestacao e/ou lactacdo - sob parametros de ressst@nnsulina (RI) e espécies reativas de

oxigénio (ERO).

2.2. Especificos

¢ O protocolo utilizado, durante o periodo deatrgento de 4 meses, foi efetivo em
aumentar o estresse oxidativo e a resisténciauinaslos animais submetidos a ambas as

intervencdes (desnutricdo somada a dieta hipeidggidem relagdo a dieta controle?

@ A restricdo protéica durante alguma das janeléticas do desenvolvimento

(gestacédo e/ou lactacdo) ampliaria 0 dano causaldaljeta hiperlipidica?

¢ O sistema nervoso (SN) estara protegido dowefdeletérios desta “programacéo

metabdlica’?
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PARTE I
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho Experimental

Dezoito ratas Wistar virgen (60 dias de vida) et®s machos Wistar (75 dias de vida)
foram mantidos em numero de 3 femeas para 1 machaada caixa, com livre acesso a
agua e racao padrdo. Apos a confirmacdo do acamat@mas ratas foram colocadas
individualmente em diferentes caixas. No primeironmento, as maes foram designadas a 2
grupos nutricionais: o grupo 1 recebeu racédo ctn(i@b% proteina), e 0 grupo 2, recebeu
dieta com 7% de proteina, ambos, durante toda tagges Utilizamos um modelo de
desnutricdo contendo 7% de proteina para o gruperiexental, com dieta isocalérica ao
grupo controle (com 25% de proteina) a fim de estod diferentes parametros bioquimicos
(Schweigert et al, 2005). Grupos Experimentais: d@Snutrido na gestacdo, DL—desnutrido
na lactacdo, N/H—normonutrido durante a gestacadaetacdo e C-controle, foram tratados

durante 4 meses.

ApoOs o nascimento, os filhotes machos das maesitelss foram amamentados por
maes que foram alimentadas com dieta controle thueagestacdo (formando o grupo DG). O
restante dos filhotes machos foram dividos em paguC (Controle: 25% de proteina, 10%
de lipidios e 65% carboidrato); NH (normonutridodieta controle durante gestacéo e
lactacdo) DL (desnutrido na lactacdo: a rata méebeu dieta com 7% de proteina durante a
lactacdo). Apos o nascimento (1 dia pos-natalseagtepos foram ajustados em numero de 8
filhotes para cada rata, exceto o grupo desnutradgestacdo (DG), o qual foi colocado em

namero de 4 filhotes para cada rata mae. Aos Zlddiadade, a prole foi desmamada. Aos 30
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dias de vida, todos passaram a receber dieta ipijgigch (50% de lipidios), exceto o controle.
Os animais foram provenientes do biotério do ICE®partamento de Bioquimica-UFRGS.
Eles foram mantidos em um ciclo de luminosidadeoetéscuro de 12h (luz: 07-19h) a
temepratura de 22 +/-%€. As dietas foram oferecidas ad libitum a todosmisnais, assim

como a agua.

A ninhada quando desmamada (21 dias pOs-nataBopasreceber dieta controle até
o0 30° dia de vida. Durante os 90 dias subsequeosegrupos receberam dieta conforme

resumido abaixo:
C (Controle: 25% de proteina, 10% de lipidios e @&6arboidratos);

NH, DG, DL (Hiperlipidica: 25% de proteina, 25% de carboideat% de lipidios).

o

Maes frole

A ot
T N LT
st EREDED 0s-lactaga0

C 25% o 10%lp

NH 2% pin 0%l 22 % ptn 50% iy

0G| % pin 10%0n | 25% ptn 10% [in 25 % ntn A0% [y

oL |25 % pin 10%Mp | 7% pn 10%lip 2% pin 50%in

Figura 2. Esquema das dietas de acordo com o gexperimental.
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3.2 Curva de crescimento:
Os animais foram pesados semanalmente durantesesribhas de tratamento;
3.3 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glicose foi realizado maas® anterior ao sacrificio dos
animais. Uma solucéo de glicose a 50% foi injetattaperitonealmente (2mg/g) apos seis
horas de jejum. O sangue foi coletado a partir mk@ pequena perfuracdo na cauda dos
animais imediatamente antes e 30, 60 e 120 mimapds a injecdo. A verificacdo da glicemia
nos diferentes tempos foi efetuada por meio de licosggmetro (Accuchek Active, Roche

Diagnostic§, EUA).
3.4 Insulina plasmatica
Foi determinada por radioimunoinsaio (RIA);

3.5 Sintese de glicogénio hepatico a partir de aliaa (Glicogénese

indireta)

Pedacos de figado de 80 mg a 100 mg foram cortadagas de 300 um em fatiador
de tecidos (Mcllwain tissue chopper) e incubadoa 6,2 mM de L-alanina + 0,3uCi de [U-

'4Clalanina por 1,0 h a 37°C de acordo com o métoulaikoff (DOLNIKOFF et al. 2001).
3.6 Determinacéo da concentracéo de glicogénio heijgé

Através de reacdo colorimétrica, segundo métodERKSMAN (1962), medida em

espectrofotdmetro.
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3.7 Determinacéo de concentracao de triglicerided® paticos.

