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RESUMO

A gestacgao e a lactacao sao consideradas fases criticas do desenvolvimento da prole
e mudang¢as na nutrigdo materna podem levar a predisposigao inerente de doengas
cronico-metabdlicas para a progénie. Nesse contexto, tem sido demonstrado que o
figado, orgéo principal no controle do metabolismo de carboidratos e lipidios, mostra-
se bastante sensivel a alteragdes nutricionais. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar alteragdes metabdlicas em figado de ratos adultos submetidos as dietas
hipoproteica durante gestacdo e lactagcdo e hiperlipidica pds-desmame. Foram
utilizadas 30 ratas albinas primiparas da linhagem Wistar, aos 90 dias de vida. Apos
confirmacado da prenhez foi ofertada uma dieta normoproteica (grupo NP) ou
hipoprotéica (grupo HP) até o final da lactagdo. Apés o desmame, os filhotes dos
grupos NP e HP receberam até os 90 dias de vida: dieta normolipidica-NL, formando
os grupos NPNL e HPNL; ou dieta hiperlipidica- HL, formando os grupos NPHL e
HPHL. Foram avaliados o peso corporal e do figado, dosagem sérica de albumina e
aminotransferases (Kit da Labtest), atividade das enzimas fosfostrutoquinase 1 (PFK),
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), citrato sintase, [(-hidroxiacil-CoA
desidrogenase (B-Had) e acido graxo sintase (FAS). A comparagao entre 0os grupos
foi feita por ANOVA two way considerando p<0,05. Observou-se que os ratos nao
apresentaram alteragao no peso corporal e no peso do figado quando comparados ao
grupo controle (NPNL). Foi verificado também, que nao houve diferenga significativa
nos niveis séricos de albumina e aminotransferases entre os grupos. Nao houve
diferenga entre os grupos em relagao a atividade da PFK, porém, houve uma redugao
significativa na atividade da enzima G6PDH entre os grupos NPNL vs NPHL; NPNL
vs HPNLe um aumento quando comparado HPNL vs HPHL. Também observou-se um
aumento significativo na atividade da enzima 3-Had entre os grupos NPNL vs NPHL,
e NPNL vs HPHL, como também na atividade da enzima citrato sintase comparando
NPNL vs HPNL e NPNL vs HPHL e um aumento na atividade da FAS entre os grupos
NPNL vs HPHL, HPNL vs HPHL, e NPHL vs HPHL. Nossos resultados mostraram que
ratos submetidos a restricdo proteica durante a gestagao e lactagéo seguida de uma
dieta hiperlipidica pés-desmame apresentaram um aumento do metabolismo lipidico
com maior utilizagdo de acidos graxos como substrato energético e maior atividade do
ciclo de Krebs, como uma forma de readaptagcao metabdlica aos insultos sofridos.

Palavras-chave: Figado. Insultos Nutricionais. Metabolismo.



ABSTRACT

Pregnancy and lactation are considered critical phases of offspring development and
changes in pregnant woman nutrition may lead to inherent predisposition of chronic
metabolic diseases to progeny. The aim of this work was evaluate metabolic alterations
in liver of adult rats submitted the hypoproteic diets during pregnancy and lactation and
post weaning hyperlipidic. Were used thirty albino female rats primiparous from wistar
family at 90 days of age after confirmation of pregnancy, a normoprotein (NP group) or
hypoprotein (HP group) diet was offered until the end of lactation. After weaning, the
male rats of the groups NP and HP received until 90 days of age: NL-normolipidic diet,
forming the groups NPNL and HPNL; or HL- hyperlipidic diet, forming the groups NPHL
and HPHL. Were assessed body weight and liver, serum albumin and
aminotransferase levels, activity of the enzymes phosphostrutokinase 1 (PFK),
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), citrate synthase, B-hydroxycil-CoA
dehydrogenase (B-Had) and fat acid synthase (FAS). The comparison between the
groups was made by two-way ANOVA considering p<0.05. It was observed that the
rats showed no change in body weight as well as liver weight when compared with
control group (NPNL). It was found that there was no significant difference in serum
albumin levels, as well as on the aminotransferase levels between groups. There was
no difference between groups regarding PFK activity, however, there was a significant
reduction in G6PDH enzyme activity between NPNL groups and NPHL (46%,
p=0.009); NPNL vs HPNL (54%, p=0.0008) and an increase when compared to HPNL
vs HPHL (96%, p=0.01). There was also a significant increase in f-Had enzyme activity
between the NPNL vs NPHL (3.5 times, p=0.003) and NPNL vs HPHL groups (3 times,
p=0.011), as well as in citrate synthase activity comparing NPNL vs HPNL (2 times,
p=0.048) and NPNL vs HPHL (2 times, p=0.04). It was observed an increase FAS
activity between groups NPNL vs HPHL, (2 times, p<0.0001), HPNL vs HPHL, (3 times,
p=0.003) and NPHL vs HPHL,

(3.5 times, p=0.029). Rats subjected to protein restriction during pregnancy and
lactation followed by a post-weaning hyperlipidic diet show increase of lipid
metabolism, with higher use of fatty acids as energy substrate and greater Krebs cycle
activity, as a form of metabolic readaptation to the insults suffered.

Key words: Liver. Nutritional Insults. Metabolism.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, milhares de pessoas, em sua
maioria criangas, morrem anualmente ou apresentam um retardo no desenvolvimento
fisiolégico devido a deficiéncias nutricionais. Em muitos casos, estes problemas estao
relacionados a modificagbes no ambiente perinatal (durante gestacdo e
amamentagdo), repercutindo em baixo peso ao nascer e a deficiéncia nutricional
(WHO, 2014; FAO, 2015). As relagdes entre saude e dieta demonstram que
dependendo do estado nutricional do individuo ocorre uma maior predisposi¢gao ao
aparecimento e/ou progressao de processos patologicos (GLUCKMAN; HANSON,
2004).

