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RESUMO

O objetivo desta dissertacdo foi avaliar em ratos adultos, os efeitos da desnutricdo
protéica perinatal no metabolismo energético do muasculo esquelético isolado submetido
a estimulacdo adrenérgica. Ratas Wistar foram divididas em dois grupos de acordo com
a manipulagdo nutricional durante toda gestacéo e lactacdo: o grupo controle recebeu
uma dieta com 17% caseina (C, n=6) e o grupo desnutrido recebeu uma dieta com 8%
de caseina (LP, n=6). O peso corporal e o consumo alimentar foram avaliados
semanalmente. No primeiro dia ap6s o nascimento foi verificado o tamanho e o peso
das ninhadas. Apds o desmame os filhotes receberam dieta padrdo de biotério e foram
avaliados quanto ao peso corporal, comprimento corporal e o ganho de peso corporal até
a idade adulta. Aos 100 dias de idade os animais foram submetidos a um jejum de 12
horas e foram sacrificados para retirada dos tecidos. Foi retirado o sangue do animal
para avaliar, através de espectrofotometria e ELISA, as concentracdes séricas de
proteinas totais, glicose, colesterol, triglicerideos, leptina e insulina. Ambos, o0s
musculos séleo e EDL foram removidos e incubados em equipamento de banho isolado
de tecidos por duas horas com fenilefrina 10° M, um agonista seletivo do receptor as-
adrenérgico, ou com isoprenalina 10° M, um agonista dos receptores Pi- e Po-
adrenérgico. Apos a estimulacdo adrenérgica dos muasculos, foram avaliadas a atividade
das enzimas citrato sintase, PFK e B-HAD. Nossos resultados demonstram que animais
submetidos a desnutricdo protéica perinatal apresentam menor peso no nascimento e
maior ganho de peso pds-natal. Com relacéo as avaliagcbes do soro observamos apenas
uma reducdo na concentracdo de proteinas totais em animais desnutridos. No musculo
soleo, foi observado que animais desnutridos apresentaram menor atividade da enzima
B-HAD e que mesmo quando estimulados com o ou P agonistas a atividade desta
enzima permaneceu reduzida. No masculo EDL, a atividade das enzimas PFK e CS foi
maior em animais desnutridos em relacdo ao controle. Quando tratados com
isoprenalina animais desnutridos apresentaram reducdo da atividade da enzima PFK e
um aumento da atividade da enzima B-HAD em relacdo aos animais desnutridos que
foram tratados com fenilefrina e os que ndo foram tratados. O presente estudo mostrou
que a desnutricdo protéica perinatal programa o metabolismo energético de forma
diferente em dois tipos de musculos esqueléticos. No musculo predominantemente
oxidativo, diminui a atividade da enzima chave da beta oxidacdo de acidos graxos,
sendo este efeito persistente mesmo quando estimulados com agonistas adrenérgicos.
Enguanto que, no musculo predominantemente glicolitico, aumenta a atividade de
enzimas chaves do metabolismo dos carboidratos e quando estimulados com -agonista
adrenérgico induz o metabolismo dos &cidos graxos e inibe 0 metabolismo glicolitico.

Palavras chaves: Metabolismo, Programacdo Fetal, Glicose, Acidos Graxos, Musculo
Esquelético, Plasticidade do Desenvolvimento
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ABSTRACT

The aim of this thesis was evaluate in adult rats, the effects of perinatal malnutrition in
the energy metabolism of isolated skeletal muscle subjected to adrenergic stimulation.
Wistar rats were divided in two groups according to nutritional manipulation throughout
pregnancy and lactation: the control group received a diet with 17% casein (C, n = 6)
and the malnourished group received a diet with 8% casein (LP, n = 6). Body weight
and food consumption were evaluated weekly. In the first day after birth was
recorded the size and weight of litters. After weaning the pups received standard
laboratory chow and were assessed body weight, body length and body weight gain
through adulthood. At 100 days of age the animals were fasted for 12 hours and were
sacrificed for removal of tissues. Trunk blood was collected for the analysis by
spectrophotometric and ELISA, serum concentrations of total protein, glucose,
cholesterol, triglycerides, leptin and insulin. Both EDL and soleus muscles were
removed and incubated in bathing equipment isolated from tissues for two hours with
phenylephrine 10 M, a selective a;-adrenergic receptor agonist, or isoprenaline 10° M,
a B1- and Pp-adrenoreceptor agonist.After adrenergic stimulation of the muscles, we
assessed the activity of the enzymes citrate synthase, B-HAD and PFK. Our results
demonstrate that animals subjected to perinatal malnutrition have lower birth weight
and greater weight gain post-natal. With regard to assessments of serum we observed a
reduction in the concentration of total proteins in malnourished animals. In soleus
muscle, we observed that malnourished animals showed lower activity of the enzyme p-
HAD and that same when stimulated with o or B agonist activity of this enzyme has
remained low. In EDL muscle, the activity of enzymes PFK and CS was higher in
malnourished animals compared to control. When treated with isoprenaline
malnourished animals showed reduced activity of the enzyme PFK and an increased
activity of the enzyme B-HAD compared to malnourished animals treated with
phenylephrine, and those not treated. The present study showed that perinatal protein
malnutrition program energy metabolism differently in two types of skeletal muscles. In
the predominantly oxidative muscle, decreases the activity of key enzyme of beta
oxidation of fatty acids, and this effect persisted same when stimulated with agonists.
While in the predominantly glycolytic muscle, increases the activity of key enzymes of
carbohydrate metabolism and when stimulated with B-adrenergic agonist induces the
metabolism of fatty acids and inhibits the glycolytic metabolism.

Key words: Metabolism, Fetal Programming, Glucose, Fatty acid, Skeletal Muscle,
Developmental Plasticity
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FIGURA 1
FIGURA 2
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Equipamento de banho de 6rgéos isolados.
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Formacdo dos grupos experimentais de acordo com a manipulacdo 43

nutricional das ratas e exposi¢do dos musculos da prole aos a e

agonistas adrenérgicos.

FIGURA 1

FIGURA 2

Modulacdo do metabolismo energético muscular por
meio de sinais adrenérgicos. As setas em azul
representam os efeitos intracelulares gerados pela
propagacdo do sinal adrenérgico no mausculo,
enquanto que, as setas em rosa demonstram os efeitos
induzidos pelo aumento da concentragdo de citrato,
em decorréncia do estado energético positivo. NE,
noradrenalina; ADR, adrenalina; R, receptor
adrenérgico; G-s, proteina G estimulatéria; AC,
adenilato ciclase; ATP, trifosfato de adenosina; AMP-
¢, AMP ciclico; AMP, adenosina 3’ 5> monofosfato;
AMPK, proteina kinase dependente de AMP; ACC,
acetil CoA carboxilase; PKA, proteina kinase A; LSH,
lipase sensivel a hormdnio; TG, triglicerideos; AG,
acidos graxos; LCFA-CoA, é&cidos graxos de cadeia
longa ativados; CAT, complexo carnitina acil-
transferase; CK, ciclo de Krebs; CTE, cadeia
transportadora de elétrons; UCP-3, proteina
desacopladora; GLUT-4, transportador de glicose.

Desnutricdo nos periodos de alta plasticidade do
organismo pode induzir alteracdes no hipotalamo e no
musculo esquelético e, na idade adulta, repercutir no
controle hipotalamico do metabolismo muscular, via
sistema adrenérgico. Dentre os locais cuja desnutricdo
perinatal parece induzir alteracfes estdo: 1 — sensores
de nutrientes hipotalamicos; 2 — ligacdo e sinalizacéo
das catecolaminas nos receptores adrenérgicos

musculares.
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ARTIGO 2 FIGURA1l Body Weight (A), Body Length (B), BMI (C) and the 69

FIGURA 2

FIGURA 3

Gain of Body Weight (D) in the offspring. Control
(Cp, n=18) and low-protein diet (LPp, n=18).
Measurements were takenevery ten days from
weaning to 90 days old. Data are presented as means
+ S.E.M. * P<0-05 versus Cp. using Student’s t test.

Effects of maternal protein restriction on activities of 70

enzymes citrate synthase (A), PFK (B), B-HAD (C) in
the isolated soleus muscle subjected to adrenergic
stimulation. Control pups (Cp, n=6); control pups
submitted to phenylephrine 10°M (Cp+a, n=6);
control pups submitted to isoprenaline 10°M (Cp+B,
n=6); low-protein diet pups (LPp, n=6); low-protein
diet pups submitted to phenylephrine 10°M (LPp-+a,
n=6) and low-protein diet pups submitted to
isoprenaline 10°M (LPp+B, n=6). Data are presented
as means + S.E.M. * P<0-05 versus yours respective

control (Cp, Cp + a, or Cp + ) using Student’s t test.

Effects of maternal protein restriction on activities of 71

enzymes citrate synthase (A), PFK (B), B-HAD (C) in
the isolated EDL muscle subjected to adrenergic
stimulation. Control pups (Cp, n=6); control pups
submitted to phenylephrine 10°M (Cp+a, n=6);
control pups submitted to isoprenaline 10°M (Cp+B,
n=6); low-protein diet pups (LPp, n=6); low-protein
diet pups submitted to phenylephrine 10°M (LPp-+a,
n=6) and low-protein diet pups submitted to
isoprenaline 10°M (LPp+p, n=6). Data are presented
as means + S.E.M. * P<0-05 versus yours respective
control (Cp, Cp + a, or Cp + ) using Student’s t test.
8 P<0:-05 versus Cp. # P<0-05 versus LPp. & P<0-05
versus LPp + o, by using one-way ANOVA and
Tukey’s post hoc test.
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1. APRESENTACAO

Diversas sdo as doencas prevalentes na atualidade, entre elas, cardiopatias,
diabetes, hipertenséo arterial e obesidade. Estudos tém demonstrado que o estilo de vida
dos individuos na sociedade atual apresenta uma relacdo com a prevaléncia destas
doencas, contudo, recentemente, tem sido proposto que alteragdes no ambiente perinatal
também podem ter uma influéncia sobre o desenvolvimento dessas doencas. Uma das
explicacBes propostas para entender a relacdo entre agresses sofridas nos periodos
criticos e as repercussdes tardias sobre os sistemas fisiologicos é proposta pela
plasticidade fenotipica, que corresponde a capacidade do individuo modificar o fenotipo
de acordo com alteragbes ambientais. Por exemplo, em resposta a uma restricdo de
nutrientes no inicio da vida, o organismo promove adaptacdes metabolicas para
sobreviver nesse ambiente. Porém, se a disponibilidade de nutrientes € aumentada gera
um conflito entre a programacdo metabolica e 0 novo estado nutricional, podendo levar
ao surgimento de doencas na vida adulta. Recentemente, tem sido proposto que a
programacdo de algumas doencas metabdlicas, como a obesidade, podem ter
mecanismos independentes dos efeitos da desnutricdo perinatal sobre 0 comportamento
alimentar. Assim, as repercussdes de uma desnutricdo protéica perinatal podem estar
relacionadas as alteracdes no metabolismo energético sem necessariamente apresentar
mudancas no comportamento alimentar.