Concentracéo de triglicerideo hepatico e plasmatcavés do método Enzimatico-

Trinder;
3.8 Determinacao do colesterol plasmético

Medido usando kit comercial (Labtest, MG, Bras#)s reacfes foram realizadas

utilizando o aparato da Labmax (Labtest, MG, Bjasil

3.9 Determinacédo da quantidade de acidos graxosies

Os acidos graxos circulantes no plasma foram meditibzando-se o Kit comercial

(Roche);

3.10 Determinacéao da atividade da PEPCK

A atividade da PEPCK foi verificada em figado denss submetidos a dietas
hiperlipidicas, em conjunto com o Laboratorio deidtogia Comparada, localizado no
Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude — UFRGStérohinacdo da atividade da PEPCK foi
realizada por meio da homogeneizacdo de 500mgctiiotbepatico obtido de cada animal
em sacarose 0,25M e PMSF 1 mM. Todos os passos foealizados mantendo-se
temperatura entre 0 e 3°C. Este homogeneizadeaifdiiitigado a 600 x g. A fase abaixo da
camada lipidica foi separada e o restante foi diesta A atividade da PEPCK foi
determinada por meio de um método baseado na relecéioca [H*CO;]-oxaloacetato. A
PEPCK catalisa a descarboxilacdo nucleotideo-dep¢eddo acido oxaloacético para
produzir fosfoenolpiruvato. Inosina trifosfato (Ilfdi o nucleotideo utilizado. Aliquotas do

homogeneizado foram acrescentadas em solucao-taenp@&obadas por 4 minutos, a 37°C,
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sob agitagdo (60 ciclos/min). Para cada amostreecdo obtida (uma para cada animal),
foram incubadas trés aliquotas em tampéao contérféle duas aliquotas sem ITP (branco). A
reacdo foi interrompida pela adicdo de acido tridoético 5%. ApoOs centrifugacdo, a
solucdo foi gaseificada por 10 minutos com ,Q@ra remocdo dé’CO, residual n&do
incorporado ao fosfoenolpiruvato e aliquotas foriamediatamente transferidas para vials
contendo Tolueno-Triton X-100 (2:1 v/v) — PPO — PPe lidas em contador de cintilacao
liguida. A média da leitura dos brancos de cadastimem que o uso de ITP foi omitido foi
descontada dos valores das incubacdes desta masostraacontendo ITP (OLIVEIRA GT
& DA SILVA RMS, 1997). Os valores da atividade daHCK foram expressos como umoles
de H“CO; incorporadoger mg de proteing@er minuto Os resultados Sd0 expressos como
média_+desvio padrdo. O conteludo de proteina foi dosagarr do método de Lowry

(1951).

3.11 Medida das Espécies Reativas ao Acido Tiobatibiucio

(TBARS)

Como um indice para medida da lipoperoxidacaoitpicnds utilizamos o TBARS,
durante uma reacdo como previamente descrito pompdd HH & Hadley M., 1990).
Resumidamente, os tecidos foram homogeineizadoSOenM de tampao fosfato utilizando
Potter-Elvehjem para homogeinizar. Uma aliquotaOi@@) foi misturada com acido
tricloroacético 15% (400ml) e centrifugado a 400@ay 10min. Apds, o sobrenadante foi
misturado com igual volume de acido tiobarbitur%;67%. Este sistema foi aquecido em
banho de agua fervente por 15min e o TBARS foirdeteado por absorbancia a 535nm. O
conteudo de proteina foi medido pelo método de ko¢l951) e os resultados foram

expressos em nmol TBARS/MG de proteina.
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3.12 Medida da Atividade das enzimas SOD e CAT

A fim de determinar a atividade da CAT, os teciffm®m sonicados em 50Mm de
tampao fosfato e a suspenséo resultante foi cegéidfa a 3000xg por 10min. O sobrenadante
foi utilizado para o teste enzimatico. A atividatke CAT foi medida conforme descrito por
Aebi (1984). Para determinar a atividade da SODtecglos foram homogeinizados em
50mM de tampao glicina utilizando Potter-Elvehjeangphomogeinizar. A atividade da SOD
foi verificada pela medida da inibicAo da auto-egi#lo da adrenalina em um sistema
contendo 50mM de tampé&o glicina, 1Mm de adrenai@aamostra. A atividade da SOD foi

expressada em U/mg de proteina, como descrito gxamiBter JV e Calabrese L (1987).

3.13 Determinacao da producao intracellular de ROEDCF)

A producéao intracelular de ROS foi detectada @trido o composto permeavel celular
nao-fluorescente, 2-7 Diclorodihidrofluoresceinacéiato (DCF-DA). DCF-DA é hidrolisado
pela esterases intracelulareses e entdo oxidad®@8&r para o composto fluorescente 2—7
diclorofluoresceina (DCFH). A fluorescéncia foi ndadno aparelho (Spectra Max Gemini
XPS, Molecular Devices, USA) com excitacdo a 485enemisséao a 520 nm (QUINCOZES-
SANTOS A. et al, 2009). Os valores sao obtidos camdades de fluorescéncia/mg proteina

e expressado como % do controle.
3.14 Quantificacéo da Glutationa (GSH)

Os niveis de glutationa (nmol/mg proteina) foramdith@s como previamente
descritos (BROWNE RW, ARMSTRONG D, 1998). O homuae dos tecidos foram

diluidos em 10x de 100Mm de tampéao fosfato de s&tha.0, contendo 5Mm de EDTA, e a
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proteina foi precipitada com 1.7% de acido met&fa. O sobrenadante foi medido com o
o-phthaldialdeyde (1 mg/mL metanol) a temperatwa Jbmin. Fluorescéncia foi medida
pela excitagdo e emissdo de comprimentos de are&50 e 420nm, respectivamente. A

curva de calibracéo foi feita com solucao padraG8el (0-500 IM).

3.15 Quantificacao de Proteina

O conteudo de proteina foi medido pelo método dery§1951), utilizando albumina

de soro bovino como padréo.