Nessa perspectiva, as alteragdes no estado nutricional durante periodos criticos
do desenvolvimento dos individuos podem levar ao surgimento e progressao de
doengas metabdlicas ao longo da vida, tais como, diabetes tipo Il, obesidade e
hipertensao arterial. Para Barker, em sua hipétese da "origem desenvolvimentista da
saude e da doenca”, os habitos alimentares e condi¢gdes nutricionais nas primeiras
fases da vida podem desempenhar um papel fundamental na etiologia dessas
doencas induzindo alteragbes metabdlicas e/ou fisioldgicas, por promover mudangas
no ambiente fetal, que podem desencadear alteragcdes genéticas e refletir na
maturacado de 6rgaos e sistemas fetais. A gestacao e a lactacdo sao consideradas
fases criticas do desenvolvimento da prole e mudangas no processo de nutricao
materna podem levar a predisposi¢ao inerente de doengas para a progénie (BARKER,
1990, 1993, 1997, 1998, 1999, 2000, 2007).

A partir da segunda metade do século XX, os altos indices de desnutrigdo vem
sendo substituidos por indices cada vez mais elevados de sobrepeso e obesidade (DI
PIETRO et al., 2015), relacionados a mudancga nos habitos alimentares da populacéo
mundial, principalmente ocidental, o que tem sido chamado de fenémeno da “transi¢céo
nutricional” (HASAN et al., 2016; HERRAN; PATINO; DEL CASTILLO, 2016).
Comprovadamente, o tradicional comportamento nutricional de comer e viver bem
vem sendo substituido por uma forma mais rapida de se alimentar, os famosos “Fast
Foods” (HASAN et al., 2016).

No mundo, estima-se que cerca de quarenta milhées de criangas menores de

cinco anos ja apresentem problemas metabdlicos decorrentes de uma dieta rica em
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agucares e gorduras (RIBEIRO et al., 2015). Ainda, dados revelam que no Brasil, o
consumo de uma dieta rica em gordura contribuiu para duplicar os indices de gordura
corporal na populagao da regiao Sudeste e para triplicar na regido Nordeste (BATISTA
FILHO; RISSIN, 2003)

Neste contexto, tem sido demonstrado que o figado, 6rgao principal no controle
do metabolismo de carboidratos e lipidios, € mais sensivel a alteragdes nutricionais,
como aquelas induzidas pela desnutricao proteica (RUI, 2014). Altera¢des na fisiologia
hepatica antecedem as alteragbes que possam ocorrer em outros 6rgaos envolvidos
no controle metabdlico (JAHAN-MIHAN et al., 2015). Pesquisas recentes demonstram
que ratos expostos a uma dieta rica em gordura durante a infancia e adolescéncia
apresentam, na vida adulta, um aumento da glicemia e insulinemia de jejum,
resisténcia a insulina, elevada secrecio de insulina pelas células beta pancreaticas,
bem como aumento do peso corporal e depdsitos de gordura (BARELLA et al., 2012;
GOMES et al., 2013).

De fato, a desnutricao proteica materna é capaz de induzir no figado da prole,
aumento no tamanho dos Iébulos (AMORIM et al., 2009), alteragdo no metabolismo
de carboidrato e lipidios (BALLEN et al., 2009), esteatose hepatica (ERHUMA et al.,
2007), reducao de cristas mitocondriais (RAMADAN; ALSHIRAIHI; AL-KARIM, 2013),
além de modificacbes na expressdao de mRNA de enzimas envolvidas na glicogénese,

glicogendlise e glicélise, e na sensibilidade a insulina (PARK et al., 2003).

Além disso, estudos de Brito-Alves et al. (ALVES, 2016) mostraram que aos 90
dias de vida, o figado de animais submetidos a dieta hipoproteica durante gestacéo e
lactagdo tem maior expressdo da enzima acido graxo sintase (FAS) e menor
expressdo da enzima B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (BHAD), o que sugere um
aumento da capacidade de produgao de acidos graxos, entretanto, menor capacidade

de metaboliza-lo a acetil-CoA para produgao de coenzimas reduzidas NADH e FADHo2.

Além de alteracdes cardiovasculares induzidas por dietas hiperlipidicas, tem sido
evidenciado que ela pode induzir uma alteragcédo no metabolismo de carboidratos e
lipidios, resultando em: maior deposi¢cdo de gordura; aumento nos niveis séricos de

triglicerideos, colesterol e alanina aminotransferase (ALT); e acumulo de
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triglicerideos e colesterol no figado (LEE et al., 2016). Parte destes efeitos parece
estar associada a alteragdes na expressao de genes envolvidos no metabolismo de
carboidratos e lipidios, tais como aumento da expressao das enzimas FAS e G6Pase
(HOU et al., 2016) e diminuicdo na B-oxidacdo de acidos graxos e nas enzimas
palmitoilcarnitina | (CPT 1) e acil-CoA oxidase (ACO) (LU et al., 2014). Além disso, as
vias de sinalizagdo da insulina parecem ser afetadas pela dieta, levando a alteragdes
metabalicas importantes (HENRIKSEN et al., 2008; KAHLE et al., 2015). Desta forma,
nossa hipotese é que ratos submetidos a restricdo proteica durante a gestacéo e
lactacdo seguida de uma dieta hiperlipidica pdés-desmame apresentam prejuizo no

metabolismo de carboidratos e lipidios no figado, aos 90 dias de vida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLASTICIDADE FENOTIPICA

A plasticidade fenotipica refere-se a capacidade de um organismo reagir a
mudangas no meio com alteragao da forma, estado, movimento, ou taxa de atividade,
sem alterag¢des genéticas (WEST-EBERHARD, 2005). Uma das variagdes mais bem
documentadas no estudo da plasticidade fenotipica é a nutricdo. Nesse sentido, a falta
ou o aumento do aporte nutricional durante periodos criticos do desenvolvimento
podem resultar em alteragdes permanentes na estrutura e funcdo de o6rgaos e
predispor o desenvolvimento de doencas relacionadas a alteragdes metabdlicas
(ALVES; NOGUEIRA et al., 2014).