Sendo assim, a pergunta condutora que norteou esta pesquisa € “quais os efeitos
da desnutricdo protéica perinatal sobre o metabolismo energético do musculo
esquelético estimulados com agonistas adrenérgicos?”. O presente estudo teve como
objetivo avaliar em ratos adultos, os efeitos da desnutricdo protéica perinatal no
metabolismo energético do mdsculo esquelético isolado submetido a estimulacao

adrenérgica. A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fisiologia da Nutri¢do Dra.
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Naide Teodosio do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco,
tendo como orientadores o Prof. Dr. Raul Manh&es de Castro e a Profa. Dra. Carol
Virginia GOis Leandro. Parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com o
Laboratério de Fisiologia e Farmacologia do Centro Académico de Vitoria da
Universidade Federal de Pernambuco e com o Laboratério de Fisiologia e Farmacologia
da Universidade Federal de Pernambuco.

O estudo gerou 02 artigos cientificos, um ja foi submetido e o outro sera enviado
apos suas correcoes. O primeiro, intitulado: “Plasticidade fenotipica induzida por
desnutricdo perinatal: efeitos sobre o controle hipotalamico do comportamento
alimentar e do metabolismo energético no musculo esquelético”, foi submetido como
artigo de revisdo na Revista de Nutricdo da PUCCAMP. Esta revista € classificada com
qualis B4 no comité de Medicina Il da Coordenacgédo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES). Neste estudo, que sera utilizado como revisdo da literatura
para a dissertacdo, foi apresentada uma revisdo sobre a plasticidade fenotipica e o papel
da desnutricdo perinatal como possivel indutora da programacdo do comportamento
alimentar e do metabolismo energético no musculo esquelético. O mecanismo sugerido
pelo qual a desnutri¢do no inicio da vida favorece o desenvolvimento de obesidade e co-
morbidades associadas, na vida adulta, é através de alteracdes no controle hipotalamico
do metabolismo energético muscular por meio de interferéncias na conexdo hipotalamo-
masculo.

O segundo artigo sera apresentado como resultado da pesquisa e estara disposto
em sua versdo original. Este artigo tem como titulo: “Perinatal low protein diet-induced
predictive changes on the metabolism of isolated skeletal muscle submitted to
adrenergic stimulation”, sera submetido como artigo original em uma revista com qualis

Al no comité de Medicina Il da CAPES. Em resumo, neste artigo, demonstramos que a
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desnutricdo protéica perinatal programa o metabolismo energético de forma diferente
em dois tipos de musculos esqueléticos. No muasculo predominantemente oxidativo,
diminui a atividade da enzima chave da beta oxidacdo de &cidos graxos, sendo este
efeito persistente mesmo quando estimulados com agonistas adrenérgicos. Enquanto
que, no musculo predominantemente glicolitico, aumenta a atividade de enzimas chaves
do metabolismo dos carboidratos e quando estimulados com agonista adrenérgico induz

0 metabolismo dos &cidos graxos e inibe o metabolismo glicolitico.
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Resumo

A deficiéncia de nutrientes durante os periodos criticos do desenvolvimento tem sido
associada com maior risco para desenvolver obesidade e diabetes mellitus na vida
adulta. Uma das fundamentacfes propostas refere-se as alteracdes dos mecanismos
gue regulam o comportamento alimentar e 0 metabolismo energético do musculo
esquelético. O hipotalamo parece regular vias metabdlicas do musculo esquelético a
partir de sinais autonémicos que podem explicar as repercussfes da plasticidade
fenotipica. Assim, esta revisdo tem como objetivo discutir os mecanismos de indugéo
da plasticidade fenotipica pela desnutricdo perinatal sobre o comportamento alimentar
e suas provaveis alteracdes no metabolismo energético muscular e na sua modulagéo
por sinais adrenérgicos. Foram utilizadas as bases de dados Medline/Pubmed, Lilacs e
Bireme, com publicagBes entre 2000 até 2011. Os termos de indexagdo utilizados
foram: feeding behavior, energy metabolism, protein malnutrition, developmental
plasticity, skeletal muscle e autonomic nervous system. O presente estudo propde uma
analise sobre o desenvolvimento de obesidade e co-morbidades associadas com a
desnutricdo no inicio da vida e a provavel contribuicdo da programacdo do
comportamento alimentar e do controle hipotalamico do metabolismo muscular através
da comunicacao hipotalamo-musculo via sistema adrenérgico.

Palavras chaves: Desnutricdo protéica, doencas metabdlicas e sistema nervoso
autdbnomo.

Abstract

The Nutritional deficits during the critical period of development have been associated
with risk to develop obesity and diabetes mellitus later in life. One of the underlying
mechanisms is related to changes in feeding behavior and the metabolism of skeletal
muscle. Hypothalamus may regulate metabolic pathway in skeletal muscle by using
autonomic nervous system which can explain the repercussions of the phenotype
plasticity. Thus, the main goal of this review is to discuss the mechanism of the
phenotype plasticity by perinatal malnutrition on the feeding behavior and its changes
on the metabolism of skeletal muscle by adrenergic signals. It was used the following
database: Medline/Pubmed, Lilacs and Bireme, with publications between 2000 and
2011. The indexing terms were: feeding behavior, energy metabolism, protein
malnutrition, developmental plasticity, skeletal muscle and autonomic nervous system.
The present study propose an analysis on the development of obesity and co-morbities
associated with perinatal malnutrition and the probably contribution of the programming
of feeding behavior and of hypothalamic control of the metabolism in skeletal muscle
via adrenergic system.

Key-words: Protein malnutrition, metabolic diseases and autonomic nervous system.
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Introducéo

O crescimento e desenvolvimento do individuo sdo marcados por periodos de
rapida proliferacdo e diferenciacdo celular (tal como gestacdo, lactacdo e primeira
infancia) Y. Estes periodos s&o criticos para o desenvolvimento uma vez que 6rgéos e

&2 Estudos com animais e

sistemas sdo vulneraveis as alteragcbes ambientais
humanos tém demonstrado que a desnutricdo quando aplicada nos periodos criticos
aumenta a predisposicdo do individuo em desenvolver doencas cardiovasculares @,
fatores de risco associados com a hipertensdo arterial, resisténcia a insulina ©,
hiperlipidemia © e obesidade ”. Uma possivel explicacdo para a relacdo entre
agressoes sofridas nos periodos criticos e as repercussoes tardias sobre os sistemas
fisiolégicos é proposta pela plasticidade fenotipica, que corresponde a capacidade do
individuo modificar o fenétipo de acordo com alteracdes ambientais ©.

O hipotalamo é o centro regulador do comportamento alimentar (C.A.) e do
metabolismo energético no masculo e ambos podem apresentar mudancas fenotipicas

.19 Estas alteragdes sdo de ordem quimica e

induzidas pela desnutricdo perinatal
estrutural e podem ser responsaveis por ajustes funcionais como 0s que ocorrem
sobre a sensibilidade & insulina no masculo © ' e sobre a expressdo de moléculas
que mediam o C.A. e o metabolismo energético > . Os circuitos neurais e as
funcdes cerebrais presentes em regides, como o hipotalamo, podem ser modificados
permanentemente pela desnutricio no periodo critico do desenvolvimento, por
conseguinte pode alterar o C.A. e a homeostase energética “?.

Estudos experimentais demonstram que filhotes de ratas expostas a
desnutricdo protéica durante a gestacdo e lactacdo apresentam alteracdo na
guantidade e proporcdes de fibras musculares, e resisténcia a insulina na idade adulta
1113 Qutros estudos tem demonstrado que a desnutricdo perinatal induz hiperfagia
na prole, promove alteracfes na expressdo de neurotransmissores orexigénicos e
anorexigénicos, na expressao de genes envolvidos com a regulacdo de sensores de
nutrientes hipotalamicos e no controle do metabolismo “* *®. Com isso, questionamos
se animais desnutridos no periodo perinatal além de mudancgas na sensibilidade a
insulina e no comportamento alimentar podem apresentar reducdo do metabolismo
energético muscular em decorréncia de altera¢cdes no controle hipotalamico através da
conexdo hipotadlamo-musculo? Desta forma, o objetivo deste estudo é discutir os
mecanismos de inducdo da plasticidade fenotipica pela desnutricdo perinatal sobre o
comportamento alimentar e suas provaveis alteragcbes no metabolismo energético

muscular e na sua modulag&o por sinais adrenérgicos.



24

Metodologia

Para realizacdo desta revisdo, foram utilizadas as bases de dados
Medline/Pubmed, Lilacs e Bireme. Os termos de indexacédo utilizados foram: feeding
behavior, energy metabolism, protein undernutrition, developmental plasticity, skeletal
muscle e autonomic nervous system. Os artigos foram selecionados de acordo com a
relevancia do estudo para os tdpicos estudados. Dentre os artigos selecionados estédo
inclusos estudos classicos sobre “programacéo fetal” a partir de 1964 e estudos atuais
sobre plasticidade fenotipica. Para a discussao sobre nutricdo, comportamento
alimentar e metabolismo energético, foram utilizados artigos publicados entre os anos
de 2000 até 2011.
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O que é plasticidade fenotipica?

O termo “plasticidade fenotipica” refere a capacidade de mudanga do fenétipo
em resposta as alteracdes ambientais durante periodos criticos do desenvolvimento e
as repercussdes na vida adulta ®. A hipétese da plasticidade fenotipica, inicialmente

chamada de “programacgao” *©

, propde que o risco de desenvolver uma doenca é
consequéncia da transicdo de um ambiente uterino adverso para um ambiente pos-
natal enriquecido 7.

A desnutricdo perinatal € um dos fatores ambientais mais bem estudados como
indutor de plasticidade fenotipica ¢ ”. Estudos com humanos tém demonstrado que a
desnutricdo perinatal aumenta a predisposi¢cdo do individuo em desenvolver doencas

cardiovasculares ¢ ¥

, fatores de risco associados como a hipertensdo arterial,
resisténcia a insulina, hiperlipidemia © e obesidade . Em ratos, foi demonstrado que
restricdo alimentar (30% — 50% da ingestéo do controle) ou dieta hipoprotéica (8% de
caseina) no periodo neonatal parecem provocar déficits no desenvolvimento do

cérebro e do sistema renal ®

, além de alteracbes morfologicas e funcionais no
coracdo e no musculo esquelético © * 2. Estudos recentes tem demonstrado que
uma dieta pobre em proteina (8% de caseina) no periodo de gestacdo e lactacédo
induz atraso na ontogénese dos reflexos e déficits no desenvolvimento de padrdes

motores e comportamentais de ratos ¢ %

. Outros estudos mostram que dieta com
aporte inadequado de nutrientes, no periodo de lactacdo, induz efeitos permanentes
sobre o tamanho do encéfalo, nimero de neurdnios, aprendizagem e meméria 3 29,
De fato, regides cerebrais que controlam determinados comportamentos podem ser
irreversivelmente modificadas pela desnutricdo no periodo critico. Estas alteracdes
podem ser de ordem quimica e/ou morfolégica e ocorrer em diversas estruturas, como
o hipotalamo, que tem papel chave no controle da expressdo comportamental e da

homeostase energética ®.