Andalise Estatistica

Comparacdes entre os diferentes grupos foram aealiz empregando analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teststpmc de Tukey, quando necessario. Os
resultados foram expressos em média + DP. Todasa@ses foram realizadas utilizando o

do software estatistico SPSS 15.0. O nivel defgfncia adotado foi p <0,05.
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RESULTADOS

4.1 Parametros Corporais

Os dados da tabela 1 mostram que ndo houve diterggificativa entre os pesos dos
animais ao nascimento; os animais tratados comadibiperlipidicas ap6s o periodo
gestacional, quando desnutridos na gestacdo, medémayanhando maior peso corporal,
sofrem maior acumulo de tecido adiposo retropezabne epididimal. Ja os animais
desnutridos na lactacdo, conforme postulado nafitea, n&0 conseguem recuperar 0 peso,
mesmo recebendo uma dieta hiperlipidica apds estedn. Em relacdo ao tamanho do
figado dos animais, ndo houve diferenca signifreatja os rins dos animais desnutridos na
gestacdo e lactagdo mostraram-se diminuidos eméacelaos grupos que ndo sofreram

restricdo protéica.
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Peso Rim (%)

C NH DG DL

PARAMETROS CORPORAIS
Peso Corporal Inicial (g) 6,34 + 0,51 6,0 +0,57° 59+0,12 6,37 20,67
Peso Corporal Final (g) 396 + 35,7° 417,5+ 36,8 4075 + 32,8° 334,6+19,2
Ganho de Peso Corporal (g) 389,45 + 35 411,4 + 42,2 401,6 + 32,7 306,3+18,8
T.A. Retroperitoneal (g) 6,36 +0,8 6,77 £1,36 8,77+2,0 4,39+0,7%
T.A. Retroperitoneal (%) 1,6 £0,2 1,54 +0,3 2,15 40,6° 1,31 40,3
T.A. Epididimal (g) 7,39 +0,51 6,82 +0,53 a 8,29+0,70 411+0,4
T A.Epididimal (%) 1,86+0,3 1,63+0,2 2,03 +0,28 1,230,
Peso Figado (g) 9,98+ 1,2 10,68 £ 0,78 10,11 +0,42 8,14 £+ 0,52
Peso Figado (%) 2,52 0,4 2,56 0,34 2,48 0,13 2,43 0,4
Peso Rim (g) 2,32 40,22 2,34+ 0,1F 2,01 +0,08 1,7140,15

0,58 +0,05° 0,56 0,04 0,49 0,04 0,50 0,09

Tabela 1. Contém alguns parametros corporais aaliantre os diferentes grupos: C (controle), NH

(normonutrido durante a gestacdo e a lactacdo), (@Snutrido durante a gestacdo), DL (desnutrido na

lactacéo). Foi verificado o peso corporal ao nasoim (inicial) € na semana em que completava @gerie

tratamento (final), bem como o ganho de peso agolaleste intervalo (ganho de peso corporal). Alé&sogd ao

final dos 4 meses de tratamento, os pesos do®teattiposos (TA) retroperitonial e epididimal tambiram

verificados, bem como, o dos tecidos hepatico al @estes animai©s valores representam medi®#., n=8

animais/grupo, exceto DG, n=4. Diferentes letrdsrescritas, na mesma linha, apresentam diferengadgu

comparadas entre si (p<0,05), andlise realizadavédrde ANOVA de uma via seguido de teste de nhlltip

amplitude de Tukey.
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4.2 Parametros Bioquimicos

Como pode ser observado, os niveis de glicose iastéina plasmaticos dos ratos
desnutridos no periodo gestacional (DG), tratadws dietas hiperlipidicas dos 30 aos 120
dias de tratamento, indicam que estes animais raomae hiperglicémicos e
hiperinsulinémicos. Comparando com o grupo NH, monatrido nos periodos gestacional e
lactacional, houve um aumento significativo da limsunos DG e DL, bem como, dos 3
grupos (NH, DG e DL) em relacdo ao C. Observamoshéan que os grupos DG e DL

apresentaram um aumento nos niveis de colestetiglieerideos hepaticos e colesterol

plasmatico apenas em relacdo ao grupo controle.

PARAMETROS DL
BIOQUIMICOS C NH DG
,C

Glicose (mg/dL) 102+52 117 + 14,1°¢ 128,5+ 7,5 1063+ 9.8
Insulina (uUI/ml) 14,05 + 2,88 16,99 + 1,57 21,05 +2,3T 20,15 + 1,42
Colesterol (Mg/dL) 124,2 + 12,33 178,86 + 11,58 221,17 +18,76 270,09 +9,17
Colesterol (Mg/100mg dg 1 36 + 0,06 1,95 +0,28 2011028 202+03F
figado)
Triglicerideos (mg/ dL) 138,22 +29,81 | 192,54 +18,17 180,52 + 15,97 181,23 + 14,08
Triglicerideos (mg/100mg de 2,18 + 0,22a 4,68 + 0’5b 53+ O,8b 51+ O,9b
_ figado)
f\cifjgi) Graxos  Livres| 411,43+17,3F | 502,17 +20,38 579,37 +37,18¢ 633, 22 + 60,29
mg

Tabela 2. Mostra alguns parametros bioquimicos apd% meses de tratamento nos grupos estudados.

Plasmaticos: glicose, insulina, colesterol, trighideos e acidos graxos livres. Hepéticos: triglieos e

colesterol. Osvalores representam media B.P., n=8 animais/grupo, exceto DG, n=4. Difergntetras

sobrescritas, na mesma linha, apresentam difergngado comparadas entre (p0,05), andlise realizada

através de ANOVA de uma via seguido de teste déptaiamplitude de Tukey.
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4.3. Teste de Tolerancia a Glicose

Os animais alimentados com dieta hiperlipidica raoat maior glicemia em relacdo
ao controle, apos a administracdo de glicose. Nanam a dieta hiperlipidica somada a uma
restricdo protéica durante a gestacdo ou lactag@strou-se ainda mais significativa em

relagao ao C.

mg de glicose/dL de plasma

Fig.3: Teste de tolerancia a glicose (TTG) apo6scp i.p. de solugdo de glicose 50% (2,0 g/kg rato)
aos 4 meses de tratamento. Os niveis de glicosexgéiessos em mg/dL. Qalores representam medieDtP.,
n=8 animais/grupo, exceto DG, nFA: DG/C p=0,014; T30: DG/C p=0,005, DG/NH p= BO8DL/C
p=0,091; T60: DG/C p=0,002; NH/C: p=0,042, DL/C p3%b; T120: DG/C p= 0.016, DL/C p=0,025.
Diferentes letras, no mesmo tempo avaliado, apt@sediferenca quando comparadas ent(p<s0,05), andlise
realizada através de ANOVA de uma via seguido ste e multipla amplitude de Tukey.
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4.4. Atividade da PEPCK

A fim de mensurarmos a gliconeogénese no tecidatloep avaliamos a atividade da
enzima PEPCK, chave nesta via. Observamos, naafigurum aumento significativo da

atividade a enzima PEPCK nos grupos NH, DG e DL.

