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RESUMO

A desnutricdo protéica provoca efeitos deletérios sobre o metabolismo, principalmente
quando imposta em periodos de crescimento e desenvolvimento corporal, em decorréncia de
alteracbes bioquimicas e hormonais. Muitos estudos, utilizando modelos de desnutricdo
materna, sugerem uma série de adaptac¢des bioquimicas nos filhotes, cujas repercussdes na
vida adulta podem tornar-se importantes fatores de risco para doencas como Diabetes
mellitus tipo I, hipertensdo e doenga coronariana. Neste trabalho investigamos os efeitos da
desnutricdo protéica imposta nos periodos pré-gestacional - gestacional - lactacional, bem
como nos periodos gestacional e lactacional sobre alguns parametros do metabolismo
hepéatico, cerebelar e perfil lipidico plasmatico de ratos Wistar de 21 dias de idade. Os
animais desnutridos (dieta: 7% de caseina) foram divididos em trés grupos: a) pré-
gestacional, gestacional e lactacional (grupo denominado “PGGL"); b) gestacional e
lactacional em cuja dieta foi adicionada metionina (denominado “GL(+)M”); c) gestacional e
lactacional sem adicdo de metionina a dieta (denominado "GL(-)M”) e d) grupo controle
(dieta: 25 % caseina). Os pesos corporais dos filhotes foram verificados no 1°, 7°, 14° e 21°
dias apos o nascimento e o peso do figado, cérebro e cerebelo apenas no 21° dia de vida
pods-natal. Observamos que os ratos desnutridos apresentaram menor peso corporal apés o
primeiro dia do nascimento. Aos 21 dias os ratos do grupo PGGL e do grupo GL(+)M néo
apresentaram diferenca de peso entre si, contudo apresentaram peso inferior ao do grupo
controle. O grupo GL(-)M apresentou uma diminuicdo ponderal em todos os parametros
avaliados. Hipoglicemia e hipoalbuminemia foram observadas em todos os grupos de ratos

desnutridos. A concentracdo de DNA cerebelar de ratos do grupo GL(-)M foi superior a
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observada em todos os outros grupos; no entanto, nestes animais a concentracdo cerebelar
de proteinas foi inferior aos demais grupos experimentais. No figado, a concentragdo de DNA
dos grupos PGGL e GL(+)M nao diferiu do controle, enquanto o grupo GL(-)M apresentou os
menores valores. A concentracdo de proteinas hepéticas no grupo controle e no grupo
GL(+)M foi semelhante, porém superior a observada nos grupos PGGL e GL(-)M. A
concentracdo hepatica de glicogénio foi superior nos ratos do grupo PGGL, sendo que nos
dois outros grupos de animais desnutridos foi inferior ao controle, porém nao se observou
diferenca entre eles. Todos o0s grupos desnutridos apresentaram maior concentracao
hepética de colesterol, sendo o maior valor encontrado no grupo GL(+)M. Os grupos PGGL e
GL(+)M apresentaram os maiores valores de triglicerideos hepaticos e o grupo GL(-)M, o
menor valor. No plasma, a maior concentracdo de colesterol, HDL-c e LDL-c foi observada
no grupo PGGL, enquanto que a concentracao de triglicerideos do grupo GL(-)M foi superior
aos dois outros grupos de animais desnutridos e néo diferiu do controle. Os resultados
obtidos sugerem que o0s animais expostos a desnutricdo protéica nos periodos de
desenvolvimento podem, na vida adulta, apresentar fatores de risco para varias doencas

cronico-degenerativas relacionadas com a Sindrome Metabdlica.



ABSTRACT

The protein undernutrition has deleterious effects on the metabolism, especially when
imposed through growth and development periods, due to biochemical, enzimatic and
hormonal alterations. Many studies, using models of mother undernutrition, suggest a series
of biochemical adaptations in the offspring, whose repercussions in the adult life can become
important risk factors to diseases such as Diabetes mellitus type Il, hypertension and coronary
diseases. In the present study, we investigated the effects of the protein undernutrition
imposed during the pre-gestational - gestational - lactational periods, as well as the
gestational and lactational periods in some parameters of the liver, plasma, and cerebellum of
Wistar rats with 21 days of age. The undernourished animals (diet: 7% of casein) were
divided in three groups: a) pre-gestational, gestational and lactational, (group named
"PGGL"); b) gestational and lactational with methionine added to the diet (hamed "GL(+)M");
c) gestational and lactational without the addition of methionine (named "GL(-)M") and d)
control group (diet: 25 % casein). The body weight of the offspring was verified in the first,
seventh, fourteenth and twenty-first days after birth and the weight of the liver, brain and
cerebellum were checked only on the twenty-first day of life. We observed that the
undernourished rats presented a lower body weight since the first day of life. After 21 days,
the rats in the PGGL group and the GL(+)M group did not present any weight difference
among them; however, they presented a lower weight compared to the control group. The
GL(-)M group presented a considerable decrease in all evaluated parameters. Hypoglycemia
and hypoalbuminemia were observed in all groups of undernourished rats. The DNA