Papel do hipotalamo no controle do comportamento alimentar e do metabolismo
energético no musculo esquelético

O hipotalamo, dentre as suas inimeras func¢des, tem papel de centro regulador
do CA @9, O C.A. refere a interacdo de diversos processos que envolvem a escolha do
alimento, inicio e término da alimentacéo, a frequéncia, o tempo e o tamanho da

(26)

refeicéo A regulacdo do C.A. ocorre através da complexa interacdo entre

mecanismos periféricos e centrais que controlam a fome e a saciedade “”. O controle
central do C.A. é feito pelo hipotalamo que monitora, processa e gera respostas aos
sinais de nutrientes, sinais hormonais periféricos e sinais neurais, estes sinais refletem

g (28-30)

mudanc¢as nos niveis de energia dos animais superiore . Este controle é feito



26

através de acdes coordenadas entre os diversos nucleos hipotalamicos, entre eles o
nacleo ventromedial (NVM), o nucleo paraventricular (NPV) e o nudcleo arqueado
(ARQ).

O ARQ possui papel de destaque no controle do comportamento alimentar e é

(29-31)

um dos nucleos hipotalamicos mais estudados Nele, h& populagbes de

neurdnios que expressam neuropeptideos que estimulam a fome (orexigénicos) e

@9 39 Os neurdnios

neuropeptideos que geram saciedade (anorexigénicos)
orexigénicos co-expressam o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado ao
gene agouti (AgRP), enquanto que 0s neurdnios anorexigénicos co-expressam o
transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART) e o horménio pro-
opiomelanocortina (POMC) # 3% %) O POMC déa origem ao hormodnio estimulador de
melandcitos alfa (a-MSH), que exerce papel-chave sobre a inibicdo da ingestéo
alimentar ®®. A acdo destes neuropeptideos hipotalamicos é que determina a busca e
ingestédo de alimentos ou o término da alimentacao.

A expressdo dos neuropeptideos orexigénicos e anorexigénicos € modulada
por sinais hormonais periféricos e pelo estado energético do individuo. Os horménios
insulina e leptina estdo presentes em altas concentracdes plasmaticas apos as
refeicbes e com o aumento de adiposidade, respectivamente, eles atuam no ndcleo
arqueado inibindo a expressdo de NPY e AgRP e, simultaneamente, estimulando a
expressao de a-MSH a partir do POMC. Isto gera reducdo da ingestao alimentar e
aumento do dispéndio energético ®®. Além disso, ha neurdnios hipotalamicos que
agem como sensores de nutrientes, devido a sua capacidade de responder as
mudancas na disponibilidade de nutrientes circulantes (como glicose e lipideos) e as
mudancas na concentracdo de moléculas intracelulares como os acidos graxos de
cadeia longa ativados (LCFA — CoA) e a malonil CoA (um precursor da sintese de
acidos graxos) 33

Alguns estudos indicam que neurbnios POMC, NPY e AgRP sao sensiveis a

mudancas na disponibilidade de nutrientes ©®>%

. Em resposta a um aumento nos
niveis de nutrientes, neurbnios POMC despolarizam enquanto que neurbnios NPY e
AgRP hiperpolarizam gerando aumento e diminuicdo da liberacdo de seus
neurotransmissores, respectivamente #*3%, Outros estudos demonstram que durante o
jejum ha uma redugdo na concentracdo hipotalamica de LCFA — CoA, e de malonil
CoA, levando a uma diminuicdo na expressdo de POMC, bem como um aumento na
expressdo de NPY e AgRP induzindo a ingestdo de alimentos e o ganho de peso ©V.
Ademais, 0 uso da droga C75, que promove aumento na concentragdo de malonil CoA
hipotalamica, induziu em camundongos: blogueio da ingestao alimentar por inibicdo da

expressdo de NPY e AgRP; aumento da expressdo de POMC e perda de peso @ #%
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) Desta forma, alteragdes na quantidade e atividade de neurdnios que expressam

estes neuropeptideos podem levar a mudangas no comportamento alimentar e na
homeostase energética.

Recentemente, tem sido reconhecido o papel do hipotalamo na homeostase
energética através do controle do metabolismo. Por meio do sistema nervoso
autdnomo (SNA), o hipotdlamo se comunica e modula o metabolismo energético em
6rgéos periféricos como o figado, o tecido adiposo e o musculo esquelético 2830 40 42
3. Do hipotalamo, partem neurdnios POMC que fazem sinapses com neurdnios pré-
ganglionares, localizados na coluna médio-lateral da medula espinal, e estes se
comunicam com o0 muasculo esquelético por meio de fibras pos-ganglionares
simpéticas “* %),

O hipotalamo emite sinais que geram mudanc¢as no metabolismo energético do
musculo esquelético “?. O sinal conduzido através do sistema nervoso simpatico é
transmitido ao musculo através da ligacdo de catecolaminas (noradrenalina ou
adrenalina) aos receptores adrenérgicos que acoplados a proteina G, estimulam a
adenilato ciclase a aumentar os niveis de adenosina 3’ 5 monofosfato (AMP) e AMP
ciclico (AMP-c) “> *¥ O aumento de AMP-c ativa a proteina quinase A (PKA)
estimulando, dessa forma, a lipase sensivel a horménios (LSH) a quebrar triglicerideos
em 4cidos graxos e glicerol, aumentando a disponibilidade de acidos graxos para
serem oxidados na mitocéndria. O AMP ativa a proteina quinase dependente de AMP
(AMPK) e esta catalisa a inativacdo da enzima acetil CoA carboxilase (ACC) levando a
uma diminuicdo nos niveis de malonil CoA no musculo, um potente inibidor alostérico
da carnitina acil transferase 1 (CAT-1) (FIGURA 1). A diminuicdo de malonil CoA
cessa o efeito inibitério sobre a CAT-1, facilitando a entrada de LCFA-CoA na
mitocdndria para ser oxidado através da B — oxidacéo “**¥. Outra resposta metabdlica
muscular ao sinal hipotalamico é a elevacdo da termogénese, através de aumento na
expressdo de proteinas desacopladoras mitocondriais no musculo (UCP-3) “% %3 A
UCP-3 dissipa o gradiente de protons, do espago intermembranar mitocondrial, e
produz calor ao invés de produzir ATP aumentando assim o gasto energético “®.

Estudos experimentais demonstram os efeitos de sinais hipotalamicos sobre o
metabolismo no musculo esquelético “**¥. Camundongos foram submetidos ao jejum
ou ao jejum mais administragdo da droga C75, um inibidor da sintese de acidos graxos

(40, 43)

no hipotalamo Animais que receberam C75 apresentaram maiores

concentracdes de malonil CoA hipotalamica e dispéndio energético elevado no

o (40. 43)

muscul . Estes animais apresentaram diminuicdo da concentracdo de malonil

CoA muscular e aumento na expressao de UCP-3, isto resultou huma maior taxa de

g (0. 43

oxidacdo de &cidos graxo . Estes resultados ndo foram observados com a
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utilizacdo de bloqueadores adrenérgicos, isto sugere um importante e potente controle

(40439 " Outros estudos

do metabolismo muscular pelo hipotadlamo através do SNA
demonstraram que alteragcbes no SNA e na atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo lipidico tém sido associadas a doencas como a diabetes mellitus tipo Il e

a obesidade, através de influéncia sobre o gasto energético “7 *®

. Desta forma, o
controle do metabolismo energético por sinais adrenérgicos parece ter importante
papel na regulacdo do dispéndio energético e pode estar envolvido no surgimento de

doencas metabdlicas.

Plasticidade fenotipica, desnutricdo perinatal e o controle hipotalamico do
comportamento alimentar e do metabolismo energético no musculo esquelético

Tem sido demonstrado experimentalmente que a desnutricdo nos periodos
criticos do desenvolvimento do SNC pode induzir alteracdes na expressao de

r 101549 " Estudos com

neuropeptideos hipotalamicos e no comportamento alimenta
ratos demonstraram que restricdo alimentar (30% da ingestdo do controle) e
desnutricdo protéica (8% de caseina) durante a gestacdo e lactacdo induzem
hiperfagia na prole no inicio da vida pos-natal e na idade adulta ®® *". Da mesma
forma, outros estudos evidenciaram que a desnutricdo protéica (caseina 8%) na
gestacao e lactacdo induz hiperfagia na prole logo apds o desmame, aos 35 dias e aos
60 dias de vida ®® “9. A hiperfagia destes animais foi associada com a reducéo da
acdao inibitéria da serotonina na ingestao alimentar por meio de dissensibilizacdo dos
receptores 5HTy, “?. Foi associada também, com a maior expressdo hipotalamica de
NPY e AgRP e, concomitantemente, uma menor expressiao de POMC 19 Contudo, a
partir dos 90 dias de vida nao foi observada hiperfagia nos animais, mesmo assim,
eles desenvolveram na vida adulta, um fendtipo de obesidade com aumento da
gordura abdominal e dos niveis séricos de triglicerideos e &cidos graxos . Isto
sugere que a programacao de algumas doencas metabdlicas, como a obesidade, pode
ter mecanismos independentes dos efeitos da desnutricdo sobre o comportamento
alimentar ™. Tendo em vista que a regulacdo da homeostase energética é feita
também pelo hipotdlamo, esta pode ser modificada, pela programacao hipotalamica
induzida pela desnutricdo perinatal, e contribuir para o desenvolvimento de doencas
metabdlicas na vida adulta.

O musculo esquelético, que tem um papel fundamental no metabolismo dos
carboidratos, lipideos e proteinas, também tem sido alvo de estudos sobre plasticidade
fenotipica. Diversos estudos tém demonstrado os efeitos da desnutricdo perinatal
sobre o musculo esquelético @ ** 52, A desnutricdo durante a gestacédo parece reduzir

(53)

a taxa de crescimento e o numero de fibras musculares na vida adulta . Ratos
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jovens (4 semanas de vida), que sofreram desnutricdo protéica (9% de caseina)
durante a gestacdo, apresentaram reducdo no numero e na densidade de fibras
musculares (54). Bayol et al (2004) encontraram uma redu¢do no numero de nucleos
dos musculos semitendinoso e gastrocnémio indicando uma diminuicdo na
proliferacéo celular em ratos jovens que sofreram restricdo de dieta no periodo de
gestacdo (40% da dieta consumida pelos controles). Estudos epidemioldgicos
demonstram que as mudancgas no fenétipo da composi¢céo corporal estdo associadas
ao aumento do percentual de gordura corporal e a redugdo na massa muscular na vida
adulta ®. Tem sido especulado que alteragdes no crescimento e desenvolvimento de
fiboras musculares podem ser um dos mecanismos subjacentes a programacao de
doencas metabdlicas ©°.