Desta forma, o aporte inadequado de nutrientes durante a vida fetal tem sido
associado ao baixo peso ao nascer e déficits durante o crescimento e a maturagéo.
Podendo ainda ocorrer alteragcdes na atividade do miocardio, atraso na aquisicdo dos
padrdes normais da atividade locomotora e deficiéncia nas propriedades contrateis e
elasticas do musculo esquelético de ratos adultos, como também, promove alteragdes
estruturais e fisiolégicas hepatica (aumento de tamanho do I6bulos), (ARRUDA et al.,
2017), como hipertrofia hepatica que pode estar relacionada a alteragdes no estado
oxidativo, esteatose hepatica e diabetes (HARRIS et al., 2018; FALCAO-TEBAS et al.,
2012).

2.2 NUTRICAO E DESENVOLVIMENTO

As exposi¢des nutricionais da primeira vida, combinadas com mudangas no
estilo de vida na fase adulta, podem resultar em maior risco de doencgas crénicas
(BIOSCA et al., 2011 ). Embora grande parte do foco de estudos sobre as origens do
desenvolvimento de doengas tenha sido sobre o tamanho do nascimento, o
crescimento na vida pos-natal e a disponibilidade de energia e proteina durante esses
periodos criticos de desenvolvimento, as deficiéncias de micronutrientes também
podem desempenhar um papel importante no crescimento e desenvolvimento fetal
(AMORIM et al., 2009).

Estudos em animais de laboratério mostram que o consumo de uma dieta
hiperlipidica ocidentalizada, caracterizada por alto indice de gorduras saturadas,

aumenta os fatores de risco para o desenvolvimento de doengas cardiometabdlicas
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(CAVALCANTE et al., 2014). Tem sido descrita uma série de repercussdes negativas
da dieta hiperlipidica/hipercalérica sobre o sistema cardiovascular (SANTOS et al.,
2008).

A restricdo protéica e a prenhez quando associadas podem desencadear
alteragdes na organismo materno, manifestada por relativo aumento de acido graxos
e menor responsividade a insulina, o que pode minimizar o impacto do inadequado
suprimento protéico para o crescimento fetal (BALLEN et al., 2009). Estudos
abordando os efeitos da desnutricdo durante a prenhez e a lactacéo, tém relatado
ocorrer comprometimento na massa corporal das maes, com repercussdes na prole,
como alteragdes permanentes nos indicadores somaticos de crescimento (peso
Corporal) e no metabolismo, mudancgas irreversiveis no tamanho e na funcdo de
orgaos, especialmente no tecido hepatico, na composigéo corporal e na secregéo de

horménios que atuam no crescimento fetal (SCHULER et al., 2008).

2.3 MUDANCAS NO PADRAO ALIMENTAR

Por meio de uma dieta adequada no cotidiano, o organismo adquire a energia
e os nutrientes necessarios para o bom desempenho de suas fungdes e para o
equilibrio de um bom estado de saude. Desta forma, conhecem-se as consequenciais
decorrentes quer do consumo alimentar insuficiente - deficiéncias nutricionais - quer
do consumo alimentar excessivo - obesidade (MONDINI et al., 2015). De acordo com
a OMS (2015), o numero global de criangas e adolescentes obesas ou acima do peso
aumentou de 32 milhdes em 1990 para 42 milhdes em 2013. Somente na Africa, o
numero de criangas obesas ou acima do peso subiu de 4 para 9 milhdes durante o
mesmo periodo. Se as tendéncias atuais continuarem, o niumero de criangas com
excesso de peso em todo o mundo aumentara para 70 milhdes até 2025.

Segundo pesquisas do IBGE de 2010, os brasileiros ganharam peso nos
ultimos anos. O percentual de homens com excesso de peso subiu de 18,5% para a
50,1%; entre as mulheres, a quantia saltou de 28,7% para 48%. Este contexto esta
ligado ao processo de transi¢gao nutricional que corresponde as mudancgas de padrdes
nutricionais de populacdes, essencialmente determinadas por alteracées na estrutura

da dieta e na composicao corporal dos individuos, resultando em
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importantes modificagdes no perfil de saude e nutricdo (DE SOUZA, 2010). O padréo
central de transicdo epidemioldgica brasileira configura se o modelo semelhante de
transi¢cao nutricional, no qual a coexisténcia de obesidade e subnutrigdo passa ser um
fato marcante observado na sociedade, principalmente, nas trés ultimas décadas
(HASAN et al.,2016; HERRAN et al., 2016).

2.4 FIGADO E METABOLISMO

O figado € um orgdo essencial e realiza varias atividades vitais, como
metabolizacdo, sintese e armazenamento (VOET et al, 2014). Este o6rgao
desempenha muitas fungdes importantes dentro de nosso organismo, como:
metabolismo de macromoléculas (carboidratos, lipidios e proteinas), como também,
no processamento de farmacos e horménios, destruicdo das células sanguineas néo
funcional, emulsificacdo da gordura durante o processo de digestdo através da
secregao da bile (TREFTS; GANNO; WASSERMAN, 2017).