200+

1504

1004

K mol/mg de ptn/min

Control NH DG DL

Fig.4: Atividade da PEPCK citosolica hepética nalg@paos 4 meses de tratamento. Dados expressos em
pmol/mg de ptn/min.Owalores representam mediaD:P., n=4 animais/grupo. Diferentes letras aprasen
diferenca quando comparadas entrépsi0,05), analise realizada através de ANOVA de wia seguido de

teste de mltipla amplitude de Tukey.
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4.5. Concentracéo de Glicogénio Hepético

Com o intuito de avaliar o efeito do tratamentoreob conteddo de glicogénio
hepético, verificamos a concentracdo do glicogénidigado. Como mostrado na figura 5,
ambos os grupos desnutridos, respectivamente ngacges (DG) e lactacdo (DL),
apresentaram menor conteudo de glicogénio hepéticalacdo aos grupos que nao sofreram

a mesma restricdo protéica.

a,b a

mg de Glicogénio/100mg de tecido

Fig.5: Concentracdo de glicogénio hepatico. Express mg de glicogénio/100 mg de tecido. Os

valores representam media B:P, n=8/grupo, exceto DG, n=4 animais/grupo. @ifikes letras apresentam
diferenca quando comparadas entre si (p<0,05)jsenédalizada através de ANOVA de uma via seguiglo d

teste de mdltipla amplitude de Tukey.
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4.6. Sintese de Glicogénio Hepatico a partir derae

A fim de avaliar a sintese de glicogénio, via iathr utilizamos alanina como
substrato. Como podemos observar na figura 6, wsogrque sofreram restricdo proteéica,

mostraram diminuida sintese a partir de alanina.

Figura 6: Sintese de glicogénio a partir de £{0} alanina na prole aos 4 meses de idade. Os galore

Picomol de alanina convertida a glicogénio

representam media B.P, n=8/grupo, exceto DG, n=4 animais/grupo. iRifikes letras apresentam diferenca
quando comparadas entre si (p<0,05), analise aglaliatravés de ANOVA de uma via seguido de teste de

multipla amplitude de Tukey.
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4.7. Efeito do tratamento dietético nas enzimas S®ICAT no cortex

cerebral.
Como podemos verificar ocorre uma diminuicdo na S@DOgrupo DG e DL. Ja na

catalase, ha um aumento significativo em DG, bemocoma diminuicdo em DL.

s,
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C NH DG DL

Fig.7, 8: Efeito dos diferentes tratamentos solsrer@imas superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT). Osvalores representam medieDtP, n=4 animais/grupo. Diferentes letras apresamiferenca quando

comparadas entre §p<0,05), analise realizada através de ANOVA de wia seguido de teste de midltipla

amplitude de Tukey. Teste realizado em duplicata.
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4.8. Conteldo de GSH em cortex cerebral

Através da figura 9, podemos verficar uma diminoiiga conteddo de GSH no cortex
dos grupos 3 grupos que receberam dieta hipedgi@H, DG e DL); os animais que
sofreram restricdo protéica, somada a postericesidg de dieta hiperlipidica (DG e DL),

apresentaram contetdo ainda menor de GSH em redaggimpo controle.

C NH DG DL

&

=

nmol de GSH/mg de ptn
SH

=

Fig.9: Osvalores representam medialD:P, n=5 a 7 animais/grupo. Diferentes letrasesgmtam
diferenca quando comparadas entrépsi0,05), analise realizada através de ANOVA de wia seguido de

teste de multipla amplitude de Tukey. Teste redbzam triplicata.
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4.9. Determinacao da producéo intracellular de RQ3CF):

Como podemos verificar através da fig.10, a produg&acelular de ROS no cortex

cerebral mostrou-se significativamente aumentad®éne DL.

2500- b
C

2000-
E

Q- 1500+
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©
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)

500

0_

C NH DG DL

Fig.10: Mostra a producéo intracelular de ROS @salo método DCF. Qslores representam media
+ D.P, n= 7 animais/grupo. Diferentes letras apreseriferenca quando comparadas ent{p<d,05), andlise
realizada através de ANOVA de uma via seguido die tde multipla amplitude de Tukey. Teste realizeno

triplicata.
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4.10. Medida das Espécies Reativas ao Acido Tiolbarbcio (TBARS):

Como um indice para medida da lipoperoxidacéoitipichds utilizamos o TBARS,

como podemos ver, ndo ha diferenca significatiteeess grupos no cértex cerebral.

Fig.11: Mostra a medida da lipoperoxidacao lipicdioa cortex cerebral. Oslores representam media

nmol de TBARS/mg de ptn
o o
i e

o
T

+ D.P, n= 7 animais/grupo. mélise realizada através de ANOVA de uma via segudid teste de multipla

amplitude de Tukey. Teste realizado em duplicata.
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4.11. Efeito do tratamento dietético nas enzimas[5@ CAT no tecido

hepatico.
Como podemos verificar ocorre uma diminuicdo na S@QYrupop DG e DL. J& na

catalase, h4 um aumento significativo em DG e DL.
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Fig.12, 13: Efeito dos diferentes tratamentos salsrenzimas superédxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT). Osvalores representam mediaDtP, n=4 animais/grupo. Diferentes letras apresamtiferenca quando
comparadas entre §p<0,05), andlise realizada através de ANOVA de wia seguido de teste de mdiltipla

amplitude de Tukey. Teste realizado em duplicata.
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4.12. Contetdo de GSH em Tecido Hepatico:

Através da figura 14, podemos verficar uma dimidoiglo contetdo de GSH no
tecido hepatico dos grupos 3 grupos que receberata kiperlipidica (NH, DG e DL); os
animais que sofreram restricdo protéica, somadasteipor ingestdo de dieta hiperlipidica

(DG e DL), apresentaram contetido ainda menor de &8&kelacdo ao grupo controle.