Alteracdes sobre o tecido muscular parecem atuar como um potencial fator
etiolégico da resisténcia a insulina e de doencas como obesidade e diabetes mellitus ®
1159 Estudos experimentais demonstram que filhotes de ratas expostas a desnutrigao
protéica (8% de caseina) durante a gestacdo e lactacdo apresentam resisténcia a
insulina na idade adulta ® V. Nestes animais, a resisténcia & insulina foi associada a
uma reducdo na expressao dos transportadores de glicose (GLUT-4), proteinas p85 e
p110B (sub-unidades da fosfatidilinositol 3-kinase) e de proteina kinase C zeta (PKCQ)
®. 11 Estas proteinas estdo envolvidas positivamente com a propagacéo do sinal
intracelular da insulina, com a translocacdo do GLUT-4 e com o transporte de glicose
através da membrana sarcoplasmatica ® V. A resisténcia & insulina também esta
associada a concentracdo elevada de triglicerideos plasmaticos e intramusculares
(TGIM) ©"%8 O aumento de TGIM eleva o contetido LCFA-CoA e diacilglicerol (DAG)
%9 "este Gltimo atua inibindo a propagacdo do sinal intracelular da insulina ©® 9. O
DAG estimula a proteina kinase C teta (PKCO) a inativar o substrato receptor de
insulina 1 (IRS-1) através de fosforilacdo do seu residuo serina ©® °?. Desta forma,
alteracdes na expressdo de proteinas da cascata de sinalizagdo da insulina, bem
como, aumento nos niveis de lipideos, como observado em animais desnutridos no
periodo perinatal ***» comprometem a tolerancia e a captacéo de glicose no masculo
esquelético.

Além dos efeitos diretos no muasculo, sobre a morfologia e a sensibilidade a
insulina, é possivel que a desnutricdo perinatal modifique o metabolismo muscular
através da alteracdo do controle hipotalamico via SNA. Os danos induzidos pela
desnutricdo no inicio da vida, sobre o controle hipotalamico do metabolismo energético
no masculo podem ser originados por alteragbes nos sensores nutricionais
hipotalamicos e na expressado de seus neuropeptideos, bem como na transmisséao do

sinal simpatico através da ligacdo e sinalizacdo das catecolaminas nos receptores
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adrenérgicos muscular (FIGURA 2). Um estudo demonstrou que desnutricdo perinatal
(8% de caseina) induziu alteragcédo na expressao de genes envolvidos na regulagdo de
sensores de nutrientes hipotalamicos e no controle do metabolismo ®¥. Com isso,
lancamos o questionamento de que animais desnutridos no periodo perinatal podem
apresentar reducdo do metabolismo energético muscular em decorréncia de
alteracbes no controle hipotalamico que resulta em menor densidade e/ou menor
responsividade de receptores adrenérgicos, menor expressdo de UCP-3 e menor
atividade de enzimas envolvidas na oxida¢ao de lipideos. Além de apresentar aumento
da esterificacdo de acidos graxos com acumulo de triglicerideos. Isto poderia explicar
os resultados encontrados em ratos submetidos a desnutricdo perinatal que nao
apresentaram hiperfagia na vida adulta, contudo, desenvolveram obesidade e
apresentaram aumento da gordura abdominal, dos niveis de triglicerideos e acidos

graxos plasmaticos 19

Concluséo

Em resposta a estimulos ou insultos ambientais, a plasticidade fenotipica
possibilita a ocorréncia de mudancas comportamentais, estruturais e metabdlicas no
individuo. A desnutricdo no inicio da vida induz altera¢cbes no musculo esquelético, no
comportamento alimentar e no perfil lipidico. Tendo em vista que os lipidios podem
modular a expressdo de neuropeptidios e sinais hipotalamicos que modulam o
comportamento alimentar e o0 metabolismo energético periférico, € possivel que
alteracBes induzidas pela desnutricdo perinatal no metabolismo muscular sejam
originadas por falha no controle do metabolismo energético pelo hipotalamo. Desta
forma, a programacdo do controle hipotalamico sobre o metabolismo energético
muscular através da comunicacdo hipotdlamo-musculo pode favorecer o
desenvolvimento de obesidade e co-morbidades associadas com a desnutricdo no

inicio da vida.
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FIGURA 1 (mencionada na pag. 7). Modulacdo do metabolismo energético muscular
por meio de sinais adrenérgicos. As setas em azul representam os efeitos
intracelulares gerados pela propagacdo do sinal adrenérgico no musculo, enquanto
gque, as setas em rosa demonstram os efeitos induzidos pelo aumento da
concentracdo de citrato, em decorréncia do estado energético positivo. NE,
noradrenalina; ADR, adrenalina; R, receptor adrenérgico; G-s, proteina G
estimulatodria; AC, adenilato ciclase; ATP, trifosfato de adenosina; AMP-c, AMP ciclico;
AMP, adenosina 3’ 5" monofosfato; AMPK, proteina kinase dependente de AMP; ACC,
acetil CoA carboxilase; PKA, proteina kinase A; LSH, lipase sensivel a horménio; TG,
triglicerideos; AG, acidos graxos; LCFA-CoA, acidos graxos de cadeia longa ativados;
CAT, complexo carnitina acil-transferase; CK, ciclo de Krebs; CTE, cadeia
transportadora de elétrons; UCP-3, proteina desacopladora; GLUT-4, transportador de

glicose.



37

GESTAGAO ----- LACTACAO FASE ADULTA

PLASTICIDADE

DO ORGANISMO

FIGURA 2 (mencionada na pag. 10). Desnutricdo nos periodos de alta plasticidade
do organismo pode induzir alteracBes no hipotdlamo e no musculo esquelético e, na
idade adulta, repercutir no controle hipotalamico do metabolismo muscular, via sistema
adrenérgico. Dentre os locais cuja desnutricdo perinatal parece induzir alteracdes
estdo: 1 — sensores de nutrientes hipotalamicos; 2 — ligacdo e sinalizacdo das

catecolaminas nos receptores adrenérgicos musculares.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral:
Avaliar em ratos adultos, os efeitos da desnutricdo protéica perinatal no
metabolismo energético do musculo esquelético isolado submetido a estimulacdo

adrenérgica.

3.2. Especificos:

e Verificar os efeitos da desnutri¢do protéica perinatal em ratos sobre:
- O peso corporal e 0 consumo alimentar das ratas durante o periodo de gestacao
e lactacdo;
- O Peso corporal, comprimento corporal e o indice de massa corporal na prole
de ratos do desmame até os 90 dias de idade;
- As concentrages séricas de glicose, triglicerideos, colesterol e proteinas totais
da prole adulta;
- As concentragdes séricas dos hormoénios leptina e insulina da prole adulta;

e Verificar os efeitos da estimulacéo adrenérgica no musculo esquelético, de ratos
submetidos a desnutricdo perinatal sobre:
- Atividade de enzimas do metabolismo dos 4cidos graxos e dos carboidratos (B-

HAD, citrato sintase e PFK) nos musculos soleo e EDL,;
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4. HIPOTESES

* A desnutricdo protéica perinatal induz reducdo do metabolismo dos acidos

graxos no musculo esquelético de ratos adultos.

* O masculo isolado de animais submetidos a desnutricdo protéica perinatal
apresentam uma hiporesponsividade frente a estimulagdo com agonistas

adrenérgicos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Foram utilizados 36 ratos machos albinos da linhagem Wistar, provenientes de
12 ratas, da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram mantidos em biotério de experimentagdo, com
temperatura de 22°C + 2, ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas e livre acesso a
4gua e alimentacdo. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica do
Centro de Ciéncias Bioldgicas (protocolo n° 23076.049076/2010-35), da Universidade
Federal de Pernambuco. A manipulacdo e os cuidados com 0s animais seguiram as

recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

5.2. Escolha das ratas para o acasalamento

Foram utilizadas 12 ratas como progenitoras, e para escolha das ratas foram
utilizados alguns critérios: 1)as ratas ndo poderiam ter parentesco familiar, 2) possuir
idade entre 90 e 120 dias de vida, 3)apresentar peso entre 220 e 250 gramas e 4)serem
primiparas. Estes cuidados foram adotados para minimizar possiveis influéncias
genéticas e fisiologicas nos resultados (Bautista, Garcia-Torres et al. ; Zambrano,
Bautista et al. 2006). Em seguida, foi realizado um mapeamento do ciclo estral das
ratas, atraves de esfregaco vaginal, e no periodo estro as fémeas foram postas para

acasalar (Marcondes, Bianchi et al. 2002).

5.3. Manipulacdo da dieta das ratas e formacéo dos grupos experimentais

Apo6s a confirmacdo da gestacdo, através da técnica de esfregaco vaginal
(Marcondes, Bianchi et al. 2002), foram formados aleatoriamente dois grupos, com base
na manipulacdo dietética das ratas: controle (C, n=6; caseina a 17%) e desnutrido (LP,

n=6; caseina a 8%). As dietas confeccionadas séo isocaloricas com alteracdo apenas no
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contetdo de proteina (Quadro 1). As ratas receberam estas dietas durante todo o periodo
de gestacdo e lactacdo. No primeiro ciclo escuro, apds o nascimento, foi realizada a
sexagem dos filhotes, pesagem da ninhada e foi mantido um nimero de 8 filhotes por
ninhada durante todo o periodo de lactacdo. Aos 22 dias de vida foi realizado o
desmame dos animais e eles passaram a receber dieta padrdo de biotério. Somente os

filhotes machos foram utilizados para as avaliacfes posteriores.

Quadro 1. Composicao centesimal da dieta a base de caseina (AIN-93G**).

CASEINA a 8% CASEINA a 17%
. Quantidade : Quantidade por
Ingredientes por Kg de racio Ingredientes Kg de racio

Caseina 79,30g | Caseina 179,309
Mix de vitamina 10,009 | Mix de vitamina 10,009
Mix de sais minerais 35,009 | Mix de sais minerais 35,009
Celulose 50,00q | Celulose 50,009
Oleo de soja 70ml | Oleo de soja 70ml
Bitartarato de colina 2,50 g | Bitartarato de colina 2,50 g
DL-metionina 3,00g | DL-metionina 3,009
Amido 750,209 | Amido 650,209

) fonte: (Reeves, Nielsen et al. 1993).

5.4. Avaliacdo do peso corporal e consumo alimentar das maes

O peso corporal e 0 consumo alimentar foram avaliados durante todo periodo de
gestacdo e lactacdo. O consumo alimentar foi determinado como previamente descrito
(Toste, de Moura et al. 2006). O consumo alimentar relativo ao peso foi calculado de
acordo com a formula: Consumo Relativo (mg/g) = consumo alimentar (mg) / peso
corporal (g). O peso corporal e o peso do alimento foram mensurados em balanca

(Marte Scale AS-1000 com sensibilidade de 0-01-g).

5.5. Avaliacdo dos parametros biométricos da prole
O peso corporal e 0 comprimento corporal da prole foram avaliados a cada 10 dias

do desmame até os 90 dias de idade. Com estes dados foi calculado o indice de Massa
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Corporal (BMI) dividindo o peso corporal (g) pelo comprimento ao quadrado (cn?). O
percentual de ganho de peso corporal foi calculado tendo como base o peso do 1° dia de
avaliacdo, segundo a formula:

% ganho de peso = [Peso do dia (g) x 100 / Peso do 1° d(g)] — 100

A avaliacdo do peso corporal foi feita através de balanca (Marte Scale AS-1000 com

sensibilidade de 0:01-g).