A - Metabolismo dos Carboidratos — a glicose extraida do bolo alimentar é
armazenada no figado sob a forma de glicogénio, que sera posto a disposi¢cao do

organismo conforme seja necessario (VOET et al., 2014).

B- Glicogendlise € a quebra ou degradagdo do glicogénio com posterior
transformagao em glicose e ocorre gracas a acao da enzima glicose-6-fosfatase que
se encontra presente nas membranas do reticulo endoplasmatico liso (NELSON;
COX, 2014).

C — Metabolismo dos Lipidios — a célula hepatica é responsavel pela lipogénese,
uma vez que sintetiza lipoproteinas, triglicérides, colesterol e fosfolipidios, que sao os
componentes essenciais das membranas plasmaticas e também usam colesterol para
a producao da bile, substancia quimica com capacidade digestiva (HENRY et al.,
2003).

D — Metabolismo das Proteinas — As fungdes mais importantes desse metabolismo
sdo a desaminacgao e interconversdo de aminoacidos e a formagao de ureia (VOET et
al., 2014).

Desta forma, é importante destacar que as diversas vias metabdlicas hepaticas

relacionam-se entre si de forma complexa, de modo a permitir uma



15

regulacdo adequada (Figura 1). No qual, envolve a regulagdo enzimatica de cada uma
das vias, o perfil metabdlico caracteristico de cada o6rgao e controle hormonal
(HALPERN, 1997).

FIGURA 01 - VIAS METABOLICAS
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2.5 DESNUTRICAO PROTEICA E DIETA HIPERLIPIDICA NO FIGADO

O estado dos micronutrientes na vida fetal e precoce pode alterar o
metabolismo, a vasculatura e o crescimento e fungédo dos 6rgaos, levando a um risco
aumentado de transtornos cardiometabdlicos, adiposidade, fungcdo renal alterada,
diabetes tipo 2 e doencgas cardiovasculares, como também alteragcdes hepatica
(RIBEIRO et al., 2015).

O peso ao nascer € considerado um sinbnimo de crescimento fetal e maturagéo
de 6rgao e pode refletir um problema relacionado ao desenvolvimento de doengas ao
longo da vida. Nesse contexto, a desnutricdo proteica materna durante a gestacao e
a lactagao esta associada a um permanente déficit de crescimento na prole, expresso

como um menor peso e medidas de crescimento corporal,


http://w.educa.aragob.es/i
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associados a uma anormalidade no tamanho de 6rgaos principalmente no figado
(FIDALGO et al., 2013; QASEM et al., 2012).

Tem sido observado também que o ambiente nutricional perinatal durante
periodos considerados “sensiveis” de desenvolvimento ou em lactente afeta o
crescimento normal/desenvolvimento e isto pode ser associada a doengas cronicas
na vida adulta, incluindo hipertenséo, sindrome metabdlica e diabetes. (MARTIN et
al.,2012).

Diante disso, estudos que avaliem alteragdes metabdlicas decorrentes de
variagdes nutricionais durante periodos criticos do desenvolvimento sao importantes
uma vez que permitem uma melhor compreensdo de mecanismos associados ao

surgimento e/ou progressao de doengas crénico-metabdlicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar alteragbes metabdlicas em ratos adultos submetidos as dietas
hipoproteica durante gestacgao e lactacao e hiperlipidica pés-desmame, como provavel

mecanismo subjacente ao aparecimento de doengas metabdlicas na vida adulta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos adultos (90 dias) submetidos as dietas hipoproteica durante

gestacao e lactagao e hiperlipidica pos-desmame:
- Peso corporal e peso do figado;
- Niveis séricos de albumina e de aminotransferases (ALT e AST);

- Atividade de enzimas chave do metabolismo de carboidratos no figado:

Fosfofrutoquinase 1 (PFK 1) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH);

- Avaliar a capacidade metabdlica, através da atividade de enzimas chaves do
metabolismo de lipidios no figado: B-hidroxiacil-CoA (B-Had) desidrogenase e acido

graxo sintase (FAS);

- Avaliar a atividade de uma enzima chave do ciclo de Krebs no figado: Citrato

Sintase.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS E DIETAS

Foram utilizadas 30 ratas albinas primiparas da linhagem Wistar, 80 a 90 dias
de vida, com peso corporal compreendido entre 220 e 260 g e seus filhotes machos
(n=60), provenientes do biotério do Centro Académico de Vitdéria (CAV) da
Universidade Federal de Pernambuco. Os protocolos e procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso Animal (CEUA) da UFPE (n°
23076.016634/2017-52). As ratas virgens foram acasaladas com ratos machos na
proporcao de 3:1. Apds a confirmagcdo da prenhez foi ofertada uma dieta
normoprotéica (grupo NP; 17% de proteina) ou hipoprotéica (grupo HP; 8% de
proteina) até o final da lactagdo. Apds o nascimento dos filhotes, a prole foi reduzida
para oito filhotes por rata. Apés o desmame, os filhotes dos grupos NP e HP
receberam: i) a dieta NL, formando os grupos NP-NL e HP-NL; ou a dieta hiperlipidica
HL, formando os grupos NP-HL e HP-HL. Todos os quatro grupos permaneceram em

suas respectivas dietas até os 90 dias de vida, quando foram realizadas as avaliagdes.