concentration of cerebellum rats’ in the GL(-)M group was highest than that observed in all



other groups; on the other hand, the protein concentration of brain, in these animals, was
lower than in the other experimental group. The liver concentration of DNA in the PGGL and
GL(+)M groups did not differ from the control, while the GL(-)M group presented the lowest
values. The liver protein concentration in the control group and in the GL(+)M was similar, but
superior to the one observed in the PGGL and GL(-)M groups. The glycogen concentration in
the liver was higher in rats from the group PGGL, whereas in the two other undernourished
groups the concentration was lower than the control group, but no difference was observed
between them. All undernourished groups presented a higher liver cholesterol concentration,
being the highest value found in the GL(+)M group. The PGGL and GL(+)M groups presented
the highest values of liver triglycerides and the undernourished group without methionine
added to diet, the lowest value. In plasma, the highest cholesterol, HDL-c and LDL-c
concentration was observed in PGGL group, while the triglyceride concentration in GL(-)M
group was higher than the two other undernourished groups and did not differ from the control
group. The results obtained suggest that animals submitted to protein undernutrition during
development time can, in the adult live, present risk factors for various chronic degenerative

diseases related with Metabolic Syndrome.
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| - INTRODUCAO

1 - Aspectos gerais sobre a desnutricao

A desnutricdo cronica é um dos principais problemas de saude mundial e induz a
prejuizos muitas vezes irreversiveis no desenvolvimento, sendo também uma das principais
causas dos altos indices de mortalidade em diversos tipos de populacdes, especialmente em
paises em desenvolvimento (Etukudo et al., 1999).

Os dois principais tipos de alteracdes que envolvem o desenvolvimento sdo: 1-
patologias causadas por lesbes ou agentes toxicos (resultando em processos destrutivos,
com rapido crescimento e diferenciacdo); 2- desordens causadas por nutricdo inadequada,
considerando que nutrientes em quantidades apropriadas sdo essenciais para a formagao
celular e organizagao tecidual (Morgane et al., 2002).

A inadequacdo de nutrientes interfere nos programas basicos de desenvolvimento
tecidual, por privar o 6rgdo de ingredientes criticos, necesséarios para a estrutura e
crescimento celular (citogénese e histogénese). As consequéncias da desnutricdo dependem
do tempo, periodo e intensidade do insulto nutricional (Morgane et al., 2002).

Dentre as adaptacgOes fisiologicas especificas do filhote submetido a desnutrigéo,
como aumento da reciclagem de aminoacidos para sintese protéica, reducéo do catabolismo

de aminoécidos, reducdo da sintese de uréia e da excre¢do de nitrogénio urinario (Torun e



Chew, 1994), estd incluida a reducéo da taxa de crescimento. Essas adapta¢cfes tém papel
determinante para a salde e sobrevivéncia do recém-nascido, bem como para seu
desenvolvimento (Barker, 1992; Huxley et al., 2000).

Véarios métodos sdo descritos na literatura para induzir a ma nutricdo durante o
periodo gestacional e/ou lactacional: reducdo nos niveis protéicos da dieta oferecida as
méaes, diminui¢do na quantidade de dieta oferecida as mées, aumento no namero de filhotes
por ninhada, mamectomia parcial, exposi¢ao rotativa dos filhotes a fémeas lactentes e nao-
lactentes, ou fémeas lactentes e incubadora ou alimentacao intragastrica dos filhotes. O
modelo mais empregado utiliza uma reducdo da quantidade de proteinas na dieta das mées
durante a gestacdo e/ou lactacdo, induzindo a desnutricdo protéico-calorica nos filhotes
(Mueller e Cox, 1946; Heywood et al., 2004). Outro modelo é o da desnutricdo pre-
gestacional, gestacional e lactacional, que submete o filhote a uma forte e bem marcada
desnutricdo protéico-caldrica cronica, com oferta de dieta com quantidade insuficiente de
proteina nos principais periodos do desenvolvimento. Sykes e Cheyne (1976) observaram
que a desnutricdo pré e poés-natal é mais severa que a deficiéncia nutricional restrita a
somente um dos periodos.