5.6. Avaliagdes bioquimicas e hormonais do soro de ratos adultos

Aos 97£3 dias de idade os ratos foram submetidos a um jejum de 12hs e em
seguida foram sacrificados por meio de decapitacdo. Logo em seguida, foi coletado o
sangue e centrifugado durante 20 minutos, a 3000 rpm e 25°C. Posteriormente, foi
separado 0 soro para realizar a avaliacdo do perfil bioquimico (glicose, colesterol,
triglicerideos e proteinas totais) e das concentracdes dos hormonios Leptina e Insulina.
Ambos leptina e insulina foram avaliados através de kits de ELISA comercialmente
disponiveis (Enzo Life Science, Sdo Paulo, Brasil; e Millipore, Sdo Paulo, Brasil,
respectivamente). Os niveis séricos de proteinas totais, glicose, triglicerideos e
colesterol foram avaliados através de kits LabTest (Minas Gerais, Brasil). Todas as

amostras foram analisadas em duplicata.

5.7. Procedimentos experimentais para estimulacdo adrenérgica no musculo

esquelético isolado

No dia do sacrificio, os animais foram pesados e sacrificados numa seqiiéncia
alternada entre os grupos, foram removidos rapidamente os musculos séleo e EDL. Em
seguida, os musculos foram pesados em balanca eletrénica digital (Marte Scale AS-
1000 com sensibilidade de 0-01-g), e foram mantidos a comprimento de repouso com

seus tenddes fixos, através de linha, em equipamento para banho de 6rgédos isolados
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Insight (S&o Paulo, Brasil) (Figura 1). Eles foram incubados a 37°C em solucdo tampé&o
Krebs Ringer Bicarbonato (0,120M de NaCl; 0,015M de NaHCO3; 4,828 Mm de KClI;
1,2 mM de MgS04; 1,212 mM de KH2PO4; 2,4 mM de CaCl2; 5mM de glicose e pH
7,4) e aerados com 95% de O, e 5% de CO,. A manutencdo dos musculos nestas
condicdes foi adotada para possibilitar a difusdo de oxigénio e nutrientes, evitando a
andxia das fibras musculares centrais. Dessa forma, a protedlise muscular é reduzida, ha
manutencgdo dos contetdos de ATP, de fosfocreatina e glicogénio, reproduzindo in vitro

as caracteristicas dos masculos em crescimento in vivo (KETTELHUT, 1988, 1994).

o

Figura 1: Equipamento de banho de 6rgéos isolados.

Os tecidos foram pré-incubados por 1 hora em solucdo Krebis Ringer, e
incubado por 2 horas em nova solucdo de idéntica composicdo e na presenca de
agonistas adrenérgicos e/ou acido ascorbico (Navegantes, Resano et al. 1999). Assim,
formaram-se seis grupos experimentais, de acordo com a manipulagdo nutricional de
suas maes e a exposi¢do dos musculos as drogas (Figura 2): musculos de animais Cp e

LPp que foram expostos ao a-agonista (Cp + o, n=6; e LPp + a, n=6); mdsculos de
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animais Cp e LPp que foram expostos ao B-agonista (Cp + B, n=6; e LPp + B, n=6); e
musculos de animais Cp e LPp que ndo foram expostos a nenhum dos dois agonistas
(Cp, n=6; e LPp, n=6). Os grupos Cp + o e LPp + o foram expostos a fenilefrina 10° M
e 0s grupos Cp + B e LPp + B foram expostos ao isoproterenol 10° M. Nos
experimentos com fenilefrina e isoproterenol, 10 mM de &cido ascérbico foi adicionado
a incubagdo para prevenir a oxidacdo da droga (Navegantes, Resano et al. 2004). Desta

forma, seus respectivos controles (Cp e LPp) foram expostos a acido ascérbico 10 mM.

Gestagdoe Lacta.géc:\( Filhotes \f Sacrificio \

(manipulagdo (MUsculo Isolado)
Nutricional)

DESNUTRIDAS
- 4[ LPp(n=18) ]<

CONTROLE . .
(C, n=6) | =6)
\{ Cp + B (n=6) ]

- A J

Figura 2: Formacdo dos grupos experimentais de acordo com a manipulacéo

nutricional das ratas e exposicio dos miusculos da prole aos a e B agonistas
adrenérgicos. LP e C (ratas submetidas durante toda gestacdo e lactacdo, a uma dieta
caseina 8% e caseina 17%, respectivamente). LPp (filhotes de mées LP). Cp (filhotes de
maes C). Cp + a e LPp + o (musculos dos respectivos grupos que foram expostos a
fenilefrina 10° mM + 4cido ascorbico 10mM). Cp + B ¢ LPp + B (musculos dos
respectivos grupos que foram expostos a isoproterenol 10° mM + &cido ascérbico
10mM). Cp e LPp (musculos dos respectivos grupos que foram expostos a &cido

ascorbico 10 mM).
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5.8. Drogas e Reagentes

Todas as drogas e reagentes foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA 95060 USA), e Sovereign (S&o Paulo,
Brasil). O isoproterenol, a fenilefrina e o &cido ascorbico foram dissolvidos em agua

destilada e estocados a —20°C.

5.9. Ensaios enzimaticos no musculo esquelético

Para 0s ensaios enzimaticos, inicialmente, os musculos s6leo e EDL foram
previamente congelados a -80°C até as analises. Os musculos foram homogeneizados
usando um homogeneizador de amostras Tecnal (S&o Paulo, Brasil) em tampéo de
extracdo (100mM-tris base, 10mM-EDTA, 2mM-PMSF, 10mM ortovanadato de sédio).
A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976). A
atividade da citrato sintase, fosfofrutokinase (PFK) e p-hidroxiacildesidrogenase (jB-
HAD) foram determinadas como descritas previamente (Opie and Newsholme 1967;
Ardawi and Newsholme 1982; Heilbronn, Gan et al. 2007). A citrato sintase, a B-HAD e
a PFK foram medidas a um comprimento de onda de 415nm, 340nm e 340nm,
respectivamente. Todas as mensuragdes foram realizadas usando um Espectrofotdmetro
Visivel — UV (Thermo Scientific, USA) a 25°C. As atividades das enzimas estdo

descritas em micromoles por minuto por micrograma de proteinas.

5.10. Analises Estatistica

Cada grupo experimental foi formado por animais de diferentes ninhadas, ou
seja, 0s animais ndo sdao irmaos. Esta atitude foi tomada para que os resultados dos
nossos experimentos pudessem sofrer a minima influéncia dos “effect of litter”

(Haseman and Hogan 1975; Holson and Pearce 1992; Zorrilla 1997). Inicialmente, os
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dados foram testados segundo sua normalidade de distribuigdo. Para avaliar os efeitos
da desnutri¢do perinatal sobre as diferentes variaveis foi utilizado o test t de Student’s.
O coeficiente de correlagdo de Pearson’s foi usado para correlacionar o nimero de
filhotes nascidos e o ganho de peso das mées durante a gestagdo. Para avaliar os efeitos
intra-grupos, os dados foram analisados pelo teste ANOVA one-way. Tukey’s foi usado
como pds-teste. Os dados sdo apresentados como média =+ SEM e a significancia
estatistica foi estabelecida P < 0.05. A andlise dos dados foi realizada usando o
programa estatistico GraphPad Prism 5® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,

USA).
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ABSTRACT
Aim: To verify the long-last effects of a perinatal low-protein diet on the isolated
skeletal muscle submitted to adrenergic stimulation in rats. Our hypothesis is that
perinatal low-protein diet causes lower activity of some enzymes of the glucose and
fatty acid metabolism and these effects depends on muscle type.
Methods: Male Wistar rats were divided in two groups according to their mother’s diet
during gestation and lactation: control (17% casein, Cp) and low-protein (8% casein,
LPp). At 100d old, animals were sacrificed and serum insulinemia, leptinemia,
glycaemia, triglycerides, cholesterol and total protein were analyzed. The soleus and
extensor digitalis longus (EDL) muscles were removed and incubated for two hours
with phenylephrine 10° M, a selective as-adrenergic receptor agonist, or isoprenaline
10™ M, a Bs1- and B,-adrenoreceptor agonist. Enzymatic activity of citrate synthase (CS),
phosphofructokinase (PFK) and B-hydroxyacyl CoA dehydrogenase (B-HAD) were
evaluated.
Results: There were no differences in the biochemical paramenters in animals from
both groups. Serum insulin (Cp=0.55+0.10; LPp=0.54+0.12; p=0.96) and leptin:
Cp=0.90£0.07; LPp=0.81+0.08; p=0.45) did not alter. Maternal low-protein diet
induced a decrease the activity of B-HAD in soleus muscle even when stimulated with
isoprenaline or phenylephrine. Low protein diet induced an increase in the activity of
PFK and CS. In response to isoprenaline, there was a reduced activity of the enzyme
PFK and an increased activity of the p-HAD.
Conclusions: The present study showed that perinatal protein malnutrition program
energy metabolism differently in two types of skeletal muscles submitted to adrenergic
stimulation.

Key words: Developmental Plasticity, Metabolism, Enzyme activity, Adrenoreceptors,
Skeletal Muscle,
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INTRODUCTION

Epidemiological and experimental studies have demonstrated that there is a
relationship between unbalanced nutrient intake during perinatal life and subsequent
development of adult metabolic disease (OZANNE, DORLING et al., 2001,
GLUCKMAN, HANSON et al., 2005). This phenomenon is termed “developmental
plasticity” that refers to the property of a given genotype to produce different
phenotypes in response to distinct environmental conditions (HANSON, GODFREY et
al., 2011). The maternal low-protein diet model is one of the most extensively studied
models of developmental plasticity (OZANNE e HALES, 2004). A low-protein diet
(8% casein) during gestation followed by a normal diet throughout the life-course was
associated with growth restriction, slightly elevated systolic blood pressures and
increased fasting plasma insulin concentrations compared to control offspring
(OZANNE e HALES, 2004). If maternal protein restriction is continued during
lactation, there is lasting growth restriction, age-dependent loss of glucose tolerance,
insulin resistance, hypertension and hyperleptinaemia, even when the offspring are
weaned onto a control diet (OZANNE e HALES, 2004).

During growth period (after weaning), perinatal undernutrition leads to rapid
catch-up growth with asymmetric reduction in organ growth, such that growth of liver is
reduced, whereas that of heart and brain is spared (OZANNE, DORLING et al., 2001).
Our previous studies using rats demonstrate that perinatal low-protein diet may
influence brain growth spurt, feeding behavior and ontogeny of reflexes (BARRETO-
MEDEIRQOS, FEITOZA et al., 2004; LOPES DE SOUZA, OROZCO-SOLIS et al.,
2008; FALCAO-TEBAS, BENTO-SANTOS et al.,, 2011). Although increasing
evidence indicates that neural systems maintain some degree of plasticity throughout

life, early environmental factors influence neural development (YOUNG, 2006). For
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example, sympathoadrenal system may be altered permanently by variations in
glucocorticoid exposure, maternal stress, glucocorticoid administration and maternal
ingestion of a protein-restricted diet (YOUNG, 2006). Circulating catecholamine
concentrations and subcutaneous and intra-abdominal adipocytes adrenoceptor
expression were altered in 12-week-old male offspring of rat dams fed a reduced protein
diet during pregnancy and lactation (PETRY, OZANNE et al., 2000). Maternal low-
protein diet throughout pregnancy and lactation reduced (-adrenergic responsiveness
and attenuated adrenergic and insulin signaling, suggesting that intrauterine
undernutrition induces heart failure risk of the 3-mo-old male offspring (FERNANDEZ-
TWINN, EKIZOGLOU et al., 2006).

Catecholamines stimulate the substrate oxidation (glucose and fatty acid) and
have a marked effect on protein metabolism in skeletal muscle (BARKER e SAITO,
1981). Histochemical observation suggests that this effect is muscle-specific, with more
anabolic effects on the extensor digitorium longus (EDL), a classical fast-twitch muscle
(NAVEGANTES, BAVIERA et al., 2009). It is well known that most of the metabolic
actions of the sympathic activation in the skeletal muscle are exerted through a p-
adrenoceptor-mediated increase in intracellular cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) and subsequent activation of cAMP-dependent protein kinase (PKA), which
mediates the activity of some enzymes in the metabolism. Isoprenaline is a B;- and .-
adrenoreceptor agonist (NAVEGANTES, BAVIERA et al., 2009). On the other hand,
o-adrenergic receptors, via activation of inositol triphosphate (IP3) and diacylglycerol
(DAG), interact with calcium channels of endoplasmic and sarcoplasmic reticulum with
subsequent activation of calcium-dependent protein kinase (PKC), which mediates the
activity of some enzymes in the metabolism. Phenylephrine is a selective a;-adrenergic

receptor agonist (NAVEGANTES, BAVIERA et al., 2009).
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Since sympathoadrenal system plays an important role in the regulation of
metabolic disorders (obesity, type Il diabetes and hypertension), it is expected that
perinatal low-protein diet has a major impact on the response of skeletal muscle
submitted to adrenergic stimulation. In the present study, we verified the long-last
effects of a perinatal low-protein diet on the isolated skeletal muscle submitted to
adrenergic stimulation. Our hypothesis is that perinatal low-protein diet causes lower
activity of some enzymes of the glucose and fatty acid metabolism and these effects
depends on muscle type. Thus, the main goal of this study was to evaluate the effects of
a maternal low-protein diet on the activity of key enzymes of glucose metabolism
(citrate synthase [CS], and phosphofructokinase [PFK]) and fatty acid (B-hydroxyacyl
CoA dehydrogenase (B-HAD) which catalyzes the third step of p-oxidation of fatty
acid) in soleus (oxidative) and EDL (glycolitic) muscles submitted to adrenergic

stimulation.

MATERIALS AND METHODS

The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the
Biological Science Center (protocol n® 23076.049076/2010-35), Federal University of
Pernambuco, Brazil, and all experiments were performed in accordance with the

recommendations of the Brazilian Committee of Animal Experimentation (COBEA).

Animals and diet

Virgin female Wistar rats aged 100 - 120 d and weighting 235 + 10 g from the
animal colony of the Department of Nutrition, Federal University of Pernambuco,
Brazil, were maintained in a controlled environment (room temperature of 23 + 2°C,
light—dark cycle 06.00-18.00 h) and mated with males in a proportion of 2 females for 1

male. The day on which spermatozoa were present in a vaginal smear, designated as day
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0 of pregnancy, pregnant rats were transferred to individual cages and randomly divided
into two experimental groups of six animals each: a control group (C) fed a 17% casein
diet and a Low-Protein (LP) diet group fed an 8% casein diet. Both diets were provided
ad libitum during pregnancy and lactation (REEVES, NIELSEN et al., 1993). The
mother’s body weight and food intake were evaluated weekly throughout gestation and
lactation. After birth, in the first dark cycle (first day of life), litter’s size and weight
were recorded and the number of suckling pups was adjusted to eight pups per dam. At
weaning (22 days after delivery), eighteen male offspring of each experimental group
selected at random were housed three per cage and fed standard laboratory chow (52%
carbohydrate, 21% protein and 4% lipids; Nuvilab CR1-Nuvital ®). Food and water
were provided ad libitum. Animals sacrificed at 100 days of age after a fasting period of
12 hours and their trunk blood was collected for the quantification of insulin, leptin,
glucose, triglycerides, cholesterol and total protein. Visceral fat mass (mesenteric,
epididymal and retroperitoneal white adipose tissue), was excised and immediately
weighed for evaluation of central adiposity (TOSTE, DE MOURA et al., 2006). The
soleus and extensor digitalis longus (EDL) muscles were removed and incubated to be
submitted to adrenergic stimulation. Six more experimental groups were formed
according to pharmacological manipulation: muscle from Cp animals treated with a-
agonist (Cp + a, n=6); muscle from Cp animals treated with B-agonist (Cp + B, n=6);
muscle from Cp animals treated with ascorbic acid (Cp, n=6); muscle from LPp animals
treated with a-agonist (LPp + a, n=6); muscle from LPp animals treated with B-agonist

(LPp + B, n=6); and muscle from LPp animals treated with ascorbic acid (LPp, n=6).
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Mother’s body weight and food intake

Body weight and food intake were measured throughout gestation and lactation
using a Marte balance (AS-1000) with an accuracy of 0.01 g. Body weight gain was
determined as previously described (FALCAO-TEBAS, BENTO-SANTOS et al., 2011)
and the relative food intake was calculate according to the formula: Relative food intake

(mg/g) = food intake (mg) / body weight (g).

Offspring body weight and body length

The body weight of pups was weekly recorded throughout the experiment with a
Marte Scale, AS-1000, approaching 0.01 g. The body lengths of pups were recorded on
days 21 to 90 of life by measuring the external surfaces (nose-to-anus length) using a
digital caliper with an accuracy of 0.01 mm. These parameters were then used to
determine the body mass index (BMI, grams/lengh?) (PIRES-DE-MELO,

WANDERLEY DOS REIS et al., 2009).

Hormonal and biochemical parameters

Serum from trunk blood was assayed for insulin and leptin using assay kits from
Enzo Life Science (Sao Paulo, Brazil) and Millipore (Sao Paulo, Brazil), respectively.
Triglycerides, glucose, cholesterol and total protein were analyzed by kits from LabTest

(Minas Gerais, Brazil). All samples were analyzed in duplicate.

Incubation procedure to adrenergic stimulation in skeletal muscle

The soleus and EDL muscles were rapidly dissected and weighed, maintained at
approximately resting length and incubated at 37°C in Krebs-Ringer bicarbonate buffer
containing 5mM glucose and 10 mM ascorbic acid to prevent drug oxidation

(NAVEGANTES, RESANO et al., 2004). The pH of the buffer was equilibrated at 7.4
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with 95% O, and 5% CO,. Tissues were pre-incubated forlh in the buffer, followed by
incubation for 2h in a fresh medium of identical composition containing 10> M of an .-
(phenylephrine) or a p-(isoprenaline), adrenergic agonists or 10mM of ascorbic acid

alone (NAVEGANTES, RESANO et al., 1999).

Drugs and reagents

All drugs and reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA 95060 USA), and Sovereign (Sao Paulo,
Brazil). Isoprenaline hydrochloride, phenylephrine and ascorbic acid were dissolved in

distilled water and stored at —20°C.

Enzymatic assays

Muscles were homogenized in extraction buffer (100mM-tris base, 10mM-
EDTA, 2mM-PMSF, 10mM sodium orthovanadate) using a sampling homogenizer
(Tecnal, Sao Paulo, Brazil). The enzymatic activities of citrate synthase (CS),
phosphofructokinase (PFK) and [-hydroxyacyl CoA dehydrogenase (B-HAD)
determined by spectrophotometry as previously described (OPIE e NEWSHOLME,
1967; ARDAWI e NEWSHOLME, 1982; HEILBRONN, GAN et al., 2007). Enzyme
activities are reported as micromoles per minute per microgram of protein

concentrations that was determined by the method of Bradford (1976).

Statistical Analyses
To avoid the “effect of litter” (HOLSON e PEARCE, 1992), each experimental
group was constituted of animals from different litters. That is, there were no brothers

into the groups. Statistical differences between the groups and intra the groups were
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determined by Student’s t test and one-way repeated measures ANOVA respectively
followed by Tukey’s post hoc test when appropriate. Pearson’s correlation coefficient
was used to correlate the number of pups that were born and the mother’s body weight
gain during gestation. Data are presented as means + SEM and significance was set at P
< 0.05. Data analysis was performed using the statistical program GraphPad Prism 5®

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

RESULTS

During gestation, there was no difference between groups in terms of body
weight, gain of body weight, food intake, and relative food intake (Table 1). During
lactation, LP dams showed a lower body weight and absolute food intake than control
(Table 1). The number of pups born per mother were similar in both groups [C = 11.0
(11-13) and LP = 10.0 (7-11); values expressed as median (minimal and maximal)
[p>0.05]. Perason’s correlation test between number of pups and body weight gain was
not significant (C, r* = 0.3517, p = 0.4070; e LP, r? = 0.0105; p = 0.8466). Litter’s
weight from LP mothers was lower than control (C= 69.35 £+ 3.01; LP =53.24 + 3.36; p
= 0.006).

At weaning to 90 d old, LPp animals showed a lower body weight and BMI
when compared to control (Fig 1A and 1C). LPp animals also showed a reduced body
length until 70 d old (Fig 1B) and a higher gain of body weight than control (Fig 1D).

At 100 d old, LPp animals showed a reduction in body weight, absolute weight
visceral fat tissue, heart, adrenal and soleus muscle when compared to control (Table 2).
There is no difference in terms of relative weight of organs (Table 2). Serum glucose,

triglycerides, cholesterol, leptin and insulin did not alter in animals submitted to a
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perinatal low-protein diet (Table 3). LPp animals showed a reduction in total protein
(LPp = 6.625 + 0.105; Cp = 6.958 + 0.095; mg/dL, p<0.05) (Table 3).

In soleus muscle, both CS and PFK activity were not different when compared
inter-group and intra-group (Fig 2A and 2B). However, LPp animals showed a decrease
in the B-HAD activity in all groups especially when stimulated with o and (3 adrenergic
drugs (LPp, LPp + a e LPp + B) when compared with their respective controls (Cp, Cp
+ a e Cp + B) (Fig 2C). Intra-group analysis showed a tendency of the treatment with o-
adrenergic drugs to be higher than control (Cp + a = 197.02 + 18.94; Cp = 117.98 +
34.89; p = 0.07) (Fig 2C).

In EDL muscle, LPp animals showed a higher CS and PFK activity when
compared to Cp (Fig 3A and 3B). For Cp animals, there was no difference in the p-
HAD activity. However, when muscles were submitted to the treatment with drugs,
there was no difference in the CS and PFK activity, but there was a reduction of p-HAD
activity in LPp + o (Fig 3C). In intra-group analysis, control group showed a higher CS
activity in response to the stimulation with both adrenergic drugs o and B when
compared to Cp. For LPp animals, intra-group analysis showed a reduction in PFK
activity when stimulated to 3-adrenergic drug when compared to both LPp and LPp + o
(Fig 3B). For intra-group analysis, the treatment with adrenergic drugs did not alter the
B-HAD activity in the Cp animals (Fig 3C). However, intra-group analysis into LPp
groups showed an increasing in the B-HAD activity when stimulated to B-adrenergic

drug when compared to both LPp and LPp + o (Fig 3C).

DISCUSSION
In this study, we looked at the later effects of a perinatal low-protein diet on the

metabolism of isolated skeletal muscle submitted to adrenergic stimulation. In addition,
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we evaluated the growth parameters, relative and absolute organs weight, serum leptin
and insulin, and biochemical parameters in 90 d offspring. In the present study, patterns
of response in terms of body weight gain and food intake by undernourished mothers
were similar to those of the previous studies (ZAMENHOF, 1981; PINE, JESSOP et al.,
1994; MOITA, LUSTOSA et al., 2011). Maternal weight gain is the standard measure
used to assess pregnancy outcome, and it also allows examination of the extent to which
an undernourished dam is able to change body composition to maintain lactational
performance (PINE, JESSOP et al., 1994).

During lactation, undernourished mothers showed a reduced food intake that was
related to growth-restricted during development. In fact, our results showed that low-
protein diet induced low birth weight and growth-restricted until adult age. Perinatal
maternal protein restriction is associated to a lower store of mother’s nutrients, and
subsequently, less transfer of nutrients to the offspring which is related with reduced
postnatal growth (LISBOA, PASSOS et al., 2006). However, we observed that these
animals presented a higher body weight gain than control. These results are in
accordance with previous studies using the same experimental model (OZANNE e
HALES, 2004; OZANNE, JENSEN et al., 2005; LEANDRO, DA SILVA RIBEIRO et
al., 2011). Tissues that were previously exposed to low concentration of insulin and
insulin-like growth factor (IGF-1) during fetal life develop abnormal secretion of this
hormones in early post-natal life that can be associated to excessive gain of body weight
(BRUCE e HANSON, 2010). In addition, It has been suggested that malnutrition during
lactation may program growth hormone mRNA expression patterns in adulthood and
that these changes could be responsible for differences in growth patterns (DE

MOURA, LISBOA et al., 2007).
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The slowing of growth in the critical period of development may lead to
disproportion in organ size since organs and tissues are growing rapidly (CHEN,
MARTIN-GRONERT et al., 2009). In the present study, animals from undernourished
mother showed a reduction in absolute, but not relative, weight of heart, adrenal glands,
visceral adipose tissue and soleus muscle. Previous studies have found that proportional
organs weight/body weight in adult mice submitted to a maternal low-protein diet (8%
casein) may be a protective mechanism to aid survival to reproductive age (DESAI,
CROWTHER et al., 1996; CHEN, MARTIN-GRONERT et al., 2009). In conditions of
protein intrauterine deprivation, there is the capacity to lose structural units such as
nephrons, cardiomyocytes, or pancreatic p-cells within developing organ systems
(BRUCE e HANSON, 2010). Such decreases in structural and probable functional
capacity of an organ system may be consequence of a decrease in energy and oxygen
supply across the placenta or a choice to maintain the selective development of the brain
(GLUCKMAN, HANSON et al., 2009).

In the present study, offspring from undernourished mother did not show
difference in the fasting serum triglycerides, glucose, cholesterol, leptin and insulin.
According to previous studies, there is an age-dependent effect on biochemical
parameter such as fasting glycemia, cholesterolemia and triglyceridemia. It is interesting
to observe that in young adult life, these offspring have a significantly better glucose
tolerance than controls, and glucose intolerance associated with insulin resistance have
been seen in offspring at 15 months of age (OZANNE, OLSEN et al., 2003). Our
previous study have shown that at 8 months, pups from mothers submitted to a low-
protein diet during gestation and exhibited enhanced abdominal fat and increased levels
of triglycerides and fatty acids in serum (OROZCO-SOLIS, LOPES DE SOUZA et al.,

2009). In addition, Zambrano et. al. (2006) have found no difference in serum leptin,
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triglycerides and cholesterol in 110 d old offspring submitted to a perinatal low-protein
diet (10% casein) (ZAMBRANO, BAUTISTA et al., 2006).

The present study has identified that low-protein diet is associated with long-
lasting effects on the metabolism of both EDL and soleus isolated skeletal muscle. In
soleus muscle, perinatal low-protein diet did not alter the activity of PFK and CS
enzymes, but reduced the activity of B-HAD. This result may be an indicative that via
glycolitic was not affected while the oxidation of fatty acids was decreased. In the
opposite, in the EDL muscle, perinatal low-protein diet did not alter the activity of -
HAD enzyme, while there was an increase in the activity of PFK and CS enzymes. This
is an indicative of the preference for complete oxidation of glucose in this muscle
(MUHLHAUSLER, DUFFIELD et al., 2009). Soleus is a typical fatty acid
metabolizing muscle and a decrease in the rate of fatty acid oxidation would be
expected to have a major impact on insulin resistance. In fact, reduced oxidized fatty
acids in the B-oxidation can echo on its accumulation inside the skeletal muscle and this
is associated with the onset of insulin resistance (SILVEIRA, FIAMONCINI et al.,
2008). The mechanism behind fatty acid-induced down-regulation of glucose oxidation
in skeletal muscle during contraction appears to involve different sites of regulation
including glucose transport (Glut-4), glucose phosphorylation (hexokinase),
glycogenolysis (glycogen phosphorylase), glycolytic flux (phosphofrutokinase), acetyl-
CoA/CoA ratio (pyruvate dehydrogenase) and mitochondrial ATP/ADP ratio
(PETERSEN, DUFOUR et al., 2004; SILVEIRA, FIAMONCINI et al., 2008). Thus,
perinatal low-protein diet-induced changes in the metabolism of glucose and fatty acid

is type-muscle dependent, with more pronounced changes being seen in the oxidative

type.
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It is well known that of o and 3 adrenergic receptors promote an increase in the
oxidation of glucose and fatty acids in skeletal muscle (ABU-ELHEIGA, OH et al.,
2003; CHA, RODGERS et al., 2006). Herein, the effects of a perinatal low-protein diet
are described in two different types of skeletal muscle submitted to adrenergic
stimulation. We used isoprenaline which is a ;- and B,-adrenoreceptor agonist and
phenylephrine which is a selective as-adrenergic receptor agonist (NAVEGANTES,
BAVIERA et al., 2009). B, -adrenoreceptor is considered the most important receptor
subtype involved in the muscle’s lactate production metabolic intermediate that
represents a significant fuel source and gluconeogenic precursor (QVISTH,
HAGSTROM-TOFT et al., 2008). Previous studies have shown that [,-adrenergic
agonists induce hypertrophy of skeletal muscle, reduces muscle wasting in different
catabolic situations including tumors, hyperthyroidism, and diabetes (NAVEGANTES,
BAVIERA et al.,, 2009). ay-adrenoreceptor subtype was observed in the gluteus
maximus muscle of C57BL/6 mice (MOORE, JACKSON et al., 2010), and recent
findings have shown that subtle activation of a-adrenoreceptor can blunt arteriolar
dilatation to brief tetanic contractions and restrict muscle blood flow at rest as well as
during exercise (MOORE, BEARDEN et al., 2010).

The treatment with o-adrenergic agonist in the soleus, muscle from control
animals resulted in a tendency to increase the activity of B-HAD (Cp + a = 197.02 +
18.94; Cp = 117.98 + 34.89; p = 0.07), but did not alter in the EDL muscle. The
treatment with a and  agonists resulted increased activity of CS in EDL muscle. These
results are in accordance with previous study (CHEN, MARTIN-GRONERT et al.,
2009). When stimulated with B-agonist, EDL muscle from perinatal low-protein

offspring showed a reduction in the activity of PFK with a concomitant increase of -
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HAD. Our results suggest that EDL muscle from undernourished animal is more

sensible to B-adrenergic stimulation to oxidize fatty acid.

The activity of B-HAD in the soleus muscle from offspring of low protein-fed rat
dams remained reduced when stimulate with both o and B agonists. Our results indicate
that there is a probable adrenergic hyporesposiveness in both type of skeletal muscle in
consequence of a perinatal low-protein diet. Similar result has been published in adipose
tissue. Previous study has shown that male offspring of low protein-fed rat dams
demonstrate reduced epinephrine and norepinephrine concentrations, opa-
adrenoreceptor levels in adipocytes isolated from epididymal, subcutaneous, and intra-
abdominal fat stores, and a higher B;- and Ps-adrenoreceptors than controls, after an
overnight fast (PETRY, OZANNE et al., 2000). Under certain circumstances the
symphatic nervous system promotes glucose uptake into peripheral tissues and this
effects are seen by administration of adrenergic agonists. Consequently, when
undernourished animals live in an environment which activate sympathetic pathways
leading to enhanced glucose uptake, these pathways remain robust into adult life,
facilitating deposition of ingested energy in skeletal muscle and adipose tissue and
contributing to expansion of body fat . If this responses are adaptive or predictive is not
clear, although it they can result in the programming of metabolic disease later in life
(GLUCKMAN, HANSON et al., 2009).This suggestion is based on the original thrifty
phenotype hypothesis which stated that fetal adaptations to a poor intrauterine
environment may have adverse consequences if there is a relative excess of nutrition

available in adult life (BARKER, 2007).
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CONCLUSION

Perinatal low-protein diet-induced changes in isolated skeletal muscle are
dependent of muscle type. In oxidative muscle, we have shown an indicative that via
glycolitic was not affected while the oxidation of fatty acids was decreased. In glycolitic
muscle, perinatal low-protein diet increased via glycolitic and did not alter the fatty acid
oxidation. This is an indicative of the preference for complete oxidation of glucose in
this muscle. Under adrenergic stimulation, isolated soleus muscle from perinatal
undernourished offspring remained reduced when stimulate with both o and 3 agonists.
However, EDL muscle from undernourished animal is more sensible to p-adrenergic

stimulation to oxidize fatty acid.
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Table 1: Gain of body weight and food intake during gestation and lactation of mother’s that were submitted to either a control (C) or a low-protein diet (LP)

during perinatal period.

Groups
Control (C, n=6) Low Protein (LP, n=6)
Week 1 (day 7) Week 2 (day 14) Week 3 (day 19) Week 1 (day 7) Week 2 (day 14) Week 3 (day 21)
Mean SE Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SE Mea SE
M M n M
Gestation
Body Weight (g) 256.17 + 6.14 282,02 + 5,88 34511 + 827 257.90 + 3.71 2813 + 5.69 32963 + 7.80
% Gain of Body 9,06 + 20 1027 + 226 4248 + 193 1033 + 086 2038 + 210 410 + 271
Weight ) - b b - b b bl 1 1 -_— 1 . -_— . 1 -_— 1
Food Intake (g/day) 17,23 + 161 18,91 + 0,75 16,61 + 0,89 20,09 + 0,88 17,86 + 1.04 16,66 + 1,61
Relative Food Intake g0 /0 | g 6711 + 2,66 4803 + 1096 7789 + 3.3 6343 + 3.23 50,76 + 6.15
(mg/g of body weight)
Lactation
Body Weight (g) 27321 + 9,27 275,73 + 842 280,4 + 9,34 250.79 + 5.34 2323 + 857* 214.62 + 12,4*
% Loss of Body
Weight 517 + 3,93 418 + 423 406 + 543 651 + 154 13.83 + 3.47 18.40 + 4.35
Food Intake (g/day) 22,06 + 2,34 33,99 + 246 3853 * 7,15 1771 + 1,36 2167 * 1.77* 25.76  + 1,85*
Relative Food Intake g5 19 784 11789 + 716 1399 + 28,56 69015 + 573 9992 + 457 11602 + 5.32

(mg/g of body weight)

*P<0-05 versus Cp. using Student’s t test. The values are presented as mean + SEM
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Table 2: Effects of maternal protein restriction on organ weights of offspring at 100

days of age#.
Experimental Groups
Cp (n=12) LPp (n=12)
Mean + SEM Mean + SEM p value
Body Weight (g) 349.7 + 7.438 2875 + 9.735* 0,000
Visceral Fat (g) 9.018 + 0.517 6.339 * 0.675* 0,004
Relative Weight Visceral Fat [(fat
. ) 2575 + 0.135 2.168 + 0.185 0,089
weight/body weight)x100]
Heart (g) 1.309 + 0.038 1.090 =+ 0.035* 0,000
Relative Weight of Heart [( heart
. i 375 £+ 0. . + 0.007 ,622
weight/body weight)x100] 0-375 0.008 0-380 0.00 06
Right Adrenal (g) 0.036 + 0.003 0.029 + 0.001* 0,043
Relative Weight of Adrenal
. . .01 + 0.001 .010 = 0.001 ,882
[(adrenal weight/body weight)x100] 0.010 0.00 0.010 0.00 0.88
Right Soleus Muscle (g) 0.190 + 0.004 0.160 * 0.005* 0,000
Relative Weight of Soleus Muscle
. . 0.054 + 0.001 0.055 + 0.001 0,590
[(soleus weight/body weight)x100]
Right EDL Muscle (g) 0.288 + 0.119 0.144 + 0.005 0,240
Relative Weight of EDL. Muscle 0.084 + 003 005 + 0001 0357

[(EDL weight/body weight)x100]

Cp, pups of mother’s submitted at control diet throughout gestation and lactation;
LPp, pups of mother’s submitted at Low Protein diet throughout gestation and lactation;

# The organs and tissues were dissected and weighed immediately after the decapitation of the

animals.

* P<0-05 using Student’s t test. The values are presented as mean = SEM.
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Table 3: Effects of maternal protein restriction on biochemical and hormonal serum
parameters of offspring at 100 days of age.

Experimental Groups

Cp (n=6) LPp (n=6)

Mean + SEM Mean + SEM P Value
Total Protein (mg/dL) 6.958 + 0.095 6.625 <+ 0.105* 0,040
Glucose (mg/dL) 99.82 + 2823 116.05 =+ 7.467 0,069
Triglycerides (mg/dL)  35.667 + 2.709 42222 + 3.593 0,175
Cholesterol (mg/dL) 66.500 + 3.352 66.251 =+ 2.302 0,952
Leptin (ng/mL) 0.906 + 0.078 0818 + 0.081 0,450
Insulin (ng/mL) 0551 + 0.103 0543 + 0.126 0,964

Cp, pups of mother’s submitted at control diet throughout gestation and lactation;

LPp, pups of mother’s submitted at Low Protein diet throughout gestation and lactation;
* P<0-05 using Student’s t test. The values are presented as mean + SEM.
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Fig. 1. Body Weight (A), Body Length (B), BMI (C) and the Gain of Body Weight (D) in the
offspring. Control (Cp, n=18) and low-protein diet (LPp, n=18). Measurements were
taken every ten days from weaning to 90 days old. Data are presented as means + S.EM. *
P<0-05 versus Cp. using Student’s t test.
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Fig. 2. Effects of maternal protein restriction on activities of enzymes citrate synthase
(A), PFK (B), B-HAD (C) in the isolated soleus muscle subjected to adrenergic
stimulation. Control pups (Cp, n=6); control pups submitted to phenylephrine 10°M
(Cp+o, n=6); control pups submitted to isoprenaline 10°M (Cp+p, n=6); low-protein
diet pups (LPp, n=6); low-protein diet pups submitted to phenylephrine 10°M (LPp+a,
n=6) and low-protein diet pups submitted to isoprenaline 10°M (LPp+p, n=6). Data are
presented as means + S.E.M. * P<(-05 versus yours respective control (Cp, Cp + a, or
Cp + B) using Student’s t test.
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Fig. 3. Effects of maternal protein restriction on activities of enzymes citrate synthase
(A), PFK (B), B-HAD (C) in the isolated EDL muscle subjected to adrenergic
stimulation. Control pups (Cp, n=6); control pups submitted to phenylephrine 10°M
(Cp+o, n=6); control pups submitted to isoprenaline 10°M (Cp+p, n=6); low-protein
diet pups (LPp, n=6); low-protein diet pups submitted to phenylephrine 10°M (LPp+a,
n=6) and low-protein diet pups submitted to isoprenaline 10°M (LPp+p, n=6). Data are
presented as means + S.E.M. * P<(-05 versus yours respective control (Cp, Cp + a, or
Cp + PB) using Student’s t test. § P<0-05 versus Cp. # P<0-05 versus LPp. & P<0-05
versus LPp + a, by using one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Em resposta a estimulos ou insultos ambientais, a plasticidade fenotipica
possibilita a ocorréncia de mudancas estruturais e metabdlicas no individuo. A
desnutricdo protéica perinatal induz mudancas que tem repercussées em curto e longo
prazo (adaptativa imediata ou preditiva, respectivamente). Entre as respostas adaptativas
imediatas foram observados menor peso ao nascer (indicativo de retardo do crescimento
fetal) e o crescimento pds-natal acelerado (catch up) em ratos provindos de maes
desnutridas na gestacdo e lactacdo. Como respostas preditivas, a desnutricdo protéica
perinatal parece programar o metabolismo energético no musculo predominantemente
oxidativo, diminuindo a beta oxidacdo de A&cidos graxos aléem de, causar uma
hiporesponsividade aos sinais adrenérgicos, responsaveis pelo aumento da oxidacao de
acidos graxos. Enquanto que, no musculo predominantemente glicolitico, parece
aumentar a oxidac¢do de carboidratos e a responsividade dos receptores B-adrenérgicos
ao sinal que induz o aumento do metabolismo dos acidos graxos e inibe o metabolismo
glicolitico. Desta forma, a programacdo do controle do metabolismo energético
muscular através da comunicacdo hipotalamo-musculo, via SNS, pode favorecer o
desenvolvimento de obesidade e co-morbidades associadas com a desnutri¢do no inicio

da vida.
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PERSPECTIVAS

Com este mesmo modelo experimental:

e Expandir as avaliagbes para o hipotdlamo, que é o centro regulado do

metabolismo energético periférico;

e Ampliar as avaliagdes no musculo, para analisar a expressao de proteinas como

UCP-3 e dos receptores a e B adrenérgicos;

e Colocar os ratos provindos de maes submetidas a desnutricdo protéica perinatal
em gaiolas de atividade fisica voluntaria coletiva, do desmame até a idade
adulta, para testar o provavel efeito re-programado da atividade fisica no

metabolismo energético muscular.
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ANEXOS
Anexo A Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
Anexo B Comprovante de encaminhamento do manuscrito “Plasticidade

fenotipica induzida por desnutricdo perinatal: efeitos sobre o
controle hipotaldmico do comportamento alimentar e do
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Revista de Nutricao.



ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade Federal de Pernambuco
Ceatro de Ciéncias Biolégicas
AV, Prof. Nelsan Chavesa, =/n

S0870-420 / Recifé - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 #0840 | 2126 8351
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fax: (55 B1) 2126 9250 \

Wi cob.ufpa, br

Recife, 21 de fevereiro de 2011,
Oficio n® 356/11

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Raul Manhaes de Castro.

Departamento de Nutrigdo - CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.049076/2010-35

Os membros da Comiss3o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram sey projeto de pesquisa
intitulado: “EFEITO DA DESNUTRICAO PERINATAL NO COMPORTAMENTO ALIMENTAR
E METABOLISMO DOS ACIDOS GRAXOS NO MUSCULOS ESQUELETICOS EM RATOS
NA IDADE ADULTA.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagso experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagfo Animal e com as nermas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o adotadas como critérios de
avaliagio e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 -
art. 32 & Decreto 3,17%-art 17, de 21/09/1 989, que Irata da questso do uso de animais para fins
cientificos,

Diante do exposto, emitimos parecer favordvel aos protocolos experimentais
realizados.

_ Atenciosamente,
| Observagéo: ; . P e
| Origem dos animais: Biotério do Departamento de A o o )t ia oS e
Nutrigio.Ndmero de animais previsto no protocolo: ! ; ) ]
48 ratos Wistar machos adultos ; idade de 90 e 120 o

dias.

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO B - Comprovante de encaminhamento do manuscrito “Plasticidade
fenotipica induzida por desnutricdo perinatal: efeitos sobre o controle
hipotaldimico do comportamento alimentar e do metabolismo
energético no musculo esquelético” ao conselho editorial do periddico
Revista de Nutricao.

SISTEMA DE BIBLIOTECAS E INFORMAGAD
C*"*MP' NAS NUGLEG DE EDITORAGAD 56|

w I l ] C PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE CAMPINAS

FENIST A DENUTRIGAD/ERAZLAN JOURNAL OF NUTRITICN
MOEXADA EM EASES IDE DADDE INTERNAT MONAS
CHEMTAL ASSTRACT - CA8 AS5TRACT - BMBASE
AETA - FOFILINE — FOF LINE — NISC - BCOFUS
BASES MACIIMAIS LIL_ACS

Campinas, 15 de julhc de 2011 CA/NE/RN n® 84472011

Frezado Prof. Or. Adriano Bento-Santos

Venho pelo presente agradecer o envio 4o manuscrito "Pasticidade fenotipica
induzida por desnutrigdo..” para publicacdo na Revista de MutrigBo. Para foda a
wrrespondéncia futura relativa a este trabalho, por favor, refira-se ao protocolo
nomens 2461.

O Conselho Edttorial procedera & tramitagdo regular do processo de avaliagdo
do manuscrto, entendendo que o mesmo ndo foi publicado anteriormente e gue ndo
sgra submetido a ocutro peridd ico durante o periodo de revisio.

Té&o logo quanto possivel, V.2a sera notificadola) a respeito do processo para
consideraco de eventuais sugestdes dos revisores ou sobre a aprovacdo ou rejeicio
do trabalho.

APROVEITAMOS PARA INFORMA-LO[A) QUE CASO O ARTIGO SEJA

LONSIDERADD CONM MERITO PARA PUBLICACAQ, SERA ACEITO SOMENTE
APENAS MAIS UMA RESUBMISSAO DO MESMO POR V.84 (APOS O PROCESSO
DEREVISAD POR PARES),

Mowamente grata por seu interesse na Revista de Mutrigdo, expresso nossas

saudagies.

Atenciosamente
Profs. Dra. Vanis Aparscids Leandro Merf Profa. Ors. Sivans Manang Srebemich
Eitara Cisnfifics Eitars Adjunifs

Ravista da Mutrigia Ravista da MNutrizo