As dietas controle, hipoproteica e hiperlipidica foram preparadas no Laboratorio
de Técnica Dietética — CAV — UFPE, de acordo com o American Institute of Nutrition
— (AIN-93) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) e o Levantamento de Orgamento
Familiar (para preparo da dieta hiperlipidica; IBGE/Brasil, SFB 2002/2003)
(CARVALHO et al., 2013). A dieta controle contem em %kcal, 17% de proteinas, 18%
de lipideos (26% de acidos graxos saturados, 12% monossaturados e 62% poli-
insaturados) e 63% de carboidratos, desse modo, fornecendo 3.6kcals/g. A dieta
hipoprotéica contem em %kcal, 8% de proteinas, 18% de lipideos (26% de acidos
graxos saturados, 12% monossaturados e 62% poli-insaturados) e 74% de
carboidratos, fornecendo 3.6kcals/g. Por sua vez, a dieta hiperlipidica contem em
Y%kcal, 17% de proteinas, 32% de lipideos (68% de acidos graxos saturados, 16%
monoinsaturados e 16% poli-insaturados) e 49% de carboidratos, desse modo,
fornecendo 4.2 kcals/g, como descrito previamente (FERRO CAVALCANTE et al.,
2013).
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4.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas as ratas albinas fémeas, da linhagem Wistar 80 a 90 dias de
vida, com peso corporal compreendido entre 220 e 260 g e seus filhotes machos.
4.1.2 Critérios de excluséo

Foram excluidas as ratas albinas fémeas que morressem durante o
experimento.

4.3 COLETA DOS TECIDOS PARA POSTERIORES ANALISES

Todos os animais foram eutanasiados e submetidos a cirurgia para a remogao
do tecido hepatico.

4.4 AVALIACAO DO PESO CORPORAL E PESO DO FIGADO

Os animais foram pesados antes da eutanasia em balanca especifica. Apds a

eutanasia, o figado foi removido e pesado.

4.5 AVALIACAO DOS NIVEIS SERICOS DE ALBUMINA E AMINOTRANSFERASES
(ALANINA E ASPARTATO AMINOTRANSFERASES)

Para avaliacdo dos niveis séricos de albumina e aminotransferases foram
coletadas amostras de sangue apds a decapitagdo. As analises bioquimicas foram
realizadas por Kits colorimetricos da Labtest® (Labtest Diagndstica SA, MG, Brasil) e

analisado em espectrofotdmetro.
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46 PREPARO DO HOMOGENEIZADO DO TECIDO HEPATICO PARA
UTILIZACAO NAS TECNICAS BIOQUIMICAS

O tecido hepatico foi homogeneizado em tampao de extragdo (Tris base 100
mM; pH 7,5; EDTA 10 mM; ortovanadato de sodio 1 mM; PMSF 2 mM). Apds a
homogenizagao as amostras foram centrifugadas a 1180g a 4° C, por 10 minutos e os

sobrenadantes foram submetidos a quantificagéo de proteina.

4.7 DOSAGEM DE PROTEINA

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD et al., 1976). O principio do método baseia-se na determinacao da
concentracao de ligagdes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo
proteina-corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A
absorbancia é considerada diretamente proporcional a concentragcédo de proteina na

solugéo analisada, onde uma solugédo de BSA a (2mg/mL) foi utilizada como padréo.

4.8 AVALIACAO DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS NO FIGADO

Atividade da fosfofrutoquinase 1 (PFK1): A atividade maxima da enzima foi
determinada segundo método descrito por Opie e Newsholme (OPIE; NEWSHOLME,
1967). O sistema de reagao consiste de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), MgCl25 mM, EDTA
1,0 mM, mercaptoetanol 5 mM, NADH*13 mM, ATP 20mM, AMP 10 mM, aldolase 5
mM, glicose-6-fosfato desidrogenase 5 mM e triose-fosfato- isomerase 5mM, ao qual
foi adicionada a amostra em um volume total de 0.25mL. O ensaio foi iniciado pela
adicdo do substrato (frutose-6-fosfato, 1mM) e as determinagdes enzimaticas
realizadas a 25°C, por 10 min, a 340 nm em espectrofluorimetro modelo FLUOstar
Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados foram expressos em U/mg de proteina .
Atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH): A atividade maxima foi
avaliada pelo método descrito por Bergmeyer et al. (BERGMEYER; MOELLERING,
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1965). O sistema de reacdo enzimatico continha Tris-HCI 86 mM, MgCI2 6.9 mM,
NADPH + 0.4 mM, glicose-6-fosfato 1.2 mM, Triton X-100 0.05 % (v/v), pH 7.6. Foi
adicionado ao sistema de reacao, 0.08 mg de proteina total e o ensaio iniciado pela
adicdo do substrato (glicose-6-fosfato). As determinagdes enzimaticas foram
realizadas a 25°C, por 4 min, a 340 nm em um volume final de 0.25mL, em
espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados

foram expressos em U/mg de proteina.

4.9 AVALIACAO DO METABOLISMO DE LIPIDIOS NO FIGADO

Atividade da B-hidroxyacil-CoAdesidrogenase (B-HAD): A atividade da B-HAD foi
determinada segundo Ito et al. (ITO et al., 2010). Sua atividade foi avaliada em
espectrofluorimetro a um comprimento de onda de 340nm. Preparou uma solugao de
Imidazol a 50 mM, depois uma solugéo Mix de Reagéao (Imidazol 50mM + EDTA 12mM
+ NADH 0,018mM) da seguinte maneira: o EDTA foi diluido em 30 mL de solugao de
Imidazol e em seguida a solugado calibrada em pH=7,4, para posterior adicao de
NADH. Apds essa etapa a solucédo foi somada a tampao de extracdo e amostra,
aquecido por 1 min e adicionado Acetil CoA 0,1mM para iniciar a reacao e efetuar a
leitura da absorbancia em espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG

Labtech, USA). Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

Atividade acido graxo sintase (FAS): A atividade da acido graxo sintase foi medida
seguindo a diminuicdo na absorbancia a 340 nm, 25°C, resultante da oxidacao
de NADPH dependente da adicdo de malonil-CoA. Cada reacao continha 0,1 M de
fosfato de potassio, 0,025 mM de acetil-CoA, 0,18 mM de NADPH, 3 mM de EDTA, 1
mM de DTT e 24 mg de albumina. A reagao foi iniciada pela adigdo do substrato
da enzima e a leitura realizada em espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega
(BMG Labtech, USA). (GOODRIDGE, 1973). Os resultados foram expressos em U/mg

de proteina.
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4.10 AVALIAGAO DA ATIVIDADE DO CICLO DE KREBS NO FIGADO

Atividade da citrato sintase: A atividade maxima da enzima foi determinada segundo
Alp et al. (ALP et al., 1976) a partir da quantificagdo do complexo formado entre a CoA
liberada com o DTNB do meio. O tamp&o de ensaio foi contido de Tris- aminometano
50mM, EDTA 1 mM, DTNB 0,2 mM, acetil CoA 0,1 mM, oxaloacetato 0,5 mM e Triton
X-1000,05% (v/v) pH 8,1. A reacéo foi iniciada pela adigdo de oxaloacetato ao meio e
a atividade enzimatica foi realizada a 25°C, por 10 min, a 412 nm, em
espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados

foram expressos em U/mg de proteina.

4.11 ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram expressos como média £+ EPM (erro padrao da média). A
analise de normalidade da amostra foi realizada por meio do teste de Shapiro-Wilk. A
comparacgao entre os dados dos grupos foi realizada por meio da ANOVA two way,
seguida, quando necessario, pelo teste de Newman-Keuls. Os dados foram
analisados através do programa GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation,

versao 5.0, 2007). O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

Avaliacao do peso corporal e peso do figado em ratos adultos submetidos as
dietas hipoproteica durante gestacao e lactaciao e dieta hiperlipidica pés-

desmame

Observamos que ratos submetidos a desnutrigdo proteica durante gestagéo
e lactacao e a uma dieta hiperlipidica pés desmame nao apresentaram alteragaéo no
peso corporal (Fig. 1A), assim como no peso do figado quando comparados ao
grupo controle (NPNL). Ao compararmos os grupos NPNL vs HPNL, observou-se
uma diminuigdo no peso corporal dos animais desnutridos durante a gestagéo e
lactagdo (NPNL:370,309+7,87 vs HPNL:324,08g+6,569) (Fig. 1 B).

Figura 1 - Avaliacdo do peso corporal (A) e peso do figado (B) em ratos adultos
submetidos as dietas hipoproteica durante gestacao e lactagao e dieta

hiperlipidica pés-desmame.
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Os valores, em g, representam a média + erro padrao da média (*p<0,05 em relacdo ao grupo NPNL).
n=11 animais para cada grupo experimental.
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Avaliacao dos niveis séricos de albumina e aminotransferases (ALT e AST) em
ratos adultos submetidos as dietas hipoproteica durante gestacao e lactagcao e

dieta hiperlipidica poés-desmame

Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos analisados, em
relagdo aos niveis séricos de albumina, em ratos adultos submetidos as dietas

hipoproteica durante gestagao e lactagao e dieta hiperlipidica pés-desmame (Fig.2).
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Figura 2 - Efeitos de uma dieta hiperlipidica pés-desmame sobre os niveis séricos
de albumina em ratos adultos submetidos a restricdo proteica durante a gestagao

e lactacéo e dieta hiperlipidica pos-desmame.
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Os valores, em g, representam a média + erro padrdo da média. n=10-12 animais para cada grupo
experimental.

Em relagdo aos niveis séricos de AST e ALT nao foram observadas

alteragdes significativas entre os grupos(Fig. 3).

Figura 3 - Efeitos de uma dieta hiperlipidica pos-desmame sobre os niveis séricos de
AST (A) e ALT (B) em ratos adultos submetidos a restricdo proteica durante a

gestacao e lactagao e dieta hiperlipidica pos-desmame.
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Os valores, em U/L, representam média + erro padrdo da média. n=10-12 animais para cada grupo
experimental.

Avaliagdo da atividade da Fosfofrutoquinase 1 (PFK 1) em ratos adultos
submetidos as dietas hipoproteica durante gestacido e lactagao e

dieta hiperlipidica pés-desmame
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Nossos resultados ndo apresentaram diferengas significativas na atividade

da Fosfofrutoquinase 1 (PFK 1) entre os grupos avaliados (Fig. 4).

Figura 4 - Atividade da fosfofrutoquinase 1 (PFK 1) em figado de ratos adultos
submetidos uma dieta hipoproteica durante gestagéo e lactagdo e hiperlipidica pos-

desmame.
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Os valores, U/mg de proteina, representam média * erro padrao da média. n=10-12 animais para
cada grupo experimental.

Avaliagao da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em ratos
adultos submetidos as dietas hipoproteica durante gestagao e lactacao e dieta

hiperlipidica p6s-desmame

Nossos resultados mostraram que houve uma redugado significativa na atividade
dessa enzima nos grupos NPNL vs NPHL, NPNL vs HPNL e HPNL vs HPHL em
comparagao aos animais alimentados com uma dieta normoprotéica ou hipoprotéica
durante a gestacdo e lactagdo (Fig. 5). Como também, houve um aumento
significativo entre os grupos HPHL vs HPNL (NPNL:102,055 U/mg de prot.£9,192;
HPNP:46,823U/mg de prot.£8,744; NPHL:54,344U/mg de prot.+2,256;
HPHL:91,801U/mg de prot.+12,589).

Figura 5 - Atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) dos grupos tratados
com uma dietas hipoproteica durante gestacdo e lactacdo e hiperlipidica pés-

desmame.
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Os valores, foram expressos em U/mg de proteina e representam média + erro padrdo da média
(***p=0,0101 em comparacdo com NPNL vs NPHL, *p=0,0096 em comparagdo com HPNL vs HPHL
e ** p=0,0008 em comparagdo com NPNL vs HPNL). n=9 animais para cada grupo experimental.

Avaliagcao da atividade da B-hidroxyacil-CoA desidrogenase (B-HAD) em ratos
adultos submetidos as dietas hipoproteica durante gestacao e lactagao e dieta

hiperlipidica p6s-desmame

Em relacéo a oxidagao de acidos graxos, nossos resultados mostraram que
houve um aumento significativo na atividade da enzima -Had entre os grupos
NPNL vs NPHL e NPNL vs HPHL em comparacéo aos animais tratados com uma
dieta normoprotéica ou hipoprotéica durante a gestacdo e lactacdo. (NPNL:
57,667U/mg de prot.£19,048; HPNL:123,208U/mg de prot.+2,840;
NPHL:202,347U/mg de prot.+32,636; HPHL:176,656U/mg de prot.+27,842) (Fig.6).

Figura 6 - Atividade da B-had em figado de ratos adultos submetidos uma dieta

hipoproteica durante gestacao e lactacao e hiperlipidica pds-desmame.
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Os valores, U/mg de proteina, representam média + erro padrao da média. **p= 0,003 comparando
NPNL vs NPHL. *p=0,011 comparando NPNL vs HPHL. N=6-8 animais para cada grupo experimental.
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Avaliacao da atividade da Citrato Sintase (CS) em ratos adultos submetidos as
dietas hipoproteica durante gestacao e lactacao e dieta hiperlipidica pés-

desmame

Em relagdo a atividade do ciclo de Krebs, rota central do metabolismo
energético, observou-se um aumento significativo na atividade da enzima citrato
sintase comparando NPNL vs HPNL e NPNL vs HPHL (NPNL:4,221U/mg de
prot.+1,206; HPNL:8,811U/mg de prot.+1,159; NPHL:8,106U/mg de prot.+1,423;
HPHL:9,095U/mg de prot.£0,844) (Fig.7).

Figura 7 - Atividade da Citrato sintase em figado de ratos adultos submetidos uma

dieta hipoproteica durante gestacgéo e lactagdo e hiperlipidica pos-desmame.
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Os valores, U/mg de proteina, representam média + erro padrdo da média. *p=0,048 comparando
NPNL vs HPNL; *p=0,040 em comparacdo com NPNL vs HPHL. N= 7-8 animais para cada grupo
experimental.

Avaliagio da atividade da Acido graxo sintase (FAS) em ratos adultos
submetidos as dietas hipoproteica durante gestagdo e lactagdo e dieta

hiperlipidica p6s-desmame

No que diz respeito a avaliagcdo da sintese de acidos graxos, NnoOssos
resultados mostraram que houve um aumento na atividade da enzima FAS entre os
grupos NPNL vs HPHL, HPNL vs HPHL e NPHL vs HPHL em comparagao aos
animais tratados com uma dieta normoprotéica ou hipoprotéica durante a gestacao
e lactagao (NPNL: 1,157U/mg de prot.£0,284; HPNL:2,754U/mg de prot.+0,151;
NPHL:3,443U/mg de prot.£0,366; HPHL:6,253U/mg de prot.+1,076) (Fig. 8).

Figura 8 - Atividade da Acido graxo Sintase (FAS) em figado de ratos adultos
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submetidos uma dieta hipoprotéica durante gestacéo e lactacao e hiperlipidica

pos-desmame.
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Os valores, U/mg de proteina, representam média + erro padrao da média. ****p=0,0001 comparando
NPNL vs HPHL. **p=0,0032 em comparagao com HPNL vs HPHL. *p=0,0295 em comparagdo com
NPHL vs HPHL. N=6- 7 animais para cada grupoexperimental.



29

6 DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi avaliar o metabolismo hepatico de ratos
submetidos a restricdo proteica durante a gestacdo e lactagcdo e a uma dieta
hiperlipidica do periodo pés-desmame a idade adulta. A literatura relata que ha uma
estreita relagdo entre o peso ao nascer e uma maior incidéncia de desenvolvimento
de doengas metabdlicas (obesidade, diabetes, hipertensdo arterial, doencgas
cardiovasculares) na vida adulta (BARKER,1998). Nossos dados estdo em
concordancia com a literatura, que tem demonstrado déficit nos indicadores de
crescimento somatico (peso corporal) em proles de ratas submetidas a dieta com
baixa proteina durante periodo de lactagdo e /ou gestacdo (PASSOS et al.,2011),
como também, estudos relatam que ratos provenientes de maes submetidas a
restricdo proteica durante a gestagdo costumam apresentar diminuicado de peso ao
nascer, além de ganho de massa corporal acelerado, que esta associado a disturbios

que aumentam o risco de doencgas crbnicas na vida adulta (VICKERS,2011).

Em relagao aos niveis séricos de albumina ndo observamos diferenga entre os
grupos analisados, diferentemente do que foi relatado na literatura, uma vez que foi
observada hipoalbuminemia em ratas prenhas submetidas a restricao protéica (EL-
SAYED et al.,2015), como também, outros autores mostram que criangas e adultos
quando submetidas a uma desnutricao protéica grave podem apresentar diminui¢gao

significativa dos niveis plasmaticos de albumina (INDENBLEEK et al., 1975).