&

W
<

nmol GSH/mg de ptn
N
o

C NH DG DL

Fig.14: Osvalores representam mediaD:P, n=5 a 7 animais/grupo. Diferentes letraesgmtam
diferenca quando comparadas entrépsi0,05), analise realizada através de ANOVA de wia seguido de

teste de mdltipla amplitude de Tukey. Teste redbzem triplicata.
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4.13. Determinac&o da producéao intracellular de ROS (DCFJomo podemos

verificar através da fig.15, a producao intracelda ROS no tecido hepéatico mostrou-se

Fig.15: Mostra a producao intracelular de ROS ésalo método DCF no tecido hepatico.\@kres
representam media B.P, n= 7 animais/grupo. Diferentes letras apitaserdiferenca quando comparadas entre
si (p<0,05), andlise realizada através de ANOVA da wra seguido de teste de multipla amplitude deeYuk
Teste realizado em triplicata.

significativamente aumentada em DG e DL.

i 8

U DCF /mg de ptn

D
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4.14. Medida das Espécies Reativas ao Acido Tiobarbcio (TBARS)

indice de lipoperoxidacdo no tecido hepéatico. Copualemos ver, ha diferenca

significativa dos grupos DG e DL em relacao ensgmpos NH e C.

o o
N w
1 ]

.O
=
1

nmol de TBARS/mg de ptn

C NH DG DL

O
o
1

Fig.16: Mostra a medida da lipoperoxidagao lipidiogdigado. Ovalores representam medidDtP, n=
7 animais/grupo. Adlise realizada através de ANOVA de uma via segdig teste de mdltipla amplitude de

Tukey. Teste realizado em duplicata.
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DISCUSSAO

Neste estudo mostramos a relacdo que a desnuprigéaco fetal e perinatal somada
a dieta hiperlipidica tem com a disfuncdo no mdisimo lipidico, no metabolismo dos
carboidratos, estresse oxidativo e possivel degedemeural.

Os diversos sistemas do nosso organismo dependerfgritia essencial, de uma
nutricdo adequada para o seu desenvolvimento @ohamento pleno. O figado é o érgéo
central na regulacdo do metabolismo lipidico, aloama sintese de triglicerideos, colesterol e
lipoproteinas circulantes. Em ratos, a desnutrgg@siona uma diminuicdo na concentracao
de triglicerideos plasmaticos, que foi relacionaden o0 aumento destes lipideos no figado
(MADANI et al, 2000).

A fim de elucidar tal relacao, verificamos os afgitle uma dieta hiperlipidica no pés-
desmame, sob modelos experimentais de desnutrggdacipnal ou lactacional, em algumas
vias do metabolismo intermediario, bem como o daxidativo ocasionado nestes animais.
Ha muitos estudos sobre programacdo, no entantocopopesquisadores analisaram
separadamente os efeitos de uma desnutricdo @atéiprole em diferentes janelas criticas
de exposicado, gestacdo e lactacdo, somada a utadigierlipidica no pés-desmame.

O TTG foi realizado com o intuito de verificar seosso protocolo experimental
habil em induzir intoleréncia a glicose nos anim@&g.3). A prole alimentada com dieta
hiperlipidica apresentou maior glicemia em relag@ocontrole, ap6s a administracdo de
glicose. No entanto, a dieta hiperlipidica somadana restricdo protéica durante a gestacéo
ou lactacdo, mostrou-se ainda mais significativarelacdo ao controle, demorando mais

tempo para metabolizar a glicose, demonstrandmeros tolerante a acdo da mesma.
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Como pode ser observado na tabela 1 ndo houvenigisignificativa entre os pesos
dos animais ao nascimento, 0 que contrasta comi@iaaos estudos sobre desnutricdo
protéica durante a gestacdo (HALES et al, 1991; BRKet al, 1993; DESAI, 1996;
RAVELLI et al, 1998; OZZANE SE, 2003), nos quaispeso ao nascer € menor. Como
podemos verificar também, os animais tratados catas hiperlipidicas apdés o periodo
gestacional, quando desnutridos na gestacdo, medmayanhando maior peso corporal,
sofrem maior acumulo de tecido adiposo retropezabne epididimal. Ja os animais
desnutridos na lactacdo, conforme postulado naatita (OZANNE et al, 1996;
ZAMBRANO et al, 2005), ndo conseguem recuperar gopenesmo recebendo uma dieta
hiperlipidica ap0s este periodo. Em relacdo ao nmalo figado dos animais, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos avaliadosiormalizacdo do tamanho do figado ndo
necessariamente indica uma recuperacao de suaflemanimais de 11 meses que sofreram
desnutricdo durante o periodo gestacional e apésbeeam dieta normoprotéica, uma
diminuicdo da atividade da enzima hepética glicasen foi verificada, bem como, um
aumento significativo na atividade da PEPCK, canfodescrito por Desai et al (1997). J4 os
rins dos animais desnutridos na gestacao e lactagatvaram-se com menor peso em relacéo
aos grupos que nao sofreram restricdo protéicacocdante com estudos prévios
(LANGLEY-EVANS SC, WELHAM SJ, JACKSON AA 1999; HOEJJ et al, 2000). Além
desse dado, pesquisadores tém demontrado recetgenmea diminuicdo do numero de
néfrons e na funcdo renal, embora ndo necessatiamerpeso do tecido renal (CHANTAL
C, 2007; HARRISON M. & LANGLEY-EVANS SC, 2009).

Ao analisar os dados da tabela 2, verificamosaguriveis de glicose e de insulina
plasmaticos dos ratos desnutridos no periodo gestdctratados com dietas hiperlipidicas

dos 30 aos 120 dias de tratamento, indicam que astmais tornaram-se hiperglicémicos e
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hiperinsulinémicos, condicdo normal na resistéadiasulina. Comparando com o grupo NH,
normonutrido nos periodos gestacional e lactaciomallve um aumento significativo da
insulina plasmatica em ambos 0s grupos desnutridoisiess & Sugden (1999), mostraram
em estudosn vivo que adipécitos isolados de ratos desnutridos, Bomeses de idade,
exibiram utilizacdo aumentada de glicose em reapashiperinsulinemia, apesar de uma
utilizacéo de glicose basal menor. Observou-se éampor estudos vitro que os adipdcitos
isolados destes animais apresentaram captacéo tma@aete glicose em altas concentracdes
de insulina, mas uma resposta reduzida a concéesdisiologicas do mesmo hormdnio. Isto
sugere que a partir de um determinado momenta astmais se tornardo hipoinsulinémicos.
Através de estudos prévios foi mostrado que o tmsptovocado pela restricdo protéica
durante o periodo gestacional e lactacional, alsmenticdo da insulina, apesar de sua
secrec¢do prejudicada, mantendo assim uma tolerdogizal a glicose. No entanto, a ingestao
de uma dieta hiperlipidica leva a um prejuizo n@oageriférica da insulina, sem afetar a
tolerancia a glicose, em consequiéncia do aumensedacado de insulina (HOLNESS et al,
1996). Contudo, a exposicao crénica a ambas avemgdes dietéticas (desnutricdo somada a
uma subsequente dieta hiperlipidica), resulta ema imteracdo sinérgica, levando a um
importante prejuizo na acao periférica da insulema, combinagdo com uma diminuicdo da
secre¢do da mesma, resultando em intolerancia@sgl(HOLNESS et al, 2000).

Ainda, verificamos que no grupo desnutrido na Ea(DL) houve um aumento
consideravel de acidos graxos livres (AGL) no pkas@ fluxo dos acidos graxos livres para
o figado pode prejudicar o metabolismo deste 6rgénduzindo ao aumento da producédo
hepética de glicose. Observamos também que os gydgeEnutridos na gestacdo (DG) e na
lactacdo (DL) apresentaram um aumento nos nivelsterol e triglicerideos hepéticos e

colesterol plasmatico apenas em relacdo ao gruptrob® Nossa observacdo de
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armazenamento de triglicérides em ratos alimentadosdieta hiperlipidica é coerente com

a teoria lipostética da obesidade, a qual posugsagdiminuicdo da ac¢do da insulina no tecido
adiposo causa acumulo de triglicérides fisiopatoligyem outros tecidos como, por exemplo,
o figado, levando a alteragbes metabdlicas consbeat®se hepatica (THOMPSON NM et al,

2007).

Esta bem estabelecido que a supressdo da prodepatica de glicose encontra-se
diminuida no DMIIl. Este fenbmeno poderia resultaradimento da gliconeogénese e/ou
glicogendlise. Os mecanismos propostos para o aondengliconeogénese incluem aumento
dos niveis circulantes de seus precursores (lactktoina, glicerol) (CONSOLI et al, 1989),
de AGL (STAEHR et al, 2003) e de glucagon (BARONa&t 1987). A atividade da
fosfenolpiruvato-carboxiquinase citosélica (PEPCHK®patica na prole aos 4 meses de
tratamento (Fig.4) esta significativamente aumentads grupos que receberam dieta
hiperlipidica, corroborando com o previamente sidgema literatura.

Alguns dos genes que sédo alterados seguindo estamilbiental pré e pés-natal sao
fatores de transcricdo que afetam vias metab&BERDGE GC. et al, 2007). Em acordo,
Ozanne (2003), constatou que filhotes de mées didanea dieta hipoprotéica na gestagéo
tém, aproximadamente, o dobro de atividade da enHEPCK. Ademais, o perfil lipidico
alterado em filhotes de maes desnutridas na gesfay@ce ter relagdo com o aumento da
expressdo das enzimas acetil Co-A carboxilased® @caxo sintase no figado (OZANNE SE
et al, 2003).

Parte do fluxo de metabdlitos da via glicoliticayse em diregcdo a formacao de
piruvato que, transportado para o interior da ndibokcia, é transformado em acetilCoA pela
acao da piruvato desidrogenase (PDH); este é atmplaoxalacetato (OAA) pela acdo da

citrato sintase (CS), gerando citrato. Parte dataté transportado de volta ao citoplasma
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onde sofre a agcdo da enzima ATP-citrato liase (ETI-gerando novamente acetil-CoA.
Este sofre agdo da enzima acetil CoA carboxilags&Q)\ transformando-se em malonil-CoA,;
esta entra na via de sintese de acidos graxodizadta pela enzima acido graxo sintase
(FAS), formando acilCoA, o qual é utlizado paraeaterificacdo com glicerol-3-P,
completando a sintese de TAG, sendo incorporadutiaudp de gordura. Para atuar, a FAS
necessita de NADPH2 como cofator, o qual é forreepiela via das pentoses e pela acao da
enzima malica (EM).

Quando a sintese de TAG ocorre em outros tecidesngo o adiposo pode estar
havendo uma disfuncdo metabdlica. O acumulo de MA@itoplasma de outras células que
ndo adipOcitos permite, como comentado anteriorenue estes substratos sejam
metabolizados levando a formacdo de produtos cararida, que propiciam a ativacao da
sintase de oOxido nitrico induzivel (iNOS), com caigente formacdo de NO e inducdo do
processo de apoptose através da ativacao do fattwan kB (NFKB).

Na Rl e no DMII, a concentracdo e sintese hepdatieaglicogénio podem estar
diminuidas (GANNON & NUTTAL, 1997), bem como a atisde do complexo enzimatico
piruvato desidrogenase e da via glicolitica (SCHUERet al, 2008). O balanco negativo de
carboidrato imposto pela dieta hiperlipidica ocagiouma redugdo nos estoques de
glicogénio, consequentemente favorecendo a oxiddgadipidios. O excesso de AGL pode
diminuir a atividade do complexo PDH, pela altecagk sinalizagdo da insulina e pelo
aumento nos niveis plasmaticos dos mesmos. Bab#tio(2006) sugeriram que o aumento de
AGL sérico pode contribuir para inibicdo da atildd®?DH hepética em animais normais bem
como em animais diabéticos. Como podemos ver, poglL apresenta quantidade bastante
aumentada de AGL em relacdo aos outros grupos,deeno significativa diminuicdo da

concentracado e sintese indireta de glicogénio §-&y6).
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As enzimas glicogénio sintasegécogénio fosforilase regulam a sintese global de
glicogénio. Um defeito principal na sintese deagi&nio estimulada por insulina € um achado
caracteristico em individuos em estados insulisstentes, incluindo obesidade, diabetes e a
combinagéo destes dois (AVOGARO et al, 1996, DEFRON1997). Elevada atividade
hepética da enzima glicogénio fosforilase ocorrevéanos modelos animais de resisténcia a
insulina (AISTON et al, 2000) e pode ser, ao mesmsparte, responsavel pelo prejuizo na
sintese global de glicogénio. Somado a isso, @&atie da glicogénio sintase em individuos
com diabetes tipo Il esta reduzida e a habilidagléndulina em ativa-la esta severamente
prejudicada (THORBURN et al., 1990). Os grupos DGLemonstram bem esse efeito da
resisténcia a insulina sobre o metabolismo do géo® documentado pela literatura (Figura
5 e 6).

Pesquisas realizadas em humanos tém demonstradoajteso de crescimento intra-
uterino pode levar ao aumento da producdo de espésativas de oxigénio (ROS) no feto
(KAROWICZ-BILINSKA et AL, 2002; BOWEN et al, 2000IWANG &WALSH, 2001),
juntamente com baixos niveis de oxigénio que leaamsuficiéncia da cadeia de transporte
de elétrons, o0 que pode aumentar ainda mais prodig®ROS (DEGLI E & MCLENNAN,
1998; CHANDEL et al, 1996). O dano oxidativo causgodor ERO ndo se limita a
mitocOndria - proteinas, lipidios e &cidos nuclgéioo interior da célula também podem ser
danificados (JONES RH & OZANNE, 2008).

As enzimas superéxido dismutase (SOD), catalasel'(@Aa glutationa peroxidase
(GPx) séo as enzimas que desempenham o papelpgticomo reguladoras da homeostasia
redox intracelular.

A SOD age sobre o superoxido,{Q) transformando-o em peréxido de hidrogénio

(H20,) e oxigénio (@). A enzima CAT age sobre 0,8, gerado na reacdo anterior,
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transformando-o em agua. Ja a GPx também atua sol#€,, no entanto, por outro
mecanismo. A GPx participa de um ciclo redox jorgate com a enzima glutationa
redutase, na qual a GSH é utilizada, pela GPx, tpanaformar HO, em HO; e o NADPH é
recrutado pela glutationa redutase para reduzlutatgpna oxidada, na primeira reagcédo, em
GSH novamente (BOVERIS, 1998).

O tripepitideo glutationa (na forma reduzida - GSHyonsiderado um dos mais
importantes componentes da defesa antioxidantacgltrlar ndo-enzimatica (HASSPIELER
et al, 1994). Como esta presente em grande quantidateod#ga célula (0.1-10 mM), é
elevada a probabilidade de reagir com espécievasatle oxigénio (ROS) antes de estas
provocarem danos oxidativos (STOREY, 1996). Sersdorg como resultado de um aumento
na velocidade de producdo de ROS, se esta se wuparior & producdo de GSH havera
consequentemente uma deplecdo do conteldo intiecele GSH. Ainda, Palace &
Klaverkamp (1993) consideraram as enzimas antiamtes como excelentes indicadores
precoces da susceptibilidade celular a lesao pemlaopelo estresse oxidativo.

Em nosso estudo, de acordo com os resultados do(ICE6 e 10 respectivamente),
houve um aumento de RL nos dois tecidos estudéigeslo e cortex, nos grupos DG e DL.
Isso levou a uma provavel situacdo de estressatvodque se confirma pela diminuigdo da
principal defesa antioxidante cerebral, a glutaidfig.9). O cérebro é especialmente
vulneravel a ROS, pois é rico em lipidios com agigmaxos insaturados, alvo da peroxidagéo
lipidica. O cérebro também contém baixa atividadesdperédxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, em comparacao com rim cadfigNo entanto, € capaz de funcionar
ao longo da vida humana, indicando a presenca definaz sistema antioxidante (PASTORE
A et al, 2003). Evidéncias mostraram que a defemaromal contra bD, € mediada

principalmente pelo sistema glutationa (DESAGHERt&I, 1996). Com efeito, a aplicagao
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de HO, aos neurdnios provoca a oxidacao rapida de GStdnmcdo do peroxido € seguida
por uma recuperagdo quase completa do original GSBESSG. No entanto, para a
detoxificagéo rapida deJ, pelos neurdnios, tanto a GPx como a catalasess@m@ais. In
vivo, os diferentes tipos de células do cérebrdcesim contato uns com os outros. Uma
intensa troca metabdlica ocorre, especialmentee emtrocitos e neurbnios. As células
astrogliais ajudam a proteger os neurdnios coni@,Hjue é o peréxido produzido em maior
quantidade no cérebro, e GSH é fundamental pasafessdo. Na verdade, o efeito protetor
das células astrogliais € diminuido quando esthdasécontém baixos niveis de GSH
(DRINGEN R. et al, 2000). O nivel de GSH neurongbehde da disponilibidade de cisteina
e, na presenca de células astrogliais um precdesaisteina (CysGly) é fornecido para os
neurénios melhorar a sintese de GSH (PASTORE,aA 2003).

No figado, também essa reducédo € observada (figdlfipado é rico em GSH, pois
apresenta uma elevada taxa metabolica e conseqireaiecdo de espécies reativas ge O
Na doenca hepética ndo-alcodlica, a GSH hepétida per anormalmente baixa e GSSG alta
(PASTORE A et al, 2003). Para remover ®HGSH ¢é oxidada na reacéo catalispeta
GPx, sendo regenerada as custas de NADPH, novamen@SH (HALLIWELL, 2006). O
fato de ndo haver diferenca entre DG e DL (fig I¥s leva a acreditar que ambos os
periodos - gestacdo ou lactacdo - sdo igualmeejedizados pela desnutricdo. Segundo Park
et al (2004), ratas alimentadas com uma dieta idafesem proteina durante a gestacao e
lactacdo dao origem a descendentes com reduzidessfp do gene mitocondrial no figado,
bem como no péancreasAlém disso, Sparre et al., (2003) mostrou que hetas de
Langerhans de fetos de mées alimentadas com beneemtracdo proteina, tem alterada
expressdo génica de proteinas envolvidas com dboist@o da glicose, a transferéncia de

energia mitocondrial e metabolismo de DNA e de RNAmportante também ressaltar que
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ambos os grupos sofrem desnutricdo protéica, o igclei deficiéncia do aminoacido
metionina, € uma vez em ratos alimentados com uei@a deficiente em amino&cidos
sulfurados, tem menor concentracao hepética de(BBAY TM & TAYLOR, CG, 1994).

O TBARS, o qual mede o nivel de peroxidacao ligidiwo cortex cerebral (fig.11)
nao apresentou diferenca significativa entre opaguestando de acordo com a literatura
(BONATTO et al, 2006), que mostrou alteracdo nelselo, no entanto, niveis ainda normais
no cortex desses animais. Smart e Dobbing (19fbrteram que a deprivacao protéica em
roedores durante a amamentacdo (periodo de 3 amndnae apds 0 nascimento) causa
algumas alteracbes no cerebelo, tais como a rech&@eposicdo de mielina, diminuicdo no
namero de células e retardo na maturagéo celulaer€belo amadurece principalmente apds
0 nascimento, enquanto o cortex cerebral amaduyeneipalmente no periodo pré-natal.
Durante a gestacdo, a ma nutricdo € mediada peta on§ue poderia atenuar os efeitos
prejudiciais da dieta restrita em proteina na astaucortical (BONATTO et al, 2006). Esse
efeito ontogenético poderia explicar a menor atigel da SOD no grupo DL (fig.7),
mostrando uma maior suscetibilidade do cértex negtgpo. JA a CAT, mostrou-se
significativamente aumentada no grupo DG e dimiauid DL (fig.8), o que poderia
significar aumento da produgé&o dad4 no DG e, no grupo DL, podemos pensar em menor
producédo de kD, ou consumo deste por outra via. No entanto, red@ichouve um aumento
significativo de TBARS nos grupos DG e DL (fig.18gmonstrando importante peroxidagéo
lipidica neste tecido.

A diminuicao significativa verificada na SOD neitko hepatico nos grupos DG e DL
(fig.12) pode demonstrar diminuicdo da producasweeroxido (@), seu efetor alostérico
positivo, ou inibicdo da mesma. Ja enzima CAT naesér aumentada, agindo sobre OH

gerado, transformando-o em &gua.
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A diminuicdo da SOD no cortex dos grupos DG e Ddeser explicada, além do
efeito ontogenético, por ser a GSH a maior defaaxadante do sistema nervoso. Os efeitos
mais evidentes das EROs no figado ocorrem devidtieaacbes metabdlicas que a dieta
hiperlipidica somada a desnutricdo nos diferenw$ogos criticos estudados (gestacdo e

lactagcd@o) acarretam e isso vai refletir no prinafsgéo responsével por isso.

55



CONCLUSOES

A nutricdo € uma das principais influéncia paraedeslvimento do feto e do neonato.
Neste estudo utilizamos um protocolo que permitidemtificacdo de prejuizos especificos
em diferentes fases do desenvolvimento — gestadaot&cdo. A escolha de um desenho
experimental com 4 grupos, sendo o controle corta diatricionalmente completa durante
todo o tratamento, o grupo NH, recebendo esta mesinmsentacdo durante o periodo
gestacional e lactacional, além dos grupos DG eejlostos a desnutricdo proteica nestes
respectivos intervalos, somado, aos 3 ultimos grujeta hiperlipidica no pds natal (a partir

do 30° dia de vida), foi fundamental para tal ide@icao.

Em resumo, o aumento de lipidios na dieta induzsesténcia a insulina e ao estresse
oxidativo, no entanto, o sinergismo de ambas as\iencoes, restricdo protéica somada a
dieta hiperlipidica, mostrou-se ainda mais nocikmbas as intervencdes agravaram ainda
mais tais condicbes como podemos verificar atral@@saumento da insulina, colesterol e
acidos graxos livres no plasma, bem como, a peag&wl lipidica e os radicais livres no
figado, além da diminui¢cdo da concentracdo do gin®m e GSH hepético. Simultaneamente,
no cortex cerebral ocorreu um aumento das espggadisas de oxigénio, demonstrada pelo
DCF e uma diminuigc&o da principal defesa antioxielaro cérebro, a GSH. Nosso estudo foi
importante ao demonstrar uma correlagdo positivae erestricdo protéica durante o
desenvolvimento inicial, dieta hiperlipidica, disédo no metabolismo de glicose, estresse

oxidativo e dano cerebral.
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PERSPECTIVAS

@ Investigar neuroinflamacao e neurodegeneracacdassela deficiéncia

de proteina e uma dieta hiperlipidica em cérterlueat;

¢ Analisar se este tratamento € capaz de induzirpodamento tipo-

ansiedade;

¢ Avaliar o comportamento tipo-depessao, além destigar a capacidade
de aprendizado e memoria nestes animais (0s q@aisagacteristicas em

comum entre neurodegeneracao e Alzheimer);
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