Os efeitos sobre o metabolismo, provocados por mudancgas do estado nutricional € no
balanco enddcrino de um animal, ou seja, sintese e/ou liberacdo adequada de hormonios,
podem ser estudados por meio de observagdes na concentracdo sanglinea de metabdlitos
(Harris, 1997). Filhotes, provenientes de mées alimentadas com dietas deficientes em
proteina, nascem menores do que 0s que tiveram suas mdaes alimentadas com dieta
normoprotéica. A desnutricdo protéica materna provoca mudancas nos niveis de glicose,

insulina, prolactina, progesterona, estradiol e leptina maternas, sendo que estas mudancas



podem influenciar na programacdo de eventuais doencas na vida adulta dos fetos em
desenvolvimento (Fernandez-Twinn et al., 2003). A desnutricdo protéica imposta aos filhotes
durante a gestacdo e lactacdo "programa” a funcdo das células B-pancreéticas causando
efeitos irreversiveis no mecanismo de homeostase da glicose, 0 que pode predispor estes

animais ao desenvolvimento do diabetes na vida adulta (Heywood et al., 2004).

1.1 - Desnutricdo e SNC

O SNC é o tecido mais protegido dos danos provocados pela desnutricdo (Morgane et
al., 1993). Mudancas histologicas tém sido observadas no SNC de varias espécies animais
submetidos a dietas deficientes em proteinas. A severidade destas mudancas esta
relacionada com o periodo do desenvolvimento em que a restricdo nutricional € imposta e
com a duracdo da deficiéncia alimentar (Morgane et al., 1993).

O crescimento de um orgéo, incluindo o cérebro, ocorre por hiperplasia, hipertrofia, ou
por ambos os fendmenos. Entretanto o cérebro ndo é um 6rgdao homogéneo e o tempo de
duragcdo destas trés fases difere nas varias regides. Estas apresentam diferentes tipos
celulares com caracteristicas especificas de divisdo e de possivel migracdo para outros
locais do sistema nervoso central (Winick, 1970). Portanto, o desenvolvimento maturacional
do cérebro envolve uma série de fases que se sobrepdem temporariamente, em seqiéncia
precisa, as quais sdo diferentes nas varias regides cerebrais e dentro de uma regido
particular, além de variar entre as diferentes espécies animais (Morgane et al., 2002).Desta
forma, este importante conceito de “janela temporal”, ou seja, os eventos ho SNC ocorrendo
num periodo especifico e tempo determinado, sincronizado com outros eventos, € de

extrema importdncia e pode ser alterado pela desnutricdo, comprometendo o



desenvolvimento do SNC.

O periodo de rapido crescimento cerebral € um dos periodos criticos, contudo, o
principal periodo é o correspondente a divisdo de macroneurénios e células gliais (astrocitos,
que ocorre por volta dos 2,5- 3 meses de gestacdo em humanos, e do 14°-16° dias de
gestacdo em ratos), e segue-se o periodo da migracao celular. Quando o insulto nutricional é
induzido durante o periodo de rapido crescimento cerebral, pode provocar danos irreversiveis
e significativos na vida adulta do animal (Rao et al., 2003). A desnutricdo protéica pré-
gestacional e gestacional e/ou poés-natal causa alteracdes anatdmicas, bioquimicas e
fisiologicas no cérebro, assim como alteracbes comportamentais (Morgan 1992; Rotta et al.,
2003; Schweigert et al., 2004). Estudos em humanos e em animais indicam que a
combinacdo da ma nutricdo ou hiponutricdo pré e pos-natal € mais deletéria que o insulto
nutricional ocorrido durante um Unico periodo (Morgane et al.,, 1993; Levistsky e Strupp,
1995, Morgane et al., 2002). Entretanto, muitos estudos mostram que a ma nutricdo pré-natal
resulta em maiores e mais permanentes deficiéncias que a ma nutricdo pds-natal (Smart,
1993). Isto mostra que a restricdo alimentar quando aplicada prévia ou posteriormente ao

“periodo critico”, tem efeitos menos severos e tempordrios (Dobbing e Sands, 1971).

