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RESUMO

Ratos sujeitos a uma dieta materna de restricdo proteica durante a gestacdo e/ou lactacdo, apresentam baixo peso ao
nascer e sindrome metabdlica na vida adulta. O objetivo deste trabalho foi avaliar o metabolismo lipidico hepatico de
ratas Wistar adultas alimentadas com dieta hipoproteica durante a lactacdo. As fémeas de ratos Wistar receberam dieta
normoproteica (NP) padrdo para roedores (23,3% de proteina) ou (low protein diet; LP; 4% de proteina) durante a
lactacdo. Apds o desmame da descendéncia feminina, estas ratas foram alimentadas com NP durante o periodo
experimental. No dia 90 foi realizada a pesagem e a coleta de amostras de sangue para dosagem dos valores plasmaticos
basais de colesterol, triglicerideos e HDL-colesterol. Os animais sofreram eutanasia para a coleta de dados das gorduras
retroperitoneal, mesentérica, ovariana e uterina para avaliacdo do acimulo de gordura, além de amostras do figado. Os
nossos resultados mostram que a restricdo do consumo de proteinas durante a lactacdo das fémeas induziu a uma
perda de peso corporal, reducdo de gorduras viscerais, além de redugdo no peso do figado. Também verificamos que
os niveis plasmaticos de triglicerideos diminuiram, enquanto os niveis hepaticos aumentaram, e o contrario ocorreu com
os niveis de colesterol, com grande reducao de HDL (37%). Concluimos que a dieta materna hipoproteica leva ao dano
hepético da prole e o desenvolvimento de fatores de risco para doencas metabdlicas.

PALAVRAS-CHAVE: Dieta hipoproteica; Programacdo metabdlica; Sindrome metabdlica.

1 INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos globais demonstram uma correlacdo entre ma nutricdo proteica
materna e infantil e consequente predisposicao ao risco de obesidade, hipertensao, diabetes tipo I,
dislipidemias e hiperinsulinemia na idade adulta (BARKER, OSMOND, 1986). Objetivando explicar o
crescente niumero destas DCNTs, o conceito DOHaD (do inglés: Developmental Origins of Health and
Disease) (BARKER, 2007) e a hipdtese da “programacado metabdlica fetal" (BARKER, 1995) explicam
que condi¢cdes ambientais subdtimas como estresse, desnutricdo e a utilizacdo de substancias
toxicas no periodo do desenvolvimento pré-natal e pds-natal precoce causam adaptagdes
metabdlicas. A fim de garantir a prole condi¢des melhores de sobrevida ocorre um fendémeno
conhecido como plasticidade do desenvolvimento, mecanismo pelo qual ha selecdo de genes que
levardo a uma modificacdo metabdlica e fenotipica com o objetivo de adequagdo ao ambiente em
que o individuo sera inserido (KIMM, 2004; WELLS, 2010; BENYSHEK, 2013; PORTHA et al., 2014).

Um dos principais fatores nao geneéticos envolvidos no surgimento de doengas metabdlicas
aliadas a obesidade é a desnutricdo (BARKER et al., 2007). De acordo com Lucas (2000) a desnutricao
no periodo perinatal pode levar a efeitos irreversiveis com consequéncias negativas para o
acontecimento de eventos metabdlicos. Em especial, leva a efeitos no metabolismo oxidativo
hepatico. Na desnutricdo, o figado apresenta déficit de glicose a partir de carboidratos, e passa a
sintetiza-la a partir de outros componentes, como acidos graxos, e como consequéncia, ha producao
de corpos cetdnicos. Isso leva ao acimulo de gordura no figado pela elevacdo dos Acidos Graxos
Livres (AGL) na corrente sanguinea (MOURA et al,, 2012).
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Diante do exposto e da escassez de estudos sobre o tema, hipotetizamos que ratas féme
alimentadas com dieta hipoproteica durante a lactacdo apresentam prejuizos no metabolismd
lipidico hepatico, os quais poderiam esclarecer os efeitos da programacao metabolica apresentada
pelos autores supracitados.

2 METODOLOGIA

Este projeto foi desenvolvido de acordo com as normas do Comité de Etica para Uso e
Experimentacao Animal da Universidade Estadual de Maringa, aprovado sobre nimero 3723280918.

Para tal, foi utilizado, ratos adultos da linhagem Wistar, com 70-80 dias de vida, 4 machos e
12 fémeas. Apds este periodo, os animais foram induzidos ao cruzamento. Apds o cruzamento,
detectada a prenhes, as fémeas prenhes foram acondicionadas em caixas individuais até o
nascimento natural das ninhadas, que foi considerado o dia 0. No dia 0, as matrizes foram divididas
em dois grupos, o primeiro recebeu dieta normoproteica (NP) padrao (Nuvital®, Curitiba/PR, Brasil)
para roedores (23,3% de proteina), enquanto que o segundo grupo recebeu dieta hipoproteica (low
protein diet; LP; 4% de proteina) (MARTINS, I. P. et al, 2018) do dia 0 ao dia 14, retornando a
alimentacao com dieta NP ad libitum durante todo periodo experimental. No dia p6s-natal 2 (PND
2), as ninhadas estavam com tamanho adequados para 8 animais (4 machos e 4 fémeas). Os filhotes
nao utilizados sofreram eutanasia com dose letal de Tiopental (150mg/kg) mais lidocaina (10
mg/ml). Esta configuracao deu origem a dois grupos experimentais:

1) Grupo NP (n=6) que recebeu dieta normoproteica e;

2) Grupo LP (n=6) que recebeu dieta hipoproteica durante os primeiros 14 dias da lactacao.
Somente filhotes fémeas foram utilizados nesta etapa do projeto. Os filhotes permaneceram com as
progenitoras até os 21 dias de vida, quando entdo foram desmamados.

As matrizes e ninhadas foram pesadas e foi aferido o consumo alimentar diariamente do 1°
ao 21° PND. A partir do 21° PND os parametros biométricos, assim como o consumo alimentar,
foram aferidos semanalmente. Aos 90 dias de vida e apds 12 horas de jejum, os animais foram
dessensibilizados com gas carbonico em uma camera de CO2 para roedores (Insight®, Ribeirdo
Preto, SP, BRA) e, depois de constatada a sedacao, os animais sofreram eutanasia. O peso corporal
e as gorduras retroperitoneal, mesentérica, ovariana e uterina foram retiradas e pesadas para
avaliacao do acimulo de gordura.

Os valores plasmaticos basais de colesterol, triglicerideos e HDL-colesterol foram
quantificados a partir das amostras de sangue total coletadas em animais com jejum de 12 horas. O
colesterol total foi dosado com o método colorimétrico de colesterol oxidase, os triglicerideos foram
dosados pelo método colorimétrico do glicerol-3-fosfato oxidase, o HDL-colesterol foi determinado
apo6s precipitagdo de quilomicrons e lipoproteinas de baixa densidade com kit comercial (Gold
Analisa®, BeloHorizonte/MG, Brasil) e posterior determinacao através do método acima descrito
para dosagem de colesterol total. Para todas as dosagens precedentes foram utilizados kits
comerciais (Gold Analisa®, BeloHorizonte/MG, Brasil) e leituras foram realizadas em equipamento
de espectofotometria (Analisador bioquimico semiautomatico, BIO200FL, Bio Plus®, Sao Paulo/SP,
Brasil). Os valores de LDL e VLDL foram calculados por meio do célculo de Friedewald:

LDL (mg/dL) = Colesterol total — (Triglicérides/ 5) — HDL

VLDL (mg/dL) = Triglicérides/ 5

Aproximadamente 500 mg do figado de cada animal foram removidos e estocados a -20°C,
e posterior extracao lipidica. O tecido foi descongelado e macerado com Politron. Em seguida, foi
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adicionado 20x o peso do tecido de solucao cloroférmio/metanol (solucao de Folch) na propor§
de 2:1. Os tubos foram deixados em repouso overnight a temperatura ambiente, para extragdo doS
lipideos. No dia seguinte, o extrato foi filtrado em papel filtro em frascos previamente pesados os
quais foram secados sob uma atmosfera de N2. A quantidade de gordura extraida foi determinada
gravimetricamente (FOLCH; LEES; SLOANE-STANLEY, 1957). Apés, foi adicionado 250 uL de alcool
isopropilico, homogeneizado e guardado para posterior dosagem de TG e COL hepaticos.

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Para avaliagdo estatistica
entre os grupos foi utilizado o teste t de student, sequido do pds-teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado sera de p<0,05. O software utilizado para as analises estatisticas sera o
GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows (GraphPad Software®©).

3 RESULTADOS

As fémeas do grupo LP (9652 186,7) apresentaram reducao de 22,05% na evolugdo do peso
corporal em relacao as fémeas do grupo NP (12382 + 229,0) (P<0,0001). O consumo alimentar das
fémeas do grupo LP (796,4 + 9,33) foi 19,54% maior em relacdo ao consumo alimentar das fémeas
do grupo NP (666,2 + 7,8) (P<0,001).

As ratas do grupo LP (199,9 + 3,178) obtiveram reducao de 18% no peso corporal aos 90 dias
em comparagao as ratas do grupo LP (243,8 + 2,988) (P<0,0001). As ratas do grupo LP (3,584 +
0,2159) apresentaram redugao de 11,48% na pesagem de figado em relagao as ratas do grupo NP
(4,049 + 0,04981) (P<0,05). Os pesos relativos de pancreas e ovarios ndao apresentaram diferenca
estatistica relevante entre os grupos LP e NP.

Os animais do grupo LP (0,4484 + 0,02866) apresentaram reducao de 45,67% de gordura
retroperitoneal em comparagao aos animais do grupo NP (0,8254 + 0,07703) (P<0,0001). Os animais
do grupo LP (0,5468 + 0,07610) apresentaram reducao de 38,10% de gordura periuterina em
comparacao aos animais do grupo NP (0,8834 + 0,1046) (P<0,05). Os animais do grupo LP (0,5238
+ 0,06221) apresentaram reducdo de 27,71% de gordura periovariana em compara¢ao aos animais
do grupo NP (0,7246 + 0,06713) (P<0,05). Os animais do grupo LP (0,5153 + 0,03987) apresentaram
reducao de 23,78% de gordura mesentérica em comparagao aos animais do grupo NP (0,6761 +
0,04959) (P<0,05).

As fémeas do grupo LP (53,83 + 2,714) apresentaram reducao de 16,26% no colesterol total
em comparag¢ao aos animais do grupo NP (64,28 + 4,068) (P<0,05). As fémeas do grupo LP nao
apresentaram diferenca estatistica relevante em comparagdo aos animais do grupo NP. As ratas do
grupo LP (20,67 + 1,965) apresentaram reducao de 37,68% no HDL em comparagao aos animais do
grupo NP (33,17 £ 2,701) (P<0,01).

As fémeas do grupo LP (311,4 + 7,447) apresentaram aumento de 13,17% no contelddo
hepatico de CHOL em comparagdo aos animais do grupo NP (311,4 + 7,447) (P<0,05). As ratas do
grupo LP (2946 + 40,52) apresentaram reducdo de 30% no conteudo hepatico de TG em
comparagao aos animais do grupo NP (420,8 + 29,04) (P<0,05).

As ratas do grupo LP ndo apresentaram diferenca estatistica significativa nas enzimas do
sistema antioxidante em comparagao aos animais do grupo NP. Os animais do grupo LP (21,20 +
0,7559) apresentaram aumento de 25,44% no conteludo hepatico de LOOH em comparacao aos
animais do grupo NP (16,90 + 1,322) (P<0,05).

4 DISCUSSOES
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A restricao proteica durante 14 dias de lactacao das fémeas resultou em diminuicdo do pesd
corporal total de suas descendentes fémeas, como demonstrado por outros autores (PODAZA,;
ECHARTE; CHISARI, 2015; SAVITIKADI et al., 2021). Em contrapartida, ocorreu uma ingestao alimentar
maior do que a esperada nos animais desnutridos, sendo associado a uma maior necessidade
alimentar para suprir o mesmo consumo energético de animais nao desnutridos (SAVITIKADI et al.,
2021). O nosso estudo revelou uma reducao de gordura retroperitoneal, periuterina, periovariana e
mesentérica. A reducao do peso de gordura retroperitoneal e periuterinal sdo um indicativo para
protecdo as doengas cardiovasculares nestas proles, ja que o aumento destas gorduras esta
intimamente relacionado a obesidade, por exemplo. Estudos anteriores também demonstraram uma
correlacao entre a ma nutricdo durante a gestagdo e/ou lactacdo com a reducao de massa gorda
corporal, mas em descendentes machos (MARTINS et al., 2018; SAVITIKADI et al., 2021).

A reducao do peso do figado (11%) sugere uma adaptacao fisioldgica as custas de um
ambiente desfavoravel, mas também, pode estar relacionada a um efeito negativo do aumento
hidroperéxidos de lipidios (LOOH) e hidroperdxidos de cardiolipina (CLOOH). Os pancreas e os
ovarios também foram analisados, mas nao houve significativa reducao de peso destes 6rgaos em
comparacao a animais nutridos, diferente do estudo realizado em machos (SAVITIKADI et al., 2021).

Ainda de acordo com Schmidt (2005), a deficiéncia proteica do leite materno, como
consequéncia a restricdo de aminoacidos materna, também pode contribuir para a menor sintese
de apoliproteinas que fazem que o transporte e utilizagdo de lipoproteinas e triglicerideos no
organismo da prole. Em relacdo ao conteudo hepatico de colesterol, houve um aumento, em
comparagdo aos seus niveis plasmaticos. Isso sugere que os hepatocitos sofreram alteragdes
afetando sua integridade (CAMPISANO et al.,, 2017).

Estudos mostraram que a desnutri¢do proteica causa estresse oxidativo no figado (LI et al,
2003), levando ao aumento da producdo de EROS, que também se relaciona a diferentes estagios
da doenca hepatica. Neste estudo, encontramos o marcador de estresse oxidativo (LOOH)
aumentado na prole, cujas maes receberam dieta hipoprotéica, em relacdo ao grupo controle, que
denota uma maior lesdo hepatica.

5 CONCLUSAO

A restricao proteica materna durante a lactacado, induz na prole um dano hepatico estrutural
e funcional e no metabolismo lipidico na prole. Esses resultados sugerem que a programacao fetal
no modelo de dieta com baixa proteina, pode levar ao surgimento de diversas consequéncias a
longo prazo ao organismo da prole, com o desenvolvimento de doencas hepaticas, cardiovasculares,
além de deficiéncias nutricionais, baixo peso corporal e de érgdos essenciais. Mais estudos serdo
necessarios para elucidar os efeitos da restricao proteica no desenvolvimento de doencas
metabdlicas na prole.
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