Os niveis séricos de AST e ALT também nado apresentaram alteracao
significativa entre os grupos avaliados, sugerindo que n&o houve indicios de lesdo
hepatica. Outros estudos mostram que no entanto que ratos avaliados em um tempo
maior de vida, verificou aumento nos niveis séricos de AST e ALT, que sao indicativos
de dano tecidual crénico, nos animais submetidos a uma dieta hipoproteica durante a
gestacao e lactacdo e hiperlipidica pds-desmame em comparagdo com O grupo
normoproteico (ONYENEKE et al.,2013).

Na avaliagdo da atividade da enzima PFK 1 nossos resultados mostram que
nao ocorreu alteragdo na atividade de uma enzima chave na regulagdo da via

glicolitica, o que reflete nao alteragao do catabolismo de carboidratos.
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Diferentemente dos resultados de avaliagao da atividade da enzima G6PDH, nos quais
ressaltam-se a redugao na atividade dessa enzima nos grupos NPNL vs NPHL, NPNL
vs HPNL e HPNL vs HPHL na atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase, enzima
chave da via das pentoses fosfato, podendo levar a diminuigdo da geracao do aporte
de NADPH que consequentemente pode causar alteragdes na biossintese de acidos
graxos (SENA et al.,1985), de compostos esterdides e déficit no combate a efeitos
prejudiciais das espécies reativas de oxigénio, por alteracdo no estado redox celular
(GOMES et al., 2016). No entanto, o aumento da atividade da G6PDH no grupo HPHL
em relagdo aos grupos que sofreram apenas um insulto nutricional pode ser entendido
como uma maior resisténcia metabdlica hepatica em resposta ao primeiro insulto

nutricional sofrido.

A avaliagdo do metabolismo lipidico foi feita através da determinacdo da
atividade de uma enzima chave na oxidagao de acidos graxos, a B-hidroxiacil-CoA (-
Had) e de outra enzima importante na sintese de lipidios, a acido graxo sintase (FAS).
Em relagao a atividade da enzima [3-Had, sugere-se que a maior atividade da enzima
nos grupos que sofreram os insultos nutricionais resultou num aumento do aporte de
moléculas de acetil-CoA formados nas etapas da B-oxidagdo, que por sua vez
estimularam uma maior atividade do ciclo de Krebs, podendo levar a um aumento da
sintese de ATP e a uma maior utilizacdo de acidos graxos como substrato energético
(GLISEZINSKI et al,2017). Em relagdo ao ciclo de Krebs, a citrato sintase € uma
enzima chave no caminho metabdlico gerador de energia, cujo aumento em sua
atividade tem sido implicado na facilitagdo de rendimento de energia via metabolismo

aerobio através desse ciclo metabdlico (SIU,2016).

Em relagédo a atividade da FAS, estudo realizado por LIMA et al., 2010 relata
que dietas ricas em acidos graxos sao responsaveis pelo aumento das concentragdes
de componentes lipidicos, por isso 0 consumo esta relacionado ao aumento do risco
de desenvolvimento de esteatose hepatica e doencas cardiometabdlicas na vida
adulta. Além de alteragbes cardiovasculares induzidas por dietas hiperlipidicas em
modelos experimentais, tem sido evidenciado que elas podem induzir uma alteragao
no metabolismo de carboidratos e lipidios, resultando em: maior deposi¢cao de gordura;
aumento nos niveis séricos de triglicerideos, acidos graxos e alanina

aminotransferase (ALT); e acumulo de compostos lipidicos
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no figado (LEE et al.,2016). Desta forma, o aumento no anabolismo de acidos graxos,
visualizado em nosso estudo através do aumento da atividade da FAS, observado em
figado de ratos adultos submetidos uma dieta hipoproteica durante gestagdo e
lactacdo e hiperlipidica pos-desmame pode acarretar ndo apenas em esteatose
hepatica, como também uma maior predisposi¢cao a doengas crénico metabdlicas ao
longo da vida (SIMOES-ALVES, 2019).
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7 CONCLUSAO

Ratos submetidos a restricao proteica durante gestacgao e lactacéo seguida de uma
dieta hiperlipidica pos-desmame apresentam modulagdes distintas no metabolismo
hepatico de carboidratos e lipidios na vida adulta. De fato, a restricdo proteica materna
€ capaz de induzir uma reducéao significativa do peso corporal dos grupos NPNL vs
HPNL, porém nao acarreta alteragdes significativas nos niveis séricos de albumina, o
que ndo compromete o transporte de ions e acidos graxos, € nem nos niveis séricos
das aminotransferases, indicando que ndo houve dano tecidual hepatico aos 90 dias
de vida desses animais. Em relagao a atividade metabdlica, a reducao da atividade da
G6PDH pode levar a uma diminuicdo de NADPH e consequentemente interferir na
biossintese de outros compostos, além de prejudicar também o balango redox
hepatico. Nossos resultados sugerem também uma mudanga de oxidagdo de
substrato energético em resposta as variagdées nutricionais sofridas no inicio da vida
desses animais, levando a uma maior utilizagdo de acidos graxos resultando numa
maior oferta de Acetil-CoA tanto para o ciclo de Krebs quanto para sintese de acidos
graxos. A maior atividade do ciclo de Krebs pode ser entendida como uma forma de
readaptacdo metabdlica aos insultos sofridos, no entanto, a maior atividade da FAS
indicando aumento na sintese de acidos graxos, que pode levar a um acumulo de
gordura a longo prazo nesses animais predispondo-os a um maior risco de doengas

cronico-metabdlicas.
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