1.2 - Efeitos da metionina nos ratos em desenvolvimento

A metionina é um aminoacido essencial, necessario para 0 crescimento e
desenvolvimento adequado de mamiferos. Além de ser necessaria para a sintese protéica, é
o principal doador de grupamentos metila, bem como participa na sintese da glutationa

(Finkelstein, 1990). (Fig I.).

Finkelstein et al. (1988) citados por Dudasova e Grancicova (1992) mostraram a



possibilidade de que alguns fatores podem influenciar o metabolismo da metionina no figado:
fatores dietéticos, efeito de horménios e atividade enzimética. Sendo a metionina um
aminoacido essencial, deve ser adicionada as dietas protéicas incapazes de fornecer as
necessidades basicas desse aminoacido, como as dietas utilizadas neste trabalho, que tém
como fonte protéica a caseina. A sintese protéica adequada necessita tanto de metionina,

guanto de cisteina, sendo a metionina 0 aminoacido iniciador desta sintese.
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Fig. | — Rotas metabdlicas da metionina e homocisteina. (Troen et al., 2003)



A suplementacédo de dietas com metionina causa um aumento no peso corporal de
ratos e alguns resultados indicam que este aminoacido também tem um papel importante no
metabolismo lipidico. Troen et al. (2003), demonstraram que a suplementacéo dietética de
ambas, metionina e homocisteina, podem acelerar processos de deficiéncia de Apo-E em
ratos e causar lesdes vasculares pré-determinando o surgimento de placas de ateroma. Além
disso, esta estabelecido que a homocisteina é considerada fator de risco independente para
a ocorréncia de doenca vascular (Clarke et al, 1991).

Estudos mostraram que ratos submetidos a dieta hipoprotéica (soja como fonte de
proteinas) apresentaram um aumento na concentracdo hepatica de triglicerideos quando a
dieta foi suplementada com metionina em concentragéo igual ou superior a 0,5% (Azevedo et
al., 1994; Schweigert, 1998). Leclerc et al. (1988) em estudos com ratas no periodo de
lactacdo, relataram que o aumento do conteido de metionina da dieta (contendo 12% de
caseina) determina um maior consumo de alimento e uma menor perda de peso das maes,
ocasionando um maior crescimento nos filhotes.

A regulacdo metabdlica pode ser inadequada caso ndo sejam alcancados niveis
suficientes de metionina ou de seus metabdlitos ou, por outro lado, 0 organismo precisa ser
protegido do aumento de varios intermediarios dessa rota, como no caso geracdo da
homocisteina, pois apesar de ser um aminoacido essencial, € também o mais tdxico dentre
0s aminoacidos nutricionalmente importantes, quando sua concentracdo na dieta é muito alta
(Hardwick et al., 1970; Finkelstein et al., 1982). A alta ingestdo de metionina promove retardo
no crescimento, mudancas histo-patologicas no figado, rim e baco além de produzir

mudancas ateroescleroticas em ratos, coelhos e porcos (Troen et al. 2003).



Segundo Reeves et al. (1993), a caseina fornece menos da metade da cisteina
requerida pelas ratas durante a gestacdo. Para que isto seja compensado, metionina é
adicionada as dietas para que as ratas possam produzir cisteina pela transulfuracdo da
homocisteina (Fig.l).

Estudos com ratas gravidas mostraram que o crescimento fetal € mais sensivel as
deficiéncias dos aminoacidos metionina, valina e isoleucina (Rees et al, 2000). Uma grande
variedade de reacdes celulares de metilacdo, que incluem mudancgas na metilagcdo do DNA, e
gue podem definir processos de crescimento dos érgdos assim como o crescimento corporal,
sdo dependentes da disponibilidade celular de S-adenosil metionina e S-adenosil
homocisteina (Rees et al., 2000).

O metabolismo da homocisteina materna pode influenciar os niveis de metilagdo de
DNA no feto, sendo que nestes existe a falta da enzima cistationinaf sintase, e o Unico meio
de reduzir a concentracdo de homocisteina € atraves da sintese de S-adenosil homocisteina,
a qual é remetilada a SAM (Rees et al., 2000).

Em ratos adultos, o conteldo de DNA metilado depende da composicao da dieta, e
pode ser induzido por mudancas no status de homocisteina e folato da dieta. Rees et al
(2000); sugerem que mudancas no metabolismo da metionina, causadas por glicocorticoides,
que atravessam a placenta, ou pela interacdo com outros aminoacidos como a treonina,
aumentam a producdo de homocisteina, o que leva a um aumento da metilagdo enddégena de
DNA hepético nos fetos de ratas desnutridas.

Em humanos, os niveis elevados de homocisteina estdo associados a complicacdes
obstétricas incluindo pré-eclampsia e defeitos no tubo neural (Wouters et al., 1993). A

remetilacdo de S-adenosil homocisteina aumenta a demanda de grupos metilas derivados do



tetrahidrofolato, reduzindo a disponibilidade de folatos para a sintese de deoxinucleosideos-
trifosfato (Rees et al., 2000).

Um aumento da homocisteina materna pode comprometer o desenvolvimento fetal e
causar intolerancia a glicose e hipertenséo na vida adulta (Rees et al., 2000). Experimentos
com culturas de células sugerem que a programacao fetal do metabolismo adulto ndo é uma
simples consequéncia das alteracdes do crescimento celular. Células isoladas mostram
mudangas permanentes nas suas func¢des, por exemplo: ilhotas pancreéticas de filhotes de

animais protéico-desnutridos liberam menos insulina (Cherif et al. 1996).

1.3 - Cerebelo

O cortex cerebelar do rato adulto apresenta trés camadas: a camada molecular
(externa), as células de Purkinje (ganglionar ou intermediaria) e a camada granular (interna),
e contém seis tipos neuronais (Ramon y Cajal, 1911; Clark et al., 1993), sendo que o tipo
neuronal principal é de células de Purkinje. Outros quatro tipos de células sao interneurdnios
do cortex: células de Golgi (1), células granulares (2) (localizadas na camada granular),
células em cesto (3) e células estrelares (4) (localizadas na camada molecular) sendo que o
sexto tipo de células neuronais, as células de Lugaro sdo mais raras. Existem ainda no
cortex cerebelar os axdnios das fibras musgosas, que fazem sinapse com as células
granulares e as fibras trepadoras que se ramificam na camada molecular. As células
granulares séo do tipo mais abundante no cerebelo de rato normal adulto: do total de 80% de
células neuronais, 85% destas sédo células granulares. As células gliais do cerebelo de rato
adulto consistem de oligodendrdcitos, abundantes na substancia branca e também presentes

nas camadas granulares e de células de Purkinje, e de astrécitos numa proporcao de seis



células (quatro oligodendrécitos e dois astrdcitos) para cada célula de Purkinje (Clark et al.
1993).

O crescimento celular deriva da proliferacdo poés-natal de células existentes na
camada proliferativa externa (Altman e Sudarshan, 1970). Esta camada persiste no rato até o
vigésimo primeiro dia pés-natal. A camada proliferativa externa consiste de duas zonas: a
zona superficial proliferativa e a zona pré-migratdria basica. As células granulares imaturas
migram desta camada proliferativa externa, onde ocorre a divisdo celular, através da camada
molecular até a camada granular. Este processo de proliferacdo e migracdo das células
granulares ocorre durante as trés primeiras semanas pos-natal, em cerebelo de ratos (Atman
e Sudarshan, 1970).

Uma caracteristica do desenvolvimento cerebelar € o fato de neurogénese e
gliogénese ocorrerem simultaneamente (Greenwood e Craig, 1987). Tanto a proliferacéo,
guanto o crescimento celular maximo, ocorrem desde o0 nascimento até o vigésimo primeiro
dia de vida pés-natal (Cremer et al., 1982). O cerebelo de rato normonutrido recém-nascido
contém somente 3% do DNA de um cerebelo de rato adulto normal (Balazs, 1971).

O cerebelo € um importante centro regulador de controle da atividade motora, tanto no
aspecto quantitativo quanto qualitativo do desempenho motor. Além disso, o cerebelo utiliza
toda uma escala de informacao sensorial (tatil, auditiva e visual) para constantemente
orientar a acdo motora, a fim de encontrar a forca necesséria, direcdo, velocidade de
contracgdo e relaxamento muscular (Johanson et al., 1980).

A desnutricdo pode afetar diferentes processos de desenvolvimento do SNC:
multiplicacdo celular, migracédo celular, diferenciacdo e maturacdo (Duran et al., 2005). Os

resultados da desnutricdo sobre o crescimento celular podem ser de longa duracdo, como



nos casos de diminuicdo no numero de oligodendrécitos e alteragbes nos dendritos das
células de Purkinje (Vitiello et. al., 1985).

O cerebelo de rato presta-se bem ao estudo dos efeitos da desnutricdo devido a sua
composicado celular simples e sua morfologia bem conhecida. A ontogenia cerebelar nos
roedores é caracterizada pela rapida proliferacdo celular pés-natal e pela composicéo celular
mais homogénea do que outras regides do SNC favorecendo, do ponto de vista bioquimico,
a melhor correlacao das alteragdes com processos morfoldgicos (Vitiello et al., 1985).

A desnutricdo provoca reducdo no peso e alteracdes na concentracdo cerebelar de
DNA. Souza et al. (2004) observaram que aos 21 dias de idade ratos desnutridos
apresentaram maior concentracdo cerebelar de DNA, contudo também observaram um
atraso na divisdo celular, em comparagdo com o grupo normonutrido. Fish e Winick (1969)
detectaram um aumento da concentracdo cerebelar de DNA em ratos desnutridos de 21 dias
de idade, em relagdo a animais que receberam dieta com quantidade adequada de
proteinas.

Zamanhof et al. (1968) encontraram uma reducdo da divisdo celular em todos os
orgaos fetais de animais desnutridos (quando comparado a animais normonutridos),
incluindo o cérebro. A desnutricdo perinatal provoca um retardo na divisdo celular com um

prolongamento do tempo de ciclo celular total (Souza et al., 2004).

1.4 - Figado
O figado exerce um papel fundamental na homeostasia dos nutrientes energéticos.
Neste 6rgdo o glicogénio € armazenado em resposta ao excesso de nutrientes na fase

absortiva, estimulado pelo aumento da glicose sanglinea e quantidade de insulina; a
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glicogendlise ocorre na presenca de hormdnios regulatérios, com vistas a manutengdo da
glicemia. Também, o figado produz glicose, pelo processo de gliconeogénese, para ser
metabolizada nos tecidos que dela dependem (SNC, eritrécitos e medula renal). Por outro
lado, € o principal 6rgdo capaz de produzir substratos alternativos a glicose, pelo processo
de cetogénese. Devido ao intenso catabolismo de aminoacidos, o figado contribui para o
equilibrio estacionario dos aminoacidos circulantes, além de ter papel fundamental na
eliminacdo do aménio, que é transformado em uréia, contribuindo assim, de forma indireta,
para a manutencéo do pH (Marks et al., 1997).

Este 6rgdo é fundamental no metabolismo lipidico: quando a razdo insulina/glucagon
estiver aumentada converte acetil-CoA em acidos graxos, quando a razao insulina/glucagon
estiver diminuida converte o excesso de acidos graxos em corpos cetbnicos; € o principal
orgao receptor de IDL, de LDL e de remanescentes de quilomicra, e também é o local de
sintese de VLDL e de HDL. E o 6rgéo responséavel pela homeostasia do metabolismo do
colesterol (Voet & Voet , 2000). O figado é o principal orgdo de sintese e degradacdo de
proteinas plasméticas e de inativacdo de xenobibticos por biotransformacédo, atuando como
barreira bioquimica diante de produtos toxicos (Gumucio e Miller, 1982).

Em ratos, a desnutricdo protéica imposta nos periodos criticos de desenvolvimento
causa mudanc¢as mitocondriais no figado e muasculo esquelético, os principais sitios de acao
da insulina. As atividades e a expressao génica de enzimas hepaticas sensiveis a insulina
estdo alteradas, como no caso da glicoquinase que tem sua atividade reduzida e a
fosfoenolpiruvatocarboxiquinase aumentada (Park K.S. et al., 2003).

A desnutricdo protéica in Utero também causa mudancas no conteldo de DNA

mitocondrial pancreatico, prejudicando o desenvolvimento das células-f, consequentemente
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diminuindo a secrecdo de insulina em resposta a glicose e causando distirbios no
metabolismo das células hepaticas. Estes fatos podem contribuir para o aparecimento de
Diabetes mellitus tipo Il e resisténcia a insulina na vida adulta destes animais (Park et al.,

2004).

1.4.1 - Regulacdo do metabolismo do glicogénio hepatico de ratos no periodo de
lactacéo

A concentracdo de glicogénio hepatico, bem como de insulina plasmatica sdo baixas
nos primeiros dez dias de vida pos-natal. A combinacéo de reduzida utilizacdo periférica de
glicose e um efeito inibitorio na liberacdo de insulina, mediante uma dieta com alto contetdo
lipidico, provavelmente limita o acumulo de glicogénio hepatico e muscular. Neste periodo, a
glicose é especialmente derivada de gliconeogénese a partir de aminoacidos e glicerol. Em
torno do 14° dia, a atividade da glicoquinase hepatica aumenta, e do 14° ao 21° dias de vida
poés-natal ha um aumento acentuado da sintese de glicogénio hepatico. Provavelmente este
fato esteja relacionado com o periodo de transicdo alimentar entre uma dieta com alto teor
lipidico para uma dieta com alto teor de carboidratos. Entre o 7° e o 21° dias de vida poés-
natal, o aumento da atividade da glicoquinase hepética determinaria um aumento na
concentracdo de glicose-6-fosfato e isso possibilitaria uma ativagdo alostérica da enzima
glicogénio sintase, com diminuigdo concomitantemente da atividade da glicogénio fosforilase.
Sendo assim, o aumento na sintese de glicogénio hepético neste periodo seria devido a uma
ativacdo alostérica da glicogénio sintase pela proteina fosfatase-1 hepatica (Margolis e
Curnow, 1980).

Estudos de Azzolin et al. (1996) mostraram que hd um aumento na concentracao
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hepatica de glicogénio de ratos desnutridos de 7 dias de idade pds-natal, quando comparado
ao grupo controle, sem alteracdo na mobilizagdo de glicogénio. Esses dados sugerem que

nesta idade os ratos desnutridos apresentam uma maior sensibilidade a insulina.

1.5 - Efeitos da desnutri¢cdo sobre:

1.5.1 - Pesos corporal, cerebelar, cerebral e hepatico

Desai et al. (1996), Burdge et al. (2003) e Vonnahme et al. (2003) mostraram que a
desnutricdo antes da concepcao pode influenciar o crescimento e a composicédo de érgdos
vitais como rins, pulmdes, figado, cérebro e coracado. A restricdo protéica durante os periodos
criticos do desenvolvimento dos filhotes pode provocar reducdo do tamanho de 6rgéos e
tecidos, bem como alterar a atividade de algumas enzimas (Desai et al., 1996). A deficiéncia
protéica na alimentacdo materna pode alterar as atividades das enzimas do intestino, assim
como enzimas hidroliticas dos Orgaos digestivos dos filhotes, resultando em desordens
metabdlicas e permitindo o aparecimento de fatores de risco para doengas na vida adulta
(Timofeeva et al., 2002).

Diversos autores mostram que existe relacdo entre o estado nutricional da mée e os
pesos dos filhotes ao nascimento (Woodall et al.,, 1999; Mehta et al., 2002). Quando os
estoques de proteina materna sao baixos e a dieta é composta principalmente por
carboidratos, como no caso da desnutricdo pré-gestacional utilizando 7% de caseina, a fonte
protéica, essencial para o crescimento dos tecidos fetais, € proveniente do catabolismo
muscular visceral da mae, que pode ndo ser suficiente para evitar o baixo peso ao
nascimento (Frazer e Huggett, 1970). A diminuicdo na quantidade de leite é decorrente da

desnutricdo no periodo de lactacdo; caso haja também uma desnutricdo gestacional, a
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diminuicdo na producgdo de leite serd ainda maior e refletird em prejuizo no crescimento e no
desenvolvimento adequado dos filhotes em amamentacdo (Mueller e Cox, 1946; Desai et
al.,1996).

Alguns dados indicam que a exposi¢cao a desnutricdo tem maior impacto no cérebro
quando o insulto nutricional ocorre durante a vida pés-natal (Miller e Resnick, 1980), sendo
que, a desnutricdo pré-gestacional oferece maior prejuizo em relacdo a todo o SNC. A
desnutricdo pds-natal diminui o peso cerebral em maior proporcao, do que a desnutri¢cdo preé-
natal, porque a desnutricdo pés-natal ocorre numa fase onde o crescimento cerebral é
elevado. Muitos trabalhos mostraram que a reducdo de peso do cérebro € menor do que a
reducdo do peso corporal (Alleyne et al.,, 1977; Bennis-Taleb et al., 1999). Esta relativa
conservacao pode induzir a idéia errbnea de que a desnutricdo ndo afeta o tecido cerebral,
contudo, alguns estudos mostraram que o decréscimo de DNA, diminuido nimero de células
gliais e insuficiente conteddo de mielina foram encontrados em criangcas com desnutricao
marasmatica bem como em modelos animais (Birch, 1971; Dobbing e Smart, 1974). O
crescimento cerebelar ocorre principalmente na vida pés-natal e por isso é menos suscetivel
aos efeitos da desnutricdo pré-natal e mais vulneravel aos efeitos da desnutricdo pés-natal
(Balazs e Patel, 1973).

Varios efeitos do déficit protéico sdo observados nos 6rgaos de ratos provenientes de
maes desnutridas e/ou expostas a desnutricdo durante a lactacdo, sendo que algumas
alteracdes permanecem na vida adulta. Estudos com ratos de 94 dias de idade mostraram
que o peso relativo do figado, em relagéo ao peso corporal, foi menor no grupo com restricao
protéica. Porém, o peso relativo de lipidios (massa gorda/peso corporal) foi maior, 0o que

pode sugerir alteracdo da composi¢cao hepéatica em ratos desnutridos (Rao et al., 2003).
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1.5.2 - Metabolismo

As reagbes ao déficit nutricional protéico incluem a remocdo de aminoacidos
essenciais dos tecidos para que o figado possa manter a homeostase, sendo que a
quantidade de albumina sintetizada pelo figado de ratos desnutridos € significantemente
menor do que a dos alimentados com dieta normal (Kirsch et al., 1968; Tovar et al., 1998).

O crescimento fetal € um processo complexo controlado por interacbes especificas
entre nutrientes, hormoénios e fatores de crescimento. IGFs (Fator de crescimento
semelhante a insulina) e suas proteinas ligantes tém um importante papel no crescimento e
desenvolvimento fetal. As IGFs (I e Il) sdo estruturalmente similares a pro-insulina e séo
chaves mitogénicas que afetam o crescimento e 0 metabolismo celular, agindo como fatores
endocrinos, paracrinos e autécrinos. No estudo de Muaku et al. (1995), uma dieta com 5% de
proteina, oferecida as mées durante a gestacao, diminui os niveis plasmaticos de IGF-I nos
filhotes, fato que esta relacionado com o prejuizo no crescimento corporal destes animais.
IGF-1 é um dos peptideos mais afetados pela desnutricdo materna, sendo que a
concentracdo de insulina e glicocorticéides, podem contribuir para as alteracées nos IGFs e
suas proteinas de ligacdo, causando implicagdes como a diminuicdo da capacidade
proliferativa dos hepatdcitos em ratos desnutridos (El Khattabi et al., 2003).

O desenvolvimento dos vasos sangiineos durante a vida fetal pode ser afetado por
alteracdes hormonais induzidas por dietas pobres em proteina. A restricdo protéica pode
também causar reducdo da atividade da enzima placentaria 11B-hidroxiesteroide
desidrogenase (Langley-Evans, 1994), permitindo um aumento na passagem placentaria de
glicocorticoides para o feto. Glicocorticoides podem ter um papel importante na reducao da

vascularizacdo de 6rgdos como o cérebro, pancreas e coracao, pois sdo potentes inibidores
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da angiogénese (Crum et al., 1985), diminuindo assim a disponibilidade de nutrientes, como

0s aminoacidos (Gorman et al., 1996).

1.5.2.1 - Metabolismo de Carboidratos

No periodo de gestacéo, o feto é continuamente alimentado, através da placenta, com
uma dieta rica em carboidratos e aminoacidos, e pobre em lipideos. Nas cobaias, a placenta
€ permeavel aos acidos graxos livres, os quais sdo armazenados no figado e tecido adiposo,
sendo que muito pouco € oxidado pelo tecido fetal (Girard e Ferré, 1982). ApGs o nascimento
0 recém-nascido passa por um breve periodo de jejum até que se estabeleca a
amamentacdo. Do ponto de vista energético, o leite € uma dieta rica em lipideos e baixa em
carboidratos. A lactose € o carboidrato predominante no leite e corresponde, em ratos, a um
contetdo de 3 % (Jenness, 1974). No periodo de amamentacao, em ratos, a gliconeogénese
€ a rota predominante para a producdo hepética de glicose, uma vez que € pequena a

concentracéo de glicogénio no figado (Girard, 1986).

Em ratos submetidos a desnutricdo protéica, Heard (1978) observou disturbios da
homeostase da glicose, refletidos numa diminuicdo da glicemia e no aumento da
concentracdo de glicogénio hepatico. Ratos submetidos a desnutricdo protéico-calérica
cronica sofrem prