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“V1 ontem um bicho
Na imundicie do patio
Catando comida entre os detritos.

Quando achava alguma coisa,
Nao examinava nem cheirava:
Engolia com voracidade.

O bicho ndo era um céo,

N3o era um gato,

N3ao era um rato.

O bicho, meu Deus, era um homem.”

(O Bicho, Manuel Bandeira, 1947).



RESUMO

Caréncias nutricionais no periodo perinatal tém sido consideradas como fatores de risco para
o desenvolvimento de doengas cardiometabodlicas na vida adulta, entretanto, as repercussoes
do consumo de dietas hiperlipidicas nestes individuos ainda ndo estdo claras. Nosso objetivo
foi avaliar as repercussdes do consumo de dietas hiperlipidicas sobre o crescimento somatico
e os parametros bioquimicos e respiratorios de ratos submetidos a desnutricdo proteica
perinatal. Utilizamos ratos Wistar cujas maes receberam dieta hipoproteica (LP-8% de
proteina) ou normoproteica (NP, 17% de proteina) durante gestagdo e lactacdo e, apds o
desmame (21d), os ratos foram alimentados com dieta normolipidica (NL-14% de lipidios) ou
hiperlipidica (HL-30% de lipidios), obtendo quatro grupos: NPNL (n=12), NPHL (n=10),
LPNL (n=14) e LPHL (n=12). Foi avaliado o peso corporal, ganho ponderal, consumo e a
eficiéncia alimentar (CEA) e calorica (CEC), o comprimento corporal e caudal, a
circunferéncia abdominal, e os parametros bioquimicos de proteinas totais, albuminas,
glicose, colesterol e triglicerideos, além da frequéncia respiratoria (FR), ventilagdo pulmonar
(VE) e volume corrente (VT). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA-UFPE), sob n° 23076.044287.2015/96. Os dados foram expressos em média + e.p.m.,
testados para homogeneidade e comparados por Teste t-Student ndo pareado e ANOVA one
way ou Kruskal Wallis, para p<0,05. Aos 30 dias de vida, os grupos oriundos de maes
desnutridas, LPNL e LPHL, mantiveram peso corporal inferior, porém, o ganho ponderal dos
21 aos 30d de ambos foi superior aos demais. O consumo alimentar do grupo LPNL foi maior
que os demais grupos, contudo LPHL apresentou coeficiente de eficiéncia alimentar e caldrica
superior aos demais grupos e esse grupo, embora tenha se mantido inferior a NPNL e NPHL,
teve aumento do tamanho corporal em compara¢do com seu controle desnutrido, LPNL. A
circunferéncia abdominal do grupo LPHL recuperou os valores com relacdo ao controle,
enquanto LPNL permaneceu inferior. O comprimento caudal dos grupos que sofreram
desnutricdo permaneceu inferior quando comparados aos grupos normonutridos. Entre os
parametros bioquimicos avaliados, o grupo LPHL apresentou reducdo no contetdo de
albuminas, quando comparado a NPNL e NPHL, glicose; os triglicerideos foram reduzidos
apenas quando comparados a LPNL, enquanto o colesterol apresentou-se elevado, também na
comparagao com LPNL. A dieta HL promoveu redu¢do do VLDL em NPHL e LPHL, quando
comparados a LPNL (Proteinas totais ndo foram diferentes entre os grupos. A transi¢do
nutricional para dieta hiperlipidica ndo afetou nenhum dos pardmetros ventilatorios, porém, a
desnutri¢do aumentou o VT do grupo LPNL na comparagdo com NPNL. Diante de nossos
resultados, concluimos que o modelo nutricional utilizado em nosso estudo ndo foi capaz de
promover alteragdes respiratorias ou murinométricas significativas, mantendo o déficit de
peso e de tamanho corporal dos animais desnutridos. Contudo, houve acentuagdo do ganho
ponderal e do crescimento somadtico, mesmo sem aumento do consumo alimentar,
evidenciando um “catch up” induzido pela dieta HL. Os parametros bioquimicos foram
alterados, mas apenas o colesterol apresentou resposta deletéria, com elevacdo dos niveis
séricos, ao passo que os demais parametros lipidicos e glicidicos apresentaram-se
normalizados ou reduzidos.

Palavras-chave: Desnutrigdo. Dieta hiperlipidica. Transi¢ao nutricional. Metabolismo.



ABSTRACT

Nutritional deficiencies in the perinatal period have been considered as risk factors for the
development of cardiometabolic diseases in adult life, however, the repercussions of the
consumption of hyperlipidic diets in these individuals are not yet clear. Our objective was to
evaluate the repercussions of the consumption of hyperlipidic diets on somatic growth and the
biochemical and respiratory parameters of rats submitted to perinatal protein malnutrition. We
used Wistar rats whose mothers received a hypoprotein diet (LP-8% protein) or normoprotein
(NP, 17% protein) during gestation and lactation and, after weaning (21d), the rats were fed a
normolipid diet (n = 12), NPHL (n = 10), LPNL (n = 14) and LPHL (n = 12). Body weight,
weight gain, consumption and dietary (CEA) and caloric efficiency (ECC), body and caudal
length, abdominal circumference, and biochemical parameters of total proteins, albumins,
glucose, cholesterol and triglycerides were evaluated. respiratory rate (RR), pulmonary
ventilation (LV) and tidal volume (VT). The project was approved by the Committee on
Ethics in Animal Use (CEUA-UFPE) under N° 23076.044287.2015/96. Data were expressed
as mean £ SEM, tested for homogeneity and compared by unpaired Student t-Test and one-
way ANOVA or Kruskal Wallis, for p <0.05. At 30 days of age, the groups of malnourished
mothers, LPNL and LPHL maintained lower body weight, but the weight gain from 21 to 30 d
of both was higher than the others. The dietary intake of the LPNL group was higher than the
other groups, however LPHL presented a higher food and caloric efficiency coefficient than
the other groups. The LPHL group, although it remained lower than NPNL and NPHL, had an
increase in body size compared to its malnourished control, LPNL. The abdominal
circumference of the LPHL group recovered in relation to the control, while LPNL remained
lower. The caudal length of LPNL and LPHL remained lower when compared to NPNL and
NPHL. Among the biochemical parameters evaluated, the LPHL group presented a reduction
in the albumins content when compared to NPNL and NPHL, glucose; the triglycerides were
reduced only when compared to LPNL, while cholesterol was high, also in comparison with
LPNL. The HL diet promoted reduction of VLDL in NPHL and LPHL, when compared to
LPNL (Total protein was not different between groups. The nutritional transition to
hyperlipidic diet did not affect any of the ventilatory parameters; however, malnutrition
increased the TL of the LPNL group in Compared with NPNL, we concluded that the
nutritional model used in our study was not able to promote significant respiratory or cardiac
changes, maintaining the weight deficit and body size of the animals malnourished. of the
somatic growth, even without an increase in food consumption, evidencing a catch-up
induced by the HL diet. Biochemical parameters were altered, but only cholesterol presented a
deleterious response, with elevated serum levels, while the other lipid parameters glycerides
were normalized or reduced.

Keywords: Undernutrition. High-fat diet. Nutritional Transition. Metabolism.
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1 INTRODUCAO

Com o advento da transi¢ao nutricional, vivenciada em todo o ocidente a partir da segunda
metade do século XX, o adoecimento e morte da populagdo apresentam causas bem diferentes
do modelo prevalente na primeira metade deste século, onde havia maior ocorréncia de
doencas infecciosas e parasitirias (OMRAN, 2005). Ao longo dos anos, esse quadro
epidemiologico tem sofrido intensa modificagdo e, atualmente, estd marcado pela grande
prevaléncia de doencas cronicas degenerativas que se devem, ao menos em parte, ao
fendomeno da transi¢do nutricional (BATISTA FILHO; BATISTA, 2010).

Paralelo ao declinio da desnutricao endémica, a obesidade e doencgas cronicas relacionadas
a hipernutricdo e ao sedentarismo tém se elevado significativamente (SOUSA; OLINDA;
PEDRAZA, 2016). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, os indices sdo
alarmantes: de 1975 a 2016, a obesidade triplicou, e somos 1.9 bilhdes de adultos acima do
peso, dentre estes, 650 milhdes de obesos. Entre criangas e adolescentes, a obesidade e o
sobrepeso ja atingem 340 milhdes de individuos (WHO, 2017). Estima-se que 48% da
populacdo mundial apresenta-se acima da faixa de peso saudadvel, enquanto que,
dicotomicamente, 462 milhdes de pessoas encontram-se abaixo do peso adequado. Os efeitos
dessa transi¢ao nutricional e do comportamento, nos diversos grupos humanos, se traduzem
na chamada “dupla carga da mé nutri¢do” (OMRAM, 1971; MARCHI-ALVES et al., 2010).

A dieta esta amplamente relacionada a alteragdes morfologicas, metabolicas e fisiologicas,
para as quais tém-se buscado origens em processos disfuncionais (GLUCKMAN; HANSON,
2007). Caréncias ou excessos nutricionais, modificacdes no ambiente perinatal (durante
gestacdo e lactacdo), e nos demais estagios criticos do desenvolvimento, tém sido
considerados como fatores de risco para o desenvolvimento de doengas cronicas na vida
adulta, como as doengas cardiovasculares (ALVES; COSTA-SILVA, 2017), que sdo a
principal causa de mortalidade no Brasil e no mundo, atualmente (WHO, 2017).

Sensiveis aos habitos alimentares, condi¢cOes nutricionais e fatores ambientais, as doengas
cardiovasculares apresentam condi¢do clinica multifatorial e tém como fator critico a
hipertensdo arterial sist€émica (COSTA-SILVA et al., 2015). Estudos experimentais tém
demonstrado a influéncia da desnutricdo proteica em periodos considerados criticos para
desenvolvimento de sistemas vitais de regulacdo de ordem metabolica, neural e morfologica,

que podem culminar em disturbios hemodindmicos, sinalizados por alteragdes precoces em
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parametros ventilatérios (MEGURO et al., 1989; SIMMS et al., 2009; ALVES et al., 2014;
BARROS et al., 2015).

A teoria das Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Done¢a (DOHaD), a
programacao metabolica e, mais recentemente, a plasticidade fenotipica t€ém sido amplamente
utilizadas para caracterizar uma série de herangas ndo genéticas surgidas a partir de fendtipos
gerados em resposta a alteracdes ambientais (GLUCKMAN; HANSON, 2007). Essas
adaptagdes durante o desenvolvimento, teriam o objetivo de garantir a sobrevivéncia do
individuo em ambientes hostis, vislumbrados pelo organismo a partir de alteragdes durante os
estagios inicias da vida e que podem culminar em adoecimento (GLUCKMAN; HANSON,
2007).

A desnutricdo ¢ caracterizada por um consumo de calorias, macro ou micronutrientes
insuficientes para a manutengdo da homeostase corporal (MONTEIRO, 2005) e esta
relacionada com uma série de repercussdes patoldgicas na vida adulta (METGES, 2009). As
dietas hiperlipidicas por sua vez, sao consideradas aquelas que possuem entre 30 a 60% do
componente caldrico total constituido de lipidios (KAKIMOTO; KOWALTOWSKI, 2016),
porém, a propor¢do de acidos graxos e sua saturacdo também sdo fatores importantes, e
apresentam repercussoes distintas nos organismos, com amplos efeitos deletérios relacionados
ao seu consumo em humanos e modelos animais (BLACK et al., 2017).

Diante desses fatos, pode-se compreender a dieta como um fator comprovadamente
crucial na promocdo e manutencdo da satde (HOEFEL, 2011). A observacdo e andlise
criteriosa de diferentes estimulos no periodo de desenvolvimento fetal e na lactacdo e suas
respostas tardias, podem apontar caminhos promissores para reprogramacao do fenotipo, que
proporcionem prognosticos para a melhoria da qualidade de vida, reorganizando, a partir da
plasticidade, os sistemas de regulacdo em resposta a estimulos favoraveis do ambiente
(SAWAYA; LEANDRO; WAITZBERG, 2018).

Neste sentido, hipotetizamos que a curto prazo, o consumo de dietas hiperlipidicas, ¢
capaz de alterar de maneira prejudicial o crescimento somatico € o ganho ponderal, assim
como os parametros bioquimicos e respiratorios de ratos submetidos a desnutri¢do proteica
perinatal. Nosso objetivo ¢ compreender as alteracdes induzidas por uma dupla carga
nutricional imputada em estagios criticos do desenvolvimento em um modelo animal, no
intuito de contribuir para a elucidacdo de estratégias de confronto para o grave problema de

satde publica instaurado a partir da transi¢cao nutricional no ocidente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nutricio, plasticidade fenotipica e as origens da satide e da doenca

No ultimo século, a ciéncia tem se debrucado incessantemente para desvendar as
origens da saude e da doenca e, desde a década de 50, teorias tém surgido relacionando as
condi¢des ambientais ao desenvolvimento de doencas. Em 1962 tem inicio uma série de
estudos prospectivos e observacionais que irao relacionar aspectos nutricionais materno-fetais
e caracteristicas populacionais como peso e estatura, com possiveis conexdes epidemiologicas
entre essas varidveis e o surgimento de doengas na vida adulta (NEEL, 1962; BARKER;
OSMOND, 1986; FORSEN et al.,, 2000; LAW et al., 2002; ADAIR; COLE, 2003;
BHARGAVA et al., 2004).

O que inicialmente foi relacionado com a teoria de um “genétipo poupador” (NEEL,
1962), recebeu atualizagdes advindas de estudos observacionais e clinicos, que incluiam
populacdes de paises desenvolvidos e em desenvolvimento e se contrapunham ao conceito de
modificagdo genotipica. A partir da década de 80, um novo olhar langado por Barker e ef al,
reforcava a relag@o entre o ambiente e o sujeito, em seus estdgios iniciais do desenvolvimento,
desloca-se de alteragdes genéticas para respostas adaptativas advindas do fenotipo (BARKER;
OSMUND, 1986).

A "hipotese de Barker" foi a mola propulsora para inimeras pesquisas em todo o
mundo com foco sobre as origens fetais do adoecimento (BARKER; OSMUND, 1986). A
Teoria das Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca (DOHaD), anteriormente
conhecida como Hipotese das Origens Fetais (FOAD), propde que perturbacdes no ambiente
perinatal promoveriam adaptagdes fenotipicas, influenciando mecanismos endocrinos e
metabolicos de maneira permanente, com impactos sobre processos fisiologicos, cognitivos e
motores a longo prazo (HOFMAN et al., 2006; BARKER, 2007; DALZIEL et al., 2007). A
DOHaD obteve ampliagdo conceitual, cuja caracteristica € o prolongamento temporal do
periodo compreendido como "origem", que passa a se estender desde o periodo pré-natal até
todo o periodo de desenvolvimento dos individuos (UAUY; CORVALAN; KAIN, 2011).

A partir das observagdes da DOHaD e do conceito de desenvolvimento pléstico
(WEST-EBERHARD, 2005), e das pesquisas que nela se apoiaram, surge o conceito de
plasticidade fenotipica, que tem sido amplamente utilizada para caracterizar uma série de

herancas nao genéticas surgidas a partir de fenotipos gerados em resposta a alteragdes
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ambientais - adaptacdes durante os diversos estagios do desenvolvimento, com o objetivo de
garantir a sobrevivéncia e eficiéncia do individuo em ambientes hostis (GLUCKMAN;
HANSON, 2007).

No campo da plasticidade, as respostas adaptativas preditivas, orientam para uma
programacao metabolica: quando encontram resposta positiva do meio as suas predigdes, as
adaptacdes fenotipicas tornam-se aparelhagem vantajosa para a sobrevivéncia dos individuos.
Antagonicamente, se a predi¢ao ¢ equivocada, apresentando condigdes melhores as esperadas,
essas adaptagdes podem acarretar em profundos disturbios (MCMILLEN, 2005), onde o
estado nutricional materno tem sido relacionado, por exemplo, a alteracdes de origem
epigenética nas proles, ao nascimento (GERAGHTY et al., 2016).

A epigenética, em ampla expansdo, tem possibilitado o esclarecimento de cada vez
mais mecanismos intrincados na resposta fenotipica as alteragdes ambientais e tem
demonstrado que a intera¢do entre um conjunto de genes ¢ o ambiente, atua para produzir
varias expressdes fenotipicas, seja por diferenciagdo, variagdo e/ou adaptacdo (REIKE;
DEAN; WALTER, 2001). Os fatores causais que, originalmente, iniciaram com o estudo do
estado nutricional durante a gravidez, evoluiram para incluir fatores ambientais externos e
internos, que incluem alimentos, poluentes, medicamentos, ondas eletromagnéticas, sons,
microbiota intestinal e uma ampla gama de inter-relacdes entre o organismo € o seu meio, €
que pode direcionar para a saude ou para o adoecimento (HAUGEN et al, 2015;
ROSENFELD, 2015).

A luz da epigenética, nutrigenomica e metabolomica, o estudo da influéncia da
nutricdo na saude passa a englobar as interconexdes entre o ambiente e o gene, onde cada
nutriente, através de multiplas acdes a nivel molecular, contribui para a adaptagdo aos insultos
sofridos durante o desenvolvimento (SHANKAR et al, 2017), buscando manter o organismo
em homeostase e, assim, garantir a sobrevivéncia (ROSENFELD, 2015; GERAGHTY et al.,
2016). Logo, a quantidade, qualidade e duragdo ideal de insumos nutricionais ou estimulos do
ambiente ¢ certamente um dos caminhos que levam a saide e também a doenca

(GLUCKMAN; HANSON, 2008; LANGLEY-EVANS, 2014).
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2.2 Desnutricao e desnutricio proteica

A desnutricdo ¢ conceituada como uma condi¢do clinica provocada por um aporte
insuficiente de calorias ou macro e micronutrientes, que tem como causas basicas as
condigdes socioecondmicas de um individuo, sua familia e/ou da populacdo na qual esta
inserido, ou ainda, a condigdes absortivas patologicas (MONTEIRO, 2003; (SAWAYA;
LEANDRO; WAITZBERG, 2018). Apesar do importante declinio desse fendmeno,
observado desde o final do século passado, a desnutri¢do ainda ¢ um grande problema em
muitos paises, e voltou a crescer em 2016, atingindo 804,2 milhdes de pessoas em todo o
mundo e estima-se que em 2017, esse numero tenha se elevado para 820 milhdes (FAO,
IFAD, UNICEF, WFP and WHO. 2018). O panorama da FAO/OPS (2017) relata que a
desnutricdo cronica ainda afeta 94 milhdes de criangas (FAO, 2017) e a, juntamente com o
continente africano, as populacdes da América do Sul representam a maior contribui¢do para
essa conjuntura (FAO, IFAD, UNICEF, WFP and WHO. 2018).

Evidéncias epidemiologicas sugerem que a exposi¢do a desequilibrios nutricionais,
tanto in utero quanto na vida pods-natal imediata (considerados como o periodo perinatal),
relacionam-se a uma maior propensdo para distirbios metabodlicos em estagios mais tardios da
vida. Essa propensdo parece estar relacionada as respostas hipotalamicas, a a¢do da leptina e
de glicocorticoides, com efeitos duradouros sobre a ingestdo de alimentos, o gasto energético
e o metabolismo do tecido adiposo e do musculo esquelético (METGIJES, 2009; BRITO-
ALVES, 2017). O aporte proteico durante os estagios criticos do desenvolvimento, desde o
periodo embrionario, lactacdo e primeira infancia, ¢ fundamental para garantir o crescimento
e funcionamento pleno de orgdos e sistemas, a partir da manutencdo adequada da sintese
proteica e expressao génica (BRITO-ALVES, 2013).

Estudos epidemioldgicos reforcam os indicativos, e tém evidenciado forte correlacio
entre baixo peso ao nascer e déficit de estatura na infancia (manifestagdes clinicas marcantes
da desnutri¢do) e risco de comorbidades na vida adulta como a sindrome metabdlica, diabetes
tipo II, hipertensao, além de retardos no desenvolvimento motor e cognitivo (RAVELLI ef al.,
1976; SAWAYA; ROBERTS, 2003; SAWAYA et al., 2018). No caso da desnutrigdo
perinatal, as respostas adaptativas podem apresentar desde medidas metabdlicas de economia
energética, como diminui¢do da insulina plasmatica, do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1), de reservas nutricionais e do fluxo sanguineo, altera¢cdes na regulacido dos
centros de saciedade e na secregdo e recepgao de reguladores do apetite (BENTO-SANTOS et

al. 2012 ; FERRAZ, 2014), alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e funcionais nos mais
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diversos sistemas, como cardiovascular (AUBIN ez al., 2008; COSTA-SILVA, SIMOES-
ALVES; FERNANDES, 2016).), renal (GLASTRAS et al., 2016) e muscular (BRITO-
ALVES et al, 2017, SAWAYA et al, 2018).

A desnutri¢ao proteica refere-se ao consumo de proteinas inferior as necessidades do
individuo e, em modelos animais de roedores, estd caracterizado pelo consumo de proteinas
inferior a 17% (REEVES et al, 1993). Modelos animais de desnutricio amplamente
utilizados, buscam avaliar os efeitos, sobre a prole, do baixo consumo de proteinas pelas maes
durante a gestaciio e lactagio (8% de proteinas ao invés de 20%, por exemplo) (FALCAO-
TEBAS et al, 2011; BARROS et al, 2015). Uma série de trabalhos tém sido publicados a
partir desse modelo, que evidenciam: baixo peso ao nascer (FALCAO-TEBAS et al, 2011),
reducdo da modula¢do autonomica (BARROS et al, 2015) e hipertensdo (BARROS et al,
2014; ALVES et al., 2015; LANGLEY-EVANS et al., 2014), enquanto outros modelos
relatam reducdo da capacidade de sucg¢do (PINE et al, 1994), alteragdes no musculo
esquelético (ALVES; DAMASO; DAL, 2008; SAWAYA et al, 2018) e resisténcia a insulina
(THORN et al, 2011; BENTO-SANTO et al, 2012).

A influéncia da desnutricdo proteica perinatal sobre as respostas biologicas na vida
adulta possui amplos relatos cientificos, porém, os mecanismos envolvidos ainda nio estdao
totalmente esclarecidos. De fato, modelos animais de programagdo metabdlica incluem dietas
de baixa proteina em estagios criticos do desenvolvimento. As adaptacdes que citamos
anteriormente neste trabalho, podem estar relacionadas a DOHaD e a plasticidade fenotipica.
Os avangos epigenéticos das tltimas décadas tém contribuido fortemente para a compreensao
de alguns fatores envolvidos na inter-relagdo nutricdo-saude-doenca e muito mais ha ainda
que se avancar, agregando também os impactos da transi¢ao nutricional observada em todo o

mundo (SHANKAR, 2018).

2.3 Transi¢ao epidemiologica e nutricional

A partir do século XX, o adoecimento ¢ morte das populagdes apresentam causas
diferentes do modelo prevalente na primeira metade deste século. A alta incidéncia de
doencas infecciosas e parasitarias foi, paulatinamente, substituida pela prevaléncia de doengas
cronicas e degenerativas ndo transmissiveis, que acompanham a intensa transi¢do demografica
e de costumes. Concomitante as revolugdes industriais e tecnoldgicas, ¢ possivel observar

profundas alteragdes no comportamento € nos habitos alimentares das familias em todo o
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mundo (BATISTA FILHO; BATISTA, 2010). Paralelo ao declinio da desnutri¢do endémica
que caracterizou a realidade de muitos paises no século passado e arrastava junto a si, as
doencas carenciais, as taxas de obesidade t€ém-se elevado significativamente, a nivel mundial
(FAO, IFAD, UNICEF, WFP and WHO. 2018).

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude, 804 milhdes de pessoas ainda
encontram-se desnutridas (FAO, IFAD, UNICEF, WFP and WHO. 2018). Ao mesmo tempo,
o ganho de peso da populagdo tem atingido niveis alarmantes: ha mais de quarenta milhdes de
criancas menores de cinco anos com sobrepeso e obesidade e 48% da populagdo mundial
apresenta-se acima da faixa de peso saudavel (RIBEIRO et al, 2014). Esse quadro se espalha
em praticamente todos os continentes, inclusive em paises com alta inseguranca alimentar, e
nos aponta para o panorama alarmante da coexisténcia de ambos os agravos nutricionais numa
mesma populagdo. A interacdo entre mudancas epidemioldgicas, socioeconOmicas e
demograficas determina a natureza, o ritmo e a velocidade da transicdo nutricional, e
consequentemente, a gravidade de suas repercussdes (BLACK, 2013)

A transicao nutricional é normalmente caracterizada pela reducdo na prevaléncia da
desnutricdo em suas diversas dimensdes (energética e de macro ou micronutrientes),
acompanhada por consumos excessivos de alimentos hipercaloricos e ultra processados, com
consequente aumento do peso corporal (ABDULAH ef al, 2015). A ultima década foi
marcada por uma série de publicacdes baseadas em estudos epidemioldgicos que alertam para
a transi¢do nutricional e seus impactos, que relatam manuten¢do de déficits de estatura
paralelos ao sobrepeso e obesidade, com suas multiplas comorbidades, coexistindo na mesma
populagdo, principalmente nos paises mais pobres e em desenvolvimento (KROBER et al,
2015; ABDULAH et al, 2015; SOUSA; OLINDA; PEDRAZA, 2016; SARMIENTO et al,
2014; WINICHAGOON et al, 2015; BLACK et al, 2013; KEDING et al, 2016)

Em um recente levantamento global, realizado com 30 paises de baixa renda, Abdulah
et al (2015) relataram que o padrao de ganho de peso corporal da populagdo de paises em
desenvolvimento ¢ quase idéntico ao encontrado em paises desenvolvidos e a estimativa de
sobrepeso ao longo do tempo foi maior nos grupos de menor renda e menor escolaridade. A
coexisténcia de criancas desnutridas e maes obesas numa mesma residéncia ¢ realidade no
México (KROBER et al, 2015), na Colombia (SARMIENTO et al, 2015,), na China (FENG
et al,2015), na Africa Subsaariana (STEIN; MCHIZA, 2014; KEDING et al, 2016) e também
no Brasil (SOUSA; OLINDA; PEDRAZA, 2016). A baixa estatura e obesidade pode refletir
uma nutri¢do inadequada e uma dieta de baixa qualidade nos primeiros dois anos de vida,

seguida por excessos na ingestdo de energia mais tarde na infancia (ABDULAH et al, 2015).
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A desnutricdo infantil estd relacionada a atrasos no desenvolvimento psicomotor,
menor desempenho escolar, maior suscetibilidade a doengas infecciosas e desenvolvimento de
doengas cronicas. A obesidade precoce ¢ um fator de risco para problemas respiratorios,
diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares, dislipidemias, sindrome metabdlica e
doengas osteoarticulares na vida adulta (SOUSA; OLINDA; PEDRAZA, 2016). A
coexisténcia dessas comorbidades advindas de fatores nutricionais tem sido denominada de
“dupla carga da ma nutri¢ao” (alguns autores relatam também uma “tripla” carga), onde a
desnutri¢dao perinatal e infantil se segue a uma hipernutri¢ao calorico/lipidica de baixo valor
nutricional, com repercussdes no ganho ponderal dos individuos, que podem culminar em
sobrepeso ¢ obesidade (KEDING et al, 2016).

Embora evidentes, as correlagdes entre a desnutricdo precoce e obesidade/doencgas
cronicas tardias ainda nao estao determinadas. A desnutri¢ao perinatal sinaliza para doengas
metabolicas na vida adulta. Mulheres obesas com histoérico de diabetes gestacional tém um
risco aumentado de diabetes tipo 2, sindrome metabdlica e doenca cardiovascular
subsequentes (O’SULLIVAN, 1982). O sobrepeso e a obesidade materna aumentam o risco
de obesidade infantil, que se mantém na adolescéncia e no inicio da vida adulta,
potencializando a transmissdo transgeracional da obesidade (JAAKS et al, 2017) As
evidéncias cientificas reforcam que o ambiente intrauterino desempenha importante papel na
programacao de fenotipos que afetam a saude ao longo da vida. Desse modo, os impactos da
transi¢do nutricional e a dupla carga da ma nutri¢do, ainda recentes em termos historicos e

epidemioldgicos, certamente serdo alvo de mais estudos a nivel populacional e clinico.

2.4 Dupla carga nutricional: desnutri¢io perinatal e hipernutri¢do calorico-lipidica em
modelos experimentais

Os estudos epidemioldgicos classicos publicados po pesquisadores em DOHaD e
programacao metabolica do final do século passado, caracterizaram a intima relag@o entre as
condi¢des iniciais do desenvolvimento fetal e pds-natal e as repercussdes tardias para a satde
dos individuos (NEEL, 1962; BARKER; OSMOND, 1986; FORSEN et al., 2000; LAW et
al., 2002; ADAIR; COLE, 2003; BHARGAVA et al.,, 2004). Contudo, esses estudos
elucidaram as correlagdes entre o ambiente pré-natal e pds-natal precoce e tardio, mas nao
explicitaram os mecanismos envolvidos nas alteracdes morfologicas, fisiologicas e
comportamentais em reposta aos insultos ambientais. Logo, a utilizacdo de modelos animais

tem sido aliada fundamental para a compreensdo dos fatores relacionados ao adoecimento
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tardio, permitindo o acompanhamento desde a gestacdo, nascimento, lactacdo e demais
estagios criticos do desenvolvimento, bem como, as repercussdes transgeracionais
acarretadas (DICKINSON et al., 2016).

Os diversos modelos utilizados que avaliam a relagdo entre o estado nutricional e
repercussdes pos-natais englobam desde espécies maiores, cComo 0ovinos € suinos, a pequenos
animais, como diversas espécies de roedores, adequadas as especificidades dos 6rgaos e
sistemas que se deseja avaliar (BARKER, 2008). Os roedores apresentam um menor custo
relativo, assim como menor vida util e maior prole, o que permite o acompanhamento de
repercussoes a longo prazo, em um periodo de tempo mais curto e com possibilidade de coleta
e estudo de inumeros tecidos (BARKER, 2008). Outro fator importante para o uso de murinos
¢ a possibilidade de manipulacdo dietética com semelhancas digestivas, enzimdticas e
metabolicas em relacdo aos humanos (LANGLEY-EVANS, 2007). De fato, os modelos
animais tém representado grande contribui¢do para a compreensdo sobre as influéncias do
alimento e seus macros ¢ micronutrientes sobre o organismo (BAKER, 2008).

A partir da elucidagdo sobre a importancia dos modelos animais para a pesquisa em
nutricdo e as origens da satide e da doenga, faz-se necessario reforcar que apesar de muito ter
sido produzido a respeito de desnutricao e da supernutrigdo (DICKINSON et al., 2016), a
maior parte da literatura cientifica aborda essas duas condigdes de maneira isolada e pouco
tem sido produzido no sentido de avaliar a dupla carga da ma nutricdo em modelos
experimentais.

Enquanto estudos experimentais t€ém demonstrado a influéncia da desnutricdo materna
sobre diversos o0rgdos e tecidos, como o figado, musculo esquelético, tecido adiposo, coracao,
glandulas adrenais, placenta, cérebro e ovarios, como nos relata a metandlise realizada por
Dickinson et al. (2016), a desnutrigdo proteica, em periodos considerados criticos para
desenvolvimento, tem apresentado repercussdes sobre sistemas vitais de regulacdo de ordem
metabolica, neural e morfoldgica, que podem culminar em fatores relacionados a sindrome
metabolica (WONG et al., 2016). Essas alteragdes também atuam favorecendo o
desenvolvimento de distirbios hemodindmicos tardios, sinalizados por alteragcdes precoces em
parametros ventilatorios, com origem em disfun¢des autondmicas e simpaticas (MEGURO et
al., 1989; SIMMS et al., 2009; ALVES et al., 2014; BARROS. et al., 2015).

Por sua vez, o tecido hepatico também tem sido alvo da programacao fetal: Sohi e et al
(2011) observaram aumento do colesterol em proles derivadas de maes desnutridas. Essa
alteracdo foi relacionada a modificagdes epigenéticas sobre proteinas que atuam na conversao

do colesterol e 4cidos biliares - os animais desnutridos apresentaram menor transcrigdo dessa
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proteina, aumentando os valores séricos desse marcador, aos 21 dias de vida (SOHI et al,
2011). Os triglicerideos hepaticos também apresentam influéncia deletéria a partir da
desnutri¢dao perinatal: Zhu e et al (2016) identificaram que a desnutrigdo materna durante a
gestacdo pode levar a um aumento dos triglicerideos hepaticos das proles, através de
alteragdes na regulagdo transcricional e epigenética do gene das Lipases Lipoprotéicas (ZHU
et al,2016).

Dietas pds-desmame com conteudo excessivo de lipidios também té€m sido
relacionadas a alteragdes em oOrgdos e tecidos (DICKINSON et al., 2016). A literatura
cientifica relata disfungdes metabolicas, aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio, disfuncdes vasculares (KAKIMOTO; KOWALTOWSKI, 2017), alteragdes
hormonais (BENTO-SANTOS, 2012) e na expressdo ou recep¢do de importantes sensores
energéticos e de saciedade. A leptina e apelina, por exemplo, sdo hormdnios que atuam na
regulacdo e influéncia de diferentes 6rgdos e sistemas por mediacdo do sistema nervoso
simpatico (HARLAN; RAHMOUNI, 2013). Ambas, tanto a apelina quanto a leptina, estdo
diretamente relacionadas a alteragdes metabolicas e hemodinamicas que podem culminar em
adoecimento e podem ser moduladas pela ingestio de lipidios (PRADO et al, 2009;
GUOFENG et al, 2016). O consumo de dietas hiperlipidicas também tem sido associado a
redugdo da sensibilidade a insulina, e diabetes Tipo 2, relacionada ao acimulo de lipidios no
musculo esquelético (RIZZI, 2012).

Separados, a desnutricdo e a hipernutri¢do ja estdo relacionados a graves alteragdes
deletérias a satde dos individuos e busca-se, agora, compreender os efeitos dessa dupla carga
atuando sobre um mesmo organismo e as respostas plasticas do organismo a esses insultos.
Estudo publicado por Vency et al. (2018), identificou que animais submetidos a restricao
proteica ao final da gestagdo, apresentaram alteragdes metabolicas exacerbadas pela dieta
hiperlipidica desde o desmame, com impacto sobre a adiposidade, fun¢do das células beta-
pancreaticas, homeostase da glicose e da insulina e atividade autondmica na vida adulta.
Entretanto, a obesidade e a intolerancia a glicose parecem menos pronunciadas quando a
oferta da dieta hiperlipidica se d& na vida adulta (HAN et a/, 2012).

Sobre o crescimento somatico, Alheiros et al. (2017) observaram que a desnutri¢do
proteica perinatal promoveu redugdo do peso e do tamanho corporal das proles, enquanto o
consumo de dieta hiperlipidica pds-desmame favoreceu a recuperagdo acelerada desses
parametros aos 60 dias, influenciando também o consumo alimentar, adiposidade corporal e a
funcdo imune, com hiperresponsividade ao INF-y, sugerindo aumento da resposta

inflamatéria (ALHEIROS et al., 2017). Em contrapartida, Dalvi et al. (2018) sugeriram que a
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desnutricdo proteica nos estagios iniciais da vida induz intolerancia transitéria a glicose apos a
recuperagdo nutricional, mas ndo aumenta a suscetibilidade, induzida por dieta hiperlipidica, a
esteatose hepatica ou a resisténcia a insulina em animais adultos (DALVI et al., 2018).

Dessa maneira, mais estudos sdo necessarios para a compreensao do fenomeno da
dupla carga nutricional em modelos experimentais, no intuito de elucidar os efeitos e

mecanismos plasticos em resposta a desnutri¢ao seguida da hipernutrigao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos a curto prazo da dieta hiperlipidica sobre varidveis murinométriicas,

bioquimicas e respiratorias de ratos submetidos a desnutricdo proteica perinatal.

3.2 Objetivos especificos

Na prole de ratos provenientes de maes submetidas a desnutri¢cdo proteica perinatal e

que receberam apos o desmame dieta hiperlipidica, propomos:

- Quantificar o consumo ¢ a eficiéncia alimentar;

- Acompanhar o peso corporal, o ganho ponderal e crescimento somatico;
- Avaliar o perfil bioquimicos;

- Mensurar os parametros ventilatorios.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Questoes éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob protocolo N° 23076.044287/2015-96, e
seguiu as normas € padroes de manipulacdo de boas praticas no manejo de animais de

laboratorio.

4.2 Animais

Foram acompanhados quarenta e oito ratos proles de doze ratas albinas nuliparas da
linhagem Wistar, provenientes do biotério do Centro Académico de Vitdria da Universidade
Federal de Pernambuco, que foram acasaladas com ratos machos na propor¢dao de 3:1. A
observagdo da presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal foi usada para definir o 1°
dia de prenhez. A partir da determinagdo da prenhez, as ratas foram alojadas em gaiolas
individuais e agrupadas aleatoriamente de acordo com as dietas experimentais
correspondentes aos grupos experimentais, como descrito no item “manipula¢do nutricional”.
A temperatura e a umidade foram mantidas dentro dos limites adequados, de 22 a 25 °C e 55
a 65%, respectivamente. As proles foram reduzidas a oito machos por ninhada, e quando as
ninhadas foram compostas por menos de oito machos, fémeas foram mantidas para
padronizagdo do tamanho da prole e adequagdo do numero de filhotes ao nimero de tetas

funcionais das maes.

4.3 Manipula¢io nutricional

4.3.1 Dietas

As dietas utilizadas foram confeccionadas no Laboratorio de Técnica Dietética do
Centro Académico de Vitdria, dentro das especificagcdes, normas e padrdes de manipulagao
alimentar, conforme a tabela 1. Foi quantificada a composi¢do centesimal de todas as dietas
experimentais (Tabela 2) e a composicao de 4cidos graxos das dietas po6s desmame (Tabela 3).
As dietas foram pesadas e ofertadas diariamente, assim como o rejeito, para quantificacao do

consumo alimentar diario.
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Tabela 1 - Composi¢ao quanto aos ingredientes utilizados na formulagdo das dietas
experimentais

Ingredientes Normoproteica/ Hipoproteica Hiperlipidica
(g por 100g de dieta) Normolipidica (AIN-93) (Cavalcante, 2013)
(AIN-93G)
Amido de milho 39,7 50,3 15
Amido dextrinizado 13,2 13,2 -
Farinha de trigo - - 12
Biscoito maisena - - 5
Farinha de soja - - 6
Banha de porco - - 5,3
Manteiga - - -
Creme de leite - - 4
Margarina (65% lipidios) - - 4
Caseina (>85%) 20 9,4 20
Goma guar - - 0,5
Sacarose 10 10 18
Oleo de soja 7 7 4
Fibra (celulose) 5 5 2
Vitaminas 1 1 0,7
Mineral mix 3,5 3,5 2,5
DL-metionina 0,3 0,3 0,25
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25
BTH 0,0014 0,0014 0,014
Glutamato monossodico - - 0,2
(12,3%)
Cloreto de sodio - - 0,3
Total (g) 100 100 100
Kcal /100g 3,69 3,64 4,46

Fonte: MELLO, A.P.F. A. C., 2018.

A dieta AIN-93G foi confeccionada de acordo com o preconizado por Reeves et al., 1993; a dieta hiperlipidica
foi adaptada do estudo de Cavalcante et al., 2013. A analise da quantidade de calorias foi determinada a partir de
analise centesimal, realizada no laboratorio de Bromatologia do Centro Académico de Vitoria da Universidade
Federal de Pernambuco.

Tabela 2 - Composi¢ao centesimal de nutrientes das dietas experimentais formuladas

Macronutientes Normoproteica/Normolipidica Hipoproteica Hiperlipidica

(g/100g) (AIN-93G) (AIN-93) (Cavalcanti, 2013)
Umidade 3,5 8,1 4.4
Proteinas 18,6 8,7 22,5
Lipidios 6,1 5,1 15,3
Carboidratos 68,6 75,8 54,7
Cinzas 3,3 2,3 3,1

Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.

A dieta AIN-93G foi confeccionada de acordo com o preconizado por Reeves et al., 1993; a dieta hiperlipidica
foi adaptada do estudo de Cavalcante ef al., 2013. A analise de composicdo centesimal foi realizada no
Laboratério de Bromatologia do Centro Académico de Vitéria da Universidade Federal de Pernambuco, de
acordo com a metodologia de determinagdo de umidade, proteinas, lipidios e cinzas da AOAC (1995). A
quantidade de carboidrato presente na amostra foi obtida por diferenca.
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Tabela 3 - Composi¢ao percentual de acidos graxos quanto a presenga de dupla ligacao na
cadeia carboOnica nas dietas experimentais pds-desmame formuladas

Acidos graxos Normoproteica/Normolipidica Hiperlipidica
(AIN-93G) (Cavalcante, 2013)
Saturados
Acido octanoico (C8:0) 0 0
Acido decanoico (C10:0) 0 0
Acido laurico (C12:0) 0 0
Acido miristico (C14:0) 0 1,09
Acido pentadecanoato (C15:0) 0 0
Acido palmitico (C16:0) 11,97 19,1
Acido heptadecanoato (C17:0) 0 0
Acido estearico (C18:0) 4,62 9,4
Acido araquidico(C20:0) 0,36 0
Acido behénico(C22:0) 0,37 0
Total 17,32 29,59
Monoinsaturados
Acido miristoleico (C14:1) 0 0
Acido palmitoleico (C16:1) 0 0
Acido heptadecanoico (C17:1) 0 0
Acido oleico (C18:1) 29,93 34,77
Acido eicosenoico (C20:1) 0 0
Total 29,93 34,77
Poliinsaturados
Acido linolénico (C18:3) 3,89 5,11
Acido linoleico (C18:2) 48,87 30,53
Total 52,76 35,64
Omega 3(g/100g) 0,27 0,78
Omega 6(g/100g) 3,42 4,66

Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.

Os acidos graxos foram identificados segundo padrao externo (FAME Supelco™ mix C4-C24, Bellefonte, PA,
USA) e o percentual (%) calculado conforme normalizagdo das areas dos picos pelo método de cromatografia
gasosa no Laboratdrio de Fitoquimicos e processos do Centro de Tecnologias ¢ Estratégias do Nordeste. A partir
da determinag@o percentual de acido linolénico (6mega 3) e linoléico (0mega 6) foram calculadas as quantidades
(g/100g de dieta) desses acidos graxos e obteve-se a razao de 6mega 6 / 3.

4.3.2 Inducdo da desnutricdo

A manipulagdo nutricional materna baseou-se na utilizagdo de dois tipos de dieta
durante todo o periodo de gestacdo e lactacdo (até 21 dias de vida dos filhotes), sendo:

- Grupo normonutrido, cujas maes que receberam dieta normoproteica (AIN-93G);

- Grupo desnutrido, cujas maes receberam dieta hipoproteica (AIN-93).

As dietas confeccionadas foram isocaléricas entre si. A desnutricdo foi confirmada
pela avaliacdo do peso e tamanho corporal ao nascer, bem como pelo contetdo de proteinas

séricas dos filhotes, avaliados aos 22 dias de vida.

4.3.3 Inducdo da transicdo nutricional
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Apbds o desmame, os filhotes foram mantidos em gaiolas coletivas com 2 a 3 filhotes

cada, com agua e dietas normoproteica/ normolipidica (NL) ou hiperlipidica (HL).

4.4 Desenho experimental

O protocoloNew experimental se iniciou a partir da identificagdo da prenhez por
esfregaco vaginal, onde as maes foram submetidas a desnutricdo proteica durante gestacao e
lactacdo (n=6), ou receberam dieta normoproteica/normolipidica (n=6). Os filhotes machos
foram submetidos ao desmame aos 21 dias de vida, passando a se alimentarem dieta
hiperlipidica. Assim, obtivemos a formagdo dos seguintes grupos experimentais : Grupo
NPNL: cuja mae do filhote recebeu dieta normoproteica durante a gestacdo e lactacdo e o
filhote recebeu dieta normoproteica/normolipidica apdés o desmame (n=12); Grupo NPHL:
cuja mae do filhote recebeu dieta normoproteica durante a gestagdo e lactacdo e o filhote
recebeu dieta hiperlipidica apds o desmame (n=10); Grupo LPNL: cuja mae do filhote
recebeu dieta hipoproteica durante a gestagdo e lactagdo e o filhote recebeu dieta
normoproteica/normolipidica ap6és o desmame (n=14); Grupo LPHL: cuja mae do filhote
recebeu dieta hipoproteica durante a gestagao e lactacdo e o filhote recebeu dieta hiperlipidica
ap6s o desmame (n=12). Os animais experimentais foram acompanhados até os 30 dias de

vida. Abaixo, figura representativa do desenho experimental utilizado no estudo (Fig. 1):

Figura 1 - Desenho experimental do estudo

Pés-desmame
(Intervalo de 9 dias)

Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.
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Representagdo do modelo experimental de transi¢do nutricional em proles de ratos wistar, provenientes de maes
submetidas a desnutricdo proteica durante gestacdo e lactagdo, e que receberam dieta normolipidica ou
hiperlipidica pds-desmame.

4.5 Avaliacao do ganho ponderal, crescimento somatico, consumo e eficiéncia alimentar

A massa corporal dos animais foi acompanhada diariamente, assim como o consumo
alimentar, como previamente descrito por Brito-Alves et al. (2014). O ganho ponderal foi
aferido a partir do delta do peso corporal referente aos periodos de 1 a 21 dias de vida e de 21
a 30 dias de vida.

A circunferéncia abdominal, comprimento caudal e comprimento naso-anal (aqui
considerado tamanho corporal — TC) dos filhotes foram mensurados semanalmente, como
previamente descrito por Bayol e et a/ (2004) e Barker e ef al (2002), do nascimento até o 30°
dia de vida.

Foi avaliada a eficiéncia alimentar e caldrica dos animais, calculada a partir da
formula (CEA ou CEC%) = [média do ganho de massa corporal do periodo x 100
(g)/consumo alimentar ou calorico do periodo(g)], segundo NOVELLI et al (2007).

4.6 Analises bioquimicas

A andlise foi realizada a partir do soro, coletado via plexo orbital dos animais
anestesiados por ketamina (80 mg/kg i.p.) e xilazina (10 mg/kg i.p). As amostras de sangue
foram condicionadas em tubos sem anti-coagulante, centrifugadas a 3500 RPM por 10
minutos para obten¢do do soro. O sobrenadante foi coletado com auxilio de pipeta e
transferido para um tubo Eppendorf, e encaminhado para andlise do contetido sérico de
albuminas, proteinas totais, colesterol total, triglicerideos e glicose, utilizando-se seus
respectivos kits comerciais em analisador bioquimico digital. A partir da dosagem de
triglicerideos foi obtido o valor de VLDL-colesterol pela formula de Friedewald = TG/S,
conforme estabelecido na IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose: Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia
(SPOSITO et al, 2007).

Todas as andlises bioquimicas foram realizadas aos 21 e aos 30 dias de vida.
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4.7 Parametros ventilatorios

As medidas ventilatdrias foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro em sistema
fechado. Durante a realizagcdo de cada medida de ventilagdo, o fluxo de ar foi interrompido e a
camara do animal permaneceu totalmente vedada por curtos periodos de tempo (~2 min). As
oscilagdes causadas pela ventilagdo do animal foram captadas por um dispositivo conectado a
camara que contém o transdutor diferencial de pressdo e o amplificador de sinais (ML141
spirometer, PowerLab, ADInstruments) e o sistema de aquisi¢ao de dados (LabChartTM Pro,
PowerLab, ADInstruments). Trés variaveis respiratorias foram mensuradas: a frequéncia

respiratéria (FR), o volume corrente (VT) e a ventilagdo pulmonar (VE).

4.8 Fluxograma experimental

Abaixo, ilustragdo da distribui¢ao temporal dos experimentos realizados (Fig. 2):

Figura 2 - Fluxograma dos experimentos e coletas
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Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.

Representacao esquematica do fluxograma experimental realizado em proles de ratos wistar provenientes de
maes submetidas a desnutricdo proteica durante gestagdo e lactagdo, e que receberam dieta normolipidica ou
hiperlipidica pds-desmame, a partir do desmame. (d) dias de vida.

4.9 Analise dos dados

Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média (epm). A anélise de

normalidade da amostra foi realizada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para os
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dados considerados paramétricos, a comparacao entre os grupos foi realizada por meio de T-
teste ou ANOVA one way, seguida de pos-teste de Newman-Keuls. Para os dados nao
paramétricos, foram utilizados Teste de Mann-Whitney e Teste de Kruskal-Wallis seguido de
pos-teste de Dunn’s. Os dados foram analisados através do programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Corporation, versdao 5.0, 2007), e o nivel de significancia considerado

foi de p<0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Peso corporal e ganho ponderal

Como pode ser observado no grafico 1(A), ao nascer, os animais desnutridos nao
apresentaram diferenca de peso corporal, quando comparados ao grupo controle (NP=
6,3+0,2; LP=6,1+0,1g; p=0,5). Porém, a partir dos 7 dias de vida, o grupo LP manteve-se
inferior quando comparado a ao controle em todas as idades analisadas (7d: NP=14,6 + 0,3;
LP=12,8 £ 0,3g; p=0,0004); (14d: NP=27,8 + 0,7, LP=81,8 + 0,6g; p<0,0001); (21d:
NP=45,9 + 0,8; LP=31,6 + 0,8g; p<0,0001). A avaliagao do ganho de peso ponderal durante a
lactacdo, quantificado imediatamente apos o desmame e separacao dos grupos, que pode ser
observada no grafico 1(B) do 1° ao 21° dia de vida, corrobora o resultado de peso corporal,
demonstrando que ambos os grupos oriundos de maes desnutridas apresentaram valores
inferiores, quando comparados NPNL ¢ NPHL (NPNL= 86,4 + 0,3; NPHL= 86,3 = 0,4;
LPNL= 79,7 + 0,6; LPHL= 80,8 + 0.6 %; P<0,0001). Apos o desmame, a evolucao do peso
corporal (Grafico 1(C) manteve o mesmo comportamento do observado durante a lactacdo,
onde os grupos LPNL e LPHL mantiveram-se com peso corporal inferior aos 30 dias (NPNL=
85,7 +£2,8; NPHL= 88,0 + 2,7; LPNL= 63,6 + 2,5; LPHL= 68,4 + 2,82; p<0,0001). Porém, o
ganho ponderal pés-desmame (Gréafico 1(D) desses grupos demonstrou rapida recuperagao
apds o consumo das dietas normolipidica ou hiperlipidica, ultrapassando o percentual de
ganho de peso dos demais grupos (NPNL=47,3 £ 0,9; NPHL= 48,3 + 2,6; LPNL= 50,9 + 1,1;
LPHL= 52,5 £ 0,6%; p< 0,0001). Contudo, a dieta hiperlipidica ndo favoreceu ganho
ponderal exacerbado em NPHL ou LPHL, que apresentaram comportamento semelhante a

seus respectivos grupos com dieta controle.

Grifico 1- Acompanhamento do peso corporal e do ganho ponderal
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Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.

Acompanhamento dos efeitos da manipulagdo nutricional sobre a massa corporal da prole de ratos wistar,
provenientes de mées submetidas a desnutrigdo proteica durante a gestagdo e lactacdo, ¢ que receberam dieta
hiperlipidica ou normolipidica poés-desmame. Em (A) massa corporal da prole apos o desmame (21 dias de vida),
momento em que os animais passaram a receber dietas normoproteica/normolipidica ou hiperlipidica, formando
quatro grupos: Controle-NPNL - grupo cuja mée recebeu dieta normoproteica ¢ que a prole recebeu dieta
normoproteica/normolipidica (n=12); NPHL- grupo cuja méae recebeu dieta normoproteica e que a prole passou a
receber dieta hiperlipidica (n=10); LPNL - grupo cuja mae foi submetida a desnutri¢do e que a prole passou a
receber dieta normoproteica/normolipidica (n=14); LPHL - grupo cuja mie foi submetida a desnutri¢do e que a
prole passou a receber dieta hiperlipidica (n=12). Em (B), ganho ponderal referente ao periodo de lactagdo. Em
(C), peso corporal dos animais ap6s a lactagdo até os 30 dias de vida. Em (D), ganho ponderal referente ao
periodo pos-lactacdo até os 30 dias de vida. Os dados estdo expressos em média £ SEM e foram analisados por
T-test ndo pareado durante a lactagdo, e por one-way ANOVA seguido de pos teste de Newman-Keuls ou
Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunns, para p<0,05. (*) quando comparado ao Controle-NPNL; (#) quando
comparado a NPHL.

5.2 Crescimento somatico

A avaliacdo do crescimento somdtico demonstrou comportamento semelhante ao
observado no peso corporal. Durante a lactagdo (Grafico 2(A), os animais oriundos de maes
desnutridas apresentaram menor comprimento corporal ao nascer (1d: NP= 5,23 + 0,05; LP=
5,05 £ 0,05cm; p=0,0067). Pontualmente, ndo houve diferenca entre os grupos aos 7d
(p=0,1426), contudo aos 14d (NP=8,9 + 0,1; LP=8,5 + 0,1cm; p=0,0122) e aos 21d (NP=
11,05 + 0,23; LP=10,36 £+ 0,08cm; p=0,0313) o grupo LP manteve o comprimento corporal
inferior quando comparado ao controle. Apods o desmame (Grafico 2(B), ambos os grupos
oriundos de maes desnutridas partem de um comprimento corporal inferior quando
comparados a NPNL e NPHL (NPNL= 11,5 + 0,2; NPHL= 11,4 + 0,2; LPNL= 10,4 £+ 0,1;
LPHL= 10,4 + 0,2; p= <0,0001), e mantém-se inferiores aos 30 dias, contudo, o grupo LPNL
apresenta comprimento corporal inferior, também quando comparado a LPHL, demonstrando
que o consumo de dieta hiperlipidica pelos animais desnutridos, incentivou um crescimento
relativo aumentado, na comparagdo com seu grupo controle, LPNL (30d: NPNL= 14,0 + 0,2;
NPNL= 14,2 + 0,1; LPNL= 12,3 + 0,2; LPHL= 13,3 + 0,1cm; p= <0,0001).
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Ao avaliarmos a circunferéncia abdominal durante a lactacdo [Grafico 2(C)],
percebemos que, embora o grupo LP ndo tenha apresentado diferenca quando comparado a
NP (p=0,6790), ao nascer, mantém-se com valores reduzidos aos 7 (NP=6,1 = 0,1; LP=5,8 +
0,1cm; p=0,0065), 14 (NP= 7,8 + 0,1; LP= 7,1 + 0,1; p<0,0001) ¢ 21d (NP= 8,9 £ 0,1; LP=
8,2 = 0,1cm; p=0,0002). Considerando o periodo pés-desmame [Grafico 2(D)], os grupos
LPNL e LPHL apresentaram uma menor circunferéncia abdominal logo apds o desmame
(22d: NPNL= 8,9 =+ 0,1; NPHL= 89 + 0,1; LPNL= 8,2 + 0,2; LPHL= 8,2 + 0,2cm;
p=0,0002), entretanto, aos 30 dias, apenas o grupo desnutrido se manteve inferior quando
comparado aos grupos normoproteico (NPNL= 10,4 + 0,2; NPHL= 11,5 = 0,4; LPNL= 9,4+
0,2; LPHL= 9,9+ 0,2cm; p=0,0003), demonstrando que a dieta hiperlipidica induziu a uma
recuperagao mais rapida da circunferéncia abdominal na prole desnutrida.

A andlise do comprimento caudal durante a lactacdo [Grafico 2(E)], pudemos observar
que essa variavel apresentou resposta mais tardia a desnutri¢do, demonstrando-se reduzida no
grupo LP apenas aos 14 (NP=5,4 £ 0,1; LP=4,9 £ 0,1; p<0,0001) e aos 21 dias de vida (NP=
7,5 = 0,1; LP= 6,8 = 0,2; p=0,0042). Ap6s o desmame [Grafico (F)], os grupos oriundos de
maes desnutridas mantiveram a redugdo do comprimento caudal aos 22 dias (NPNL= 7,3 +
0,2; NPHL= 7,8 = 0,2; LPNL= 6,9 + 03; LPHL= 6,8 £+ 0,3; p=0,0102) mas apenas quando
comparados a NPHL. Aos 30 dias, a diferenca entre os grupos submetidos a desnutri¢ao se
ampliou também para quando comparados a NPNL, enquanto NPHL apresentou maior
comprimento caudal que todos os demais grupos. Entre LPNL e LPHL ndo foi observada
diferenca (NPNL= 10,0 + 0,2; NPHL= 10,1 + 0,3; LPNL= 83 + 0,2; LPHL= 8,5 + 0,1;
p<0,0001), demonstrando que a dieta hiperlipidica ndo afetou o comprimento caudal de
animais desnutridos, aos 30 dias de vida, ao passo que estimulou o crescimento desse

seguimento corporal em animais oriundos de dieta controle (NPHL).
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Grafico 2 - Acompanhamento do crescimento somatico
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Fonte: MELLO, A. P. F. A. C,, 2018.

Acompanhamento dos efeitos da manipulag@o nutricional sobre o crescimento somatico da prole de ratos wistar,
provenientes de maes submetidas a desnutricdo proteica durante a gestacdo e lactagdo, e que receberam dieta
hiperlipidica ou normolipidica pés-desmame. Em (A) comprimento corporal, (C) circunferéncia abdominal e (E)
comprimento caudal da prole do nascimento ao desmame (21 dias de vida), momento em que os animais
passaram a receber dietas normoproteica/normolipidica ou hiperlipidica, formando quatro grupos: Controle-
NPNL - grupo cuja mae recebeu dieta normoproteica e que a prole recebeu dieta normoproteica/normolipidica
(n=12); NPHL- grupo cuja mae recebeu dieta normoproteica e que a prole passou a receber dieta hiperlipidica
(n=10); LPNL - grupo cuja mie foi submetida a desnutricdio ¢ que a prole passou a receber dieta
normoproteica/normolipidica (n=14); LPHL - grupo cuja mée foi submetida a desnutri¢do e que a prole passou a
receber dieta hiperlipidica (n=12). Em (B), (D) e (F) respectivas medidas pos-desmame, avaliadas entres 22 ¢
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30d. Os dados estdo expressos em média £ SEM e foram analisados por T-test ndo pareado durante a lactagdo, e
por one-way ANOVA seguido de pds teste de Newman-Keuls ou Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunns, para
p<0,05. (*) quando comparado a NP, durante lactacdo / LPNP quando comparado a NPNL, no pdés-desmame; (#)
LPNL quando comparado a NPHL; (y) LPHL quando comparado a NPNL; (¢p) LPHL quando comparado a
NPHL; (¢) LPNL quando comparado a LPHL; (z) NPHL quando comparado a NPNL.

5.3 Consumo alimentar

A Tabela 4 demonstra o consumo alimentar dos grupos experimentais no periodo que
compreende o pos-desmame e até os 30 dias de vida. E possivel observar que o grupo LPNL
demonstra aumento do consumo alimentar quando comparado a todos os demais grupos. O
consumo de carboidratos desse grupo também foi elevado quando comparado com os demais,
enquanto os grupos que consumiram dieta hiperlipidica apresentaram reduzido consumo desse
macronutriente, quando comparados ao grupo controle, NPNL. O consumo de proteinas do
grupo LPNL também foi mais elevado na comparacdo com todos os grupos. O consumo de
lipidios dos grupos NPHL e LPHL foi maior que o dos grupos NPNL e NPHL, como era
esperado, contudo, LPNL também teve maior consumo de lipidios do que o grupo controle.
Mesmo consumindo uma dieta hiperlipidica, os grupos NPHL e LPHL consumiram menos
calorias do que o grupo LPNL, que também consumiu maior quantidade de carboidratos
carboidratos, proteinas e calorias que o grupo controle (NPNL). Estes resultados sugerem que
a desnutricdo induziu uma possivel hiperfagia nas proles, porém, essa alteracao foi revertida

com o consumo de dieta hiperlipidica.

Tabela 4 — Acompanhamento do consumo alimentar

. Consumo alimentar
Dias de

vida _zgj'fog';z; °: gs’:;f"tes NPNL NPHL LPNL LPHL Valor de P
21 a30 Dieta 125,1+9,8 104,9+6,8  171,2+9,6%* 104,8+3,1 <0,0001
Carboidratos 85,846,7 60,5¢3,9%  117,4+6,6%% 60,5+1,8%& <0,0001
Proteinas 23,3+1,8 23,61,5 31,8+1,8%#+ 23,60,7 <0,0003
Lipidios 7,620,6 16,1+1,0%& 10,4+0,6% 16,0+0,5%& <0,0001
Calorias 45044354  480,9+31,2 616,3x34,7*%* 480,5+14,23 0,0010

Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.

O consumo foi quantificado a partir do desmame (21d), momento em que os animais passaram a receber dietas
normoproteica/normolipidica ou hiperlipidica, formando quatro grupos: Controle-NPNL - grupo cuja mae
recebeu dieta normoproteica e que a prole recebeu dieta normoproteica/normolipidica (n=12); NPHL- grupo cuja
mae recebeu dieta normoproteica e que a prole passou a receber dieta hiperlipidica (n=10); LPNL - grupo cuja
mae foi submetida a desnutrigdo e que a prole passou a receber dieta normoproteica/normolipidica (n=14); LPHL
- grupo cuja mae foi submetida a desnutricdo e que a prole passou a receber dieta hiperlipidica (n=12), e
quantificado em consumo total de dieta no periodo, até 30d. Os dados estdo expressos em média £ SEM e foram
analisados por one-way ANOVA seguido de pos teste de Newman-Keuls para p<0,05. (*) quando comparado ao
Controle-NPNL; (#) quando comparado a NPHL; (&) quando comparado a LPNL (+) quando comparado a
LPHL.
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5.4 Eficiéncia alimentar

Aos 30 dias de vida, o grupo LPHL apresentou maior coeficiente de eficiéncia
alimentar quando comparado aos demais grupos [Grafico 3(A)], e o grupo NPHL apresentou
maior coeficiente, apenas quando comparado ao controle, NPNL (NPNL= 0,36 + 0,02;
NPHL= 0,47 + 0,02; LPNL= 0,30 + 0,01; LPHL=0,52 + 0,02; p<0,0001). Ao avaliarmos a
eficiéncia calorica [Grafico 3(B)], mais uma vez o grupo LPHL apresenta maior coeficiente
quando comparado aos demais grupos (NPNL= 9,9 + 0,4; NPHL= 10,2 + 0,5; LPNL= 8,3 +
0,3; LPHL= 11,8 £+ 0,3; p<0,0001) , demonstrando que a dieta hiperlipidica acentua a
conversdo de alimento em crescimento e ganho de peso em animais desnutridos. Entretanto, a
dieta normoproteica/normolipidica ndo produz esse efeito no grupo desnutrido, que se
mantém com déficit de eficiéncia tanto alimentar quanto caldrica, quando comparado aos

grupos NPNL e NPHL.

Grafico 3 - Acompanhamento da eficiéncia alimentar e caldrica
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Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.

Em (A) eficiéncia alimentar calculada a partir do consumo de dieta e em (B), calculada a partir do consumo
calorico das proles, referentes ao periodo pés-desmame até 30d. Foram formados quatro grupos: Controle-NPNL
- grupo cuja mae recebeu dieta normoproteica e que a prole recebeu dieta normoproteica/normolipidica (n=12);
NPHL- grupo cuja mae recebeu dieta normoproteica e que a prole passou a receber dieta hiperlipidica (n=10);
LPNL - grupo cuja mae foi submetida a desnutricdo e que a prole passou a receber dieta
normoproteica/normolipidica (n=14); LPHL - grupo cuja mde foi submetida a desnutrigdo e que a prole passou a
receber dieta hiperlipidica (n=12). Em (B), (D) e (F) respectivas medidas pds-desmame, avaliadas entres 22 ¢
30d. Os dados estdo expressos em média + SEM e foram analisados por T-test ndo pareado durante a lactagdo, e
por one-way ANOVA seguido de pds teste de Newman-Keuls ou Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunns, para
p<0,05. (*) quando comparado ao Controle-NPNL; (#) quando comparado a NPHL; (&) quando comparado a
LPNL.
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5.5 Parametros bioquimicos

Podemos acompanhar na Tabela 5, os efeitos da manipulacdo nutricional sobre os
parametros bioquimicos. Aos 21 dias de vida, como esperado, a desnutri¢do promoveu
redugdo do contetdo sérico de albuminas e proteinas totais no grupo LP. O VLDL também
apresentou reducdo, enquanto o colesterol foi aumentado em LP, quando comparado a NP.
Aos 30 dias de vida, o conteudo de albuminas do grupo LPHL ainda ndo havia se
regularizado, apresentando-se reduzido, bem como a glicose sérica, a comparagao com NPNL
e NPHL. A dieta hiperlipidica favoreceu o aumento do colesterol, enquanto reduziu os niveis
de triglicerideos no grupo LPHL, na comparacdo com LPNL. A desnutrigdo promoveu
aumento do VLDL no grupo LPNL, quando comparado a ambos os grupos que consumiram

dieta hiperlipidica (NPHL ¢ LPHL).

Tabela 5 — Acompanhamento dos parametros bioquimicos

Dias
de Pardmetros bioquimicos Valor
vida NP LP de P
21 Proteinas totais 5,01+0,06 4,70+0,06 * <0,0001
Albumina 3,97+0,05 3,38+0,03% <0,0001
Glicose 112,30+2,53 1 17,00i4,48¢ 0,4241
Colesterol 130,5+3,66 149,6+5,99 0,0188
VLDL 25,93£1,68 21,36+1,43 0,0306
Triglicerideos 145,90+9,93 132,8049,44 0,2168
30
NPNL NPHL LPNL LPHL
Proteinas totais 4,71+0,15 4,93+0,11 4,98+0,09 4,94+0,13 0,4619
Albumina 4,19+0,04 4,23+0,05 4,10+0,04 4,01+0,06%# 0,0084
Glicose 107,4+6,08 113,1+£7,40 83,91+2,86 80,11+4,72%# 0,0023
Colesterol 120,8+4,73 120,9+4,78 110,8+4,31 130,2+4,86%  0,0458
VLDL 45,91+3,93 38,61+4,40 60,65+3,82 * 39,51+4,39  0,0014
Triglicerideos 211,5+£20,81 197,4+30,52 288242590  183,9+24,36% 10,0306

Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.

O dados foram coletados ao desmame (21d), momento em que os animais passaram a receber dietas
normoproteica/normolipidica ou hiperlipidica, formando quatro grupos: Controle-NPNL - grupo cuja mae
recebeu dieta normoproteica e que a prole recebeu dieta normoproteica/normolipidica (n=12); NPHL- grupo cuja
mae recebeu dieta normoproteica e que a prole passou a receber dieta hiperlipidica (n=10); LPNL - grupo cuja
mae foi submetida a desnutrigdo e que a prole passou a receber dieta normoproteica/normolipidica (n=14); LPHL
- grupo cuja mae foi submetida a desnutricdo e que a prole passou a receber dieta hiperlipidica (n=12), e aos 30d.
Os dados estdo expressos em média + SEM e foram analisados por one-way ANOVA seguido de pds teste de
Newman-Keuls para p<0,05. (#) quando comparado ao grupo NP; (*) quando comparado ao Controle-NPNL,;
(#) quando comparado a NPHL; (+) quando comparado a LPHL. Durante a lactagdo, NP teve n=41 e LP, n=38.
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5.6 Parametros ventilatorios

As repercussoes da desnutricdo e da transicdo nutricional sobre a frequéncia
respiratoria, a ventilagdo pulmonar e sobre o volume corrente das proles podem ser
acompanhadas no Gréafico 4, onde observarmos a frequéncia respiratéria durante a fase de
lactagao [Grafico 4(A)]. Foi possivel perceber que a desnutrigdo promoveu redugdo pontual
desse parametro apenas aos 14d (NP= 166,0 = 4,7; LP= 140,5 + 4,1 ciclos/min; p<0,0001),
nao demonstrando diferenca nas demais idades avaliadas [(1d: NP=108,9 + 3,4; NL=115,6 +
3,9 ciclos/min; p=0,1860), (21d: NP=135,0 &+ 2,8; LP=134,9 £ 2,8 ciclos/min; p= 0,9819). O
consumo de dieta hiperlipidica no periodo pos-desmame [Gréafico 4(B)], também ndo
promoveu alteragdes na frequéncia respiratoria (22d: NPNL= 138,8 + 4,0, NPHL= 131,5 +
3,9; LPNP= 132,2 + 3,3; LPHL= 138,2 £+ 4,9 ciclos/min; p= 0,8442), ndo havendo diferenca
entre os grupos em nenhuma das idades avaliadas (30d: NPNL= 122,3 =+ 3,6; NPHL= 123,0 +
3,2; LPNP=125,9 =+ 4,1; LPHL= 128,6 + 4,0 ciclos/min; p=0,6324).

Analisando a ventilacdo pulmonar durante a lactacdo [Grafico 4(C)], observamos que
esse parametro foi bastante influenciado pela desnutrigdo, onde o grupo LP apresentou valores
reduzidos no 1° (NP= 670,8 £+ 35,3; LP= 534,4 + 31,0 ml/Kg/min; p=0,0192) e no 14° dia de
vida (NP= 2340,0 + 135,7; LP= 2065,0 = 119,1 ml/Kg/min; p= 0,0327), e demonstrou uma
elevagdo aos 21 dias de vida (NP= 1496,0+ 71,0; LP= 2028,0 = 80,1 ml/Kg/min; p<0,0001).
Ao desmame [Grafico 4(D), os grupos originados de maes desnutridas, LPNL e LPHL,
mantiveram ventilagdo pulmonar superior quando comparados a NPNL ¢ NPHL (NPNL=
1554 £ 116 ; NPHL=1443 + 85; LPNP= 2002 = 108; LPHL= 2058 + 123 ml/Kg/min;
p=0,0002), porém, esse resultado ndo se manteve aos 30 dias, quando ndo foi observada
diferenca entre os grupos (NPNL= 1164 + 76; NPHL= 1384 + 105; LPNL= 1454 + 106;
LPHL= 1442 £+ 110 ml/Kg/min; p= 0,1632).

A respeito do volume corrente durante a lactagdo [Grafico 4(E)], podemos observar
que o grupo LP apresenta valores reduzidos no 1° dia de vida (NP= 6,2 = 0,3; LP= 5,1 +
0,2mL/Kg; p= 0, 0023), que sdao normalizados aos 14 dias (NP= 14,4 £ 0,7; LP= 153 £ 1,0
mL/Kg; p= 0,1443) e que superam os valores do grupo NP aos 21 dias (NP= 11,1 £0,5; LP=
15,5 £ 0,6 mL/Kg; p< 0,0001). As anélises pos-desmame [Grafico 4(F) demonstraram que
ambos os grupos originados de maes desnutridas iniciam o periodo pés-desmame com volume
corrente elevado quando ambos sdo comparados tanto a NPNL quanto a NPHL (NPNL= 11,1
+ 0,8; NPHL= 11,1 + 0,7, LPNL= 15,1 £ 0,8; LPHL= 15,3 + 0,7 mL/Kg; p<0,0001).
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Contudo, aos 30 dias, apenas o grupo LPNL permaneceu com valores elevados, quando
comparado ao controle NPNL (NPNL= 9,5 + 0,5; NPHL= 10,9 + 0,8; LPNL= 12,7 + 0,9;
LPHP= 11,1 + 0,7 mL/Kg; p= 0,0294).

Grafico 4 - Acompanhamento dos parametros ventilatorios

A

1804
1604
1404

1204

100

Frequéncia respiratoria durante lactagéo (ciclos/min)

3000+

2000+

1000

14d
Dias de vida

21d

Ventilagdo pulmonar durante lactagdo (mL/Kg/min)

14d
Dias de vida

21d

Volume corrente durante lactagao (mL/Kg)
o

Fonte: MELLO, A. P. F. A. C., 2018.

Dias de vida

- NP
-9 LP

- NP
-e- LP

- NP
© LP

Frequéncia respiratéria pds-desmame (ciclos/min)

mL/Kg/min}

desmame

Ventilagao pulmonar pés:

Volume corrente pés-desmame (mL/Kg)

1604

1504

140+

1304

120+

110

2500+

2000+

15004

(=4
(=3
<

500+

T
22d

Dias de vida

T
30d

22d

Dias de vida

30d

22d

Dias de vida

30d

-a-

-Q-

NPNL

- NPHL

LPNL

- LPHLL

NPNL
NPHL
LPNL
LPHL_

NPNL
NPHL
LPNL
LPHLC



44

Em (A) frequéncia respiratoria, (C) ventilagdo pulmonar e (E) volume corrente durante a lactagdo (até 21d,
momento em que 0s animais passaram a receber dietas normoproteica/normolipidica ou hiperlipidica). Foram
formados quatro grupos: Controle-NPNL - grupo cuja mae recebeu dieta normoproteica e que a prole recebeu
dieta normoproteica/normolipidica (n=12); NPHL- grupo cuja mae recebeu dieta normoproteica e que a prole
passou a receber dieta hiperlipidica (n=10); LPNL - grupo cuja mae foi submetida a desnutri¢cdo e que a prole
passou a receber dieta normoproteica/normolipidica (n=14); LPHL - grupo cuja mae foi submetida a desnutri¢do
e que a prole passou a receber dieta hiperlipidica (n=12). Em (B), (D) e (F) respectivas medidas pés-desmame,
avaliadas entres 22 e 30d. Os dados estdo expressos em média = SEM e foram analisados por T-test ndo pareado
durante a lactagdo, e por one-way ANOVA seguido de pds teste de Newman-Keuls ou Kruskal-Wallis com pos-
teste de Dunns, para p<0,05. (*) LP quando comparado a NP (lactagdo) / LPHL quando comparado a NPNL
(p6s-desmame); (#) LPHL quando comparado a NPHL; (y) LPNL quando comparado a NPNL; (¢) LPNL
quando comparado a NPHL.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, nés avaliamos os efeitos do consumo de dietas hiperlipidicas
sobre o ganho ponderal, o crescimento somatico € os paradmetros bioquimicos e respiratdrios
de ratos submetidos a desnutri¢ao proteica perinatal, buscando compreender os mecanismos
desencadeados por uma dupla carga nutricional imputada em estdgios criticos do
desenvolvimento, como ocorre na transi¢do nutricional. A literatura cientifica tem
evidenciado que insultos nutricionais promovem respostas fenotipicas com o intuito de
manter a homeostase e o funcionamento prioritario de 6rgdos vitais, com o objetivo de
garantir a sobrevivéncia do individuo (GERAGHTY et al., 2016).

Durante a lactacdo, as proles desnutridas mantiveram peso corporal e ganho ponderal
inferior. Esse achado ¢ amplamente corroborado pela literatura, tanto em estudos antigos
quanto recentes (MELLOR; MURAY, 1982; BARKER, 2001; ALVES et a/, 2008; SOUZA
et al, 2009; NASCIMENTO et al, 2013; LUZ NETO, 2014 apud SEERGES, 1937;). Durante
os estagios criticos do desenvolvimento, o transporte placentario de aminoacidos em ratas
gestantes submetidas a dieta hipoproteica encontra-se reduzido ao final da ultima semana de
gestacdo (JANSSON et al., 2006). Em murinos, a terceira semana de gestacdo exerce uma
maior influéncia no crescimento corporal das proles, logo, esse fator pode se configurar como
um determinante para filhotes com menor peso e tamanho corporal no pos-natal, por
regulacdo inibitoria dos fatores de crescimento (SAWAYA; LEANDRO; WAITZBERG,
2018).

Outro aspecto, evidenciado na literatura, ¢ a menor capacidade de suc¢do observada
em proles submetidas a desnutricdo (PINE et al, 1994), que pode acarretar em reducdo do
aporte caldrico, desfavorecendo, também, a ativacdo de fatores de crescimento. Estudos como
o de Black et al. (2013) sugerem que em estados carenciais, os Orgaos vitais sao
metabolicamente prioritarios, o que induziria a um menor crescimento corporal em detrimento
da manutengdo de 6rgdos como o cérebro, coracdo e figado. Associados, a reducdo do
conteudo proteico no leite materno (JANSSON et al., 2006) e o menor aporte energético
provocado por uma lactacdo deficiente (PINE et al, 1994), podem colaborar para a
manuten¢do de uma menor massa e comprimento corporal dos animais até 21 dias, refletida
também pelo ganho ponderal inferior.

Aos 30 dias de vida, pudemos observar uma modificacdo no perfil murinométrico dos
grupos experimentais: a manutencao de uma massa corporal inferior dos filhotes oriundos de

maes desnutridas, mesmo diante de um consumo alimentar e caldrico aumentado no grupo



46

LPNL, e apds o consumo de dieta hiperlipidica pelo grupo LPHL, demonstrou que a
normalizacdo do estado nutricional ndo responde imediatamente a normalizagcdo do conteudo
da dieta. Esses achados corroboram com os dados de Silva et a/ (2013), que identificaram
manutengdo do baixo peso corporal e hiperfagia em animais submetidos a desnutri¢ao
perinatal. Este resultado pode estar relacionado ao aumento na expressdo de peptideos
orexigénicos como o Neuropeptideo Y e o Agouti, que atuam aumentando a ingestdo e
inibindo a saciedade, o que acarretaria em aumento do consumo alimentar (OROZCO-SOLIS
et al., 2009). Ao mesmo tempo, a desnutricdo induz a reducao de fatores de crescimento e da
sensibilidade a insulina (KHATTABI et al., 2003), o que colaboraria para a manuten¢do do
peso corporal, com redugdo de massa gorda e magra. Porém, embora nao tenha atingido o
peso corporal do grupo controle, aos 30 dias de vida, o ganho ponderal dos animais que
sofreram a desnutricdo foi aumentado, demonstrando que existe, apds um periodo de
adaptacdo, uma maior suscetibilidade ao ganho de peso ap6s normalizagdo do aporte
nutricional, o chamado “catch up” (WELLS, 2007).

A introducdo da dieta hiperlipidica pos-desmame alterou o padrao alimentar dos
animais desnutridos, que passaram a exibir consumo semelhante ao controle. Estudos
demonstram que dietas hiperlipidicas induzem a saciedade em roedores, em resposta ao maior
aporte calorico e a uma melhoria na capacidade de armazenamento energético (HILL;
MELANSON; WYATTET, 2000; HARIRI; THIBAULT, 2010). O coeficiente de eficiéncia
alimentar corroborou tanto com os dados de consumo quanto de crescimento, demonstrando
que animais alimentados com dieta rica em gorduras apresentam maior capacidade de
conversao de alimento em peso corporal. Esse resultado pode ser justificado pelo aumento da
expressao de peptideos anorexigénicos induzidos pela leptina, com o objetivo de controlar o
ganho de peso corporal (LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2002). O grupo LPNL, apesar de um
maior ganho ponderal, ndo demonstrou o mesmo comportamento quando relacionado a
eficiéncia alimentar, assim como o grupo NPHL, evidenciando que a resposta aguda a dieta
hiperlipidica € mais pronunciada em animais desnutridos.

O crescimento e aumento do peso corporal sdo intermediados por uma série de
cascatas ativadas por hormodnios, como a insulina, que por sua vez, ativam vias e fatores de
transcricdo fundamentais a sintese proteica e para o crescimento e desenvolvimento de
tecidos, como o IGF-1 ¢ mTOR (SAWAYA, LEANDRO; WAITZBERG, 2018). A
desnutricdo, com o objetivo de garantir o suprimento energético dos tecidos vitais parece

induzir uma sensibilidade reduzida para a captacao de insulina, uma vez que o tecido nervoso
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tem esse substrato como primordial para seu funcionamento, ao passo que otimiza os sistemas
de oxidagao de gorduras (JOUSSE et al., 2014).

A dieta hipoproteica, oferecida durante a gestacao e lactacao, possui aproximadamente
27% a mais de carboidratos do que a dieta hiperlipidica, oferecida no pos-desmame. Se
considerarmos, entdo, o ponto de vista da programag¢do metabolica, podemos supor que essa
maior disponibilidade de glicose poderia ndo favorecer o desenvolvimento de um sistema de
captacdo eficiente a nivel periférico, para priorizar 0rgdos que se nutrem
exclusivamente/prioritariamente desse substrato.

Em experimentos realizados pelo nosso grupo (ainda ndo publicados), com dados
coletados aos 90 dias de vida, o peso do figado de ambos os grupos que foram desnutridos foi
elevado, quando comparado aos grupos, demonstrando que pode haver, de fato, um
favorecimento energético/proteico para tecidos e Orgdos vitais. Ao mesmo tempo, a
otimizacdo do sistema oxidativo e da funcionalidade mitocondrial (JOUSSE et al., 2014)
garantiria a geracdao de energia necessaria, através da beta-oxidagdo: outros dados ainda nao
publicados pelo nosso grupo, identificaram aumento da enzima beta-had, que compde o
sistema oxidativo, sugerindo um possivel aumento da oxidacdo de lipidios. Esses
mecanismos, funcionando juntos, evitariam a entrada das proteinas no metabolismo
energético e poupariam reservas para a sintese proteica.

Dessa maneira, o aumento dos acidos graxos na dieta hiperlipidica, auxiliado por um
sistema oxidativo mais eficiente (JOUSSE et al., 2014) poderiam justificar o maior tamanho
corporal do grupo LPHL em relagdo ao seu controle desnutrido: um maior aporte caldrico
advindo dos lipidios pode favorecer a uma maior economia de proteinas para serem utilizadas
na sintese proteica durante o periodo de crescimento. Dados ainda nao publicados pelo nosso
grupo registram que a médio prazo, 90 dias de vida, todos os parametros bioquimicos
analisados, referentes a homeostase lipidica estdo normalizados. O que sugere que, de fato, o
sistema oxidativo de lipidios pode ser mais eficiente nos animais desnutridos, e isso favoreceu
a homeostase mesmo no grupo LPHL. Contudo, essa ferramenta pode ter acarretado um
desbalanco oxidativo favorecido pelo excesso de oxidagdo lipidica, também registrado em
resultados ainda ndo publicados pelo nosso grupo.

A andlise dos parametros bioquimicos ao final da lactacdo, demonstrou que o grupo
desnutrido apresentou contetido sérico de proteinas e albuminas reduzido, quando comparado
ao grupo normonutrido. Esse achado ¢ esperado, uma vez que o aporte reduzido de proteinas
em periodos criticos do desenvolvimento, acarreta em menores niveis de proteinas séricas ao

organismo, assim como de albuminas (TOVAR et al, 1998), que sdao protegidas de
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mobilizagdo tecidual para garantia da homeostase hepatica. A desnutricdo também afetou os
niveis séricos de colesterol, que foram elevados. Resultado semelhante foi identificado por
Sohi e ef al (2011), que atribuiram essa elevacgao a alteragdes epigenéticas as quais induziram
redu¢do na proteina 7a-hidroxilase (Cyp7al), que por sua vez atua na conversao do colesterol
em acidos biliares, no figado. Nesse estudo, realizado com camundongos, os animais que
sofreram desnutricdo apresentaram diminui¢ao do recrutamento de RNA polimerase II na area
promotora da Cyp7al, promovendo uma menor transcri¢ao dessa proteina (SOHI et al.,
2011). Isso poderia representar um mecanismo de protecdo para garantia da génese de
lipoproteinas que carreiam acidos graxos dietéticos e enddgenos, mantendo os lipidios como
substrato energético de maior disponibilidade.

Aos 30 dias, os grupos de maes desnutridas apresentaram regularizagdo do contetdo
de proteinas totais quando comparados aos grupos controle ¢ NPHL, porém o conteudo de
albuminas permaneceu inferior em LPHL. Isso demonstra que o consumo de dieta
hiperlipidica induziu a uma reducdo desse marcador em proles desnutridas. Esse resultado
pode estar relacionado ao maior crescimento corporal, observado no grupo LPHL, que pode
ter acarretado em conversdo de albumina para o crescimento de tecidos, mas esta sugestdo nao
esta esclarecida pela literatura, necessitando de maiores estudos.

Os niveis séricos de colesterol do grupo LPHL, aos 30 dias, permaneceram
aumentados, conforme discutido nos resultados aos 21 dias. Enquanto isso, o grupo LPNL
apresentou elevagdo dos triglicerideos séricos. Essa alteragdo pode estar relacionada a
hiperexpressao de lipases lipoproteicas, pela qual a desnutrigdo materna durante a gestagao
pode levar a um aumento dos triglicerideos hepaticos das proles, através de alteragdes na
regulagdo transcricional e epigenética do gene das lipases lipoproté€icas, promovendo aumento
da fosforilagdo das perilipinas no tecido adiposo, o que pode acarretar aumento da
reesterificacdo dos acidos graxos a triacilglicerois (ZHU et al., 2016).

Nossos achados a respeito da bioquimica lipidica apontam que as modificagdes nas
enzimas relacionadas ao colesterol e triglicerideos, induzidas pela desnutricdo, ndo foram
reparadas apds a oferta adequada de proteinas e que algumas adaptagdes a desnutri¢do foram
agravadas pelo consumo de dieta hiperlipidica, a curto prazo. O fato de o grupo LPNL ndo
apresentar o mesmo comportamento do grupo LPHL, apesar de receber o mesmo insulto
perinatal, pode ser devido ao conteildo normal de lipidios na dieta pos-natal e a normalizacao
do conteudo de albumina, facilitando o transporte de acidos graxos livres. Os grupos NPNL e

NPHL n3o demonstraram diferenca entre si, indicando metabolismo fisiologicamente em
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homeostase, evidenciando a maior suscetibilidade a dieta hiperlipidica, advinda da
desnutrigao.

As alteracdes ventilatorias identificadas durante a lactacdo se assemelham as
publicagcdes anteriores de nosso grupo, as quais indicam que animais provenientes de maes
desnutridas apresentam parametros ventilatérios elevados em comparacdo com
normonutridos. Isso pode estar relacionado a uma hiperresponsividade dos quimiorreceptores
periféricos a alteragdes nas concentragoes de oxigénio/gas carbonico (ALVES et al, 2013),
Aos 30 dias de vida, a diferenga se mantém apenas entre os grupos NPNL e LPNL, e somente
com relacdo ao volume corrente que se apresenta elevado nesse grupo. A diferenca entre os
resultados obtidos anteriormente por nosso grupo ¢ os resultados deste trabalho podem estar
relacionados as diferentes dietas controle utilizadas: o trabalho de ALVES et al. (2013)
utilizou dieta padrdo para roedores (labina), cuja proteina ¢ principalmente oriunda de fontes
vegetais. No presente estudo utilizamos dieta padrdo baseada na AIN-93, a base de caseina,
com alto valor bioldgico. Essa diferenca inviabiliza comparagdes diretas entre os resultados
destes dois estudos.

Nossos resultados sugerem que a dieta hiperlipidica, diferentemente do que ocorreu
com os animais desnutridos que consumiram dieta NL, pode favorecer a normalizacdo de
alteragdes ventilatorias promovidas pela desnutricdo e isso pode estar relacionado ao menor
coeficiente respiratorio de dietas ricas em lipidios, uma vez que essas reduzem as
concentragdes de gas carbonico no organismo (CAI et al., 2003). Esse efeito sobre o gas
carbonico pode ter atenuado a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos no grupo LPHL, que
manteria a resposta simpatica normalizada, justificando a auséncia de alteragdes significativas
nos parametros ventilatorios, tanto em comparagdo com o grupo controle quanto com NPHL.

Estudos sobre doengas respiratdrias, como a doenga obstrutiva pulmonar crdnica
(DPOC), asma, apnéia do sono e sindrome da hipoventilagdo relacionada a obesidade, t€ém
avaliado a correlagdo entre alteragdes ventilatorias, com hipercapnia, hipoxemia e controle
prejudicado da quimiossensibilidade periférica, a perturbagdes no metabolismo e fisiologia da
leptina, (TAKABATAKE et al, 1999; CREUTZBERG et al, 2000; VERBRAECKEN;
MCNICHOLAS, 2013; KHAN; AWAN, 2016) um potente estimulador do carpo carotideo
para alteracdes metabolicas e ventilatorias (RIBEIRO et al., 2013).

Ribeiro et al. (2013) identificaram que o aumento nas concentragdes de leptina,
promovidas pelo consumo de dietas hiperlipidicas, produzem sensibilidade seletiva do corpo
carotideo a esse hormdnio e que isso parece estar relacionado a uma redugdo da

quimiossensibilidade periférica e do controle ventilatorio. A andlise das concentracdes de
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leptina foi uma limitagdo de nosso estudo. Contudo, o aumento do consumo de lipidios ¢
sabidamente capaz de elevar as concentracdes séricas desse hormonio (HARIRI; THIBAULT,
2010), nos levando a supor que seus efeitos parecem estar atenuados nos animais desnutridos
que receberam dieta hiperlipidica. Isso pode ter acarretado uma reducdo da sensibilidade
exacerbada a hipdxia, identificada anteriormente em animais desnutridos (ALVES et al,
2013). Contudo, o tempo de exposicao a dieta, utilizado em nosso estudo, pode nao ter sido
suficiente para induzir alteragdes fisiologicamente significativas, e a compreensao das
alteragdes encontradas necessitam de observacao a mais longo prazo, para inferéncias mais
assertivas.

O desenvolvimento plastico tem demonstrado a existéncia de amplas janelas criticas
para alteragdes no organismo, que advém de alteracdes somaticas, bioquimicas, ventilatorias,
dentre outras, que podem ter origem em modificacdes a nivel nutrigendmico, epigenético,
metabolomico e/ou protedmico. Desvendar os caminhos que se iniciam na nutri¢ao e culminar
em adaptacdes fenotipicas depende de uma série de observagdes que partem do nivel
macroscopico ¢ aprofundam-se sucessivamente. Nosso estudo busca observar os efeitos da
transi¢do nutricional em outras fases da vida, como ao final do periodo de desenvolvimento
(90 dias de vida). O grupo vislumbra, agora, observar a progressao dessa transicdo ao
envelhecimento, investigando, também, modulagdes transcricionais e epigenéticas. Deste
modo, buscamos compreender o que € plastico e o que ¢ apenas elastico nas respostas

fenotipicas a transi¢do nutricional.
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7 CONCLUSAO

Diante de nossos resultados, podemos concluir que o modelo de transicdo nutricional
utilizado em nosso estudo, ndo foi capaz de promover alteragdes respiratorias ou morfoldgicas
significativas, mantendo o déficit de peso e tamanho corporal dos animais desnutridos.
Contudo, houve acentuacdo do ganho ponderal e do crescimento somatico, mesmo sem
aumento do consumo alimentar, evidenciando um “catch up”. Os pardmetros bioquimicos
foram influenciados pela transi¢cdo, mas apenas o colesterol apresentou resposta deletéria, com
elevagdo dos niveis séricos, ao passo que houve redugdo do contetido de glicose, albuminas, e
normalizacdo das proteinas totais, VLDL e triglicerideos, que haviam sido alterados pela

desnutric¢ao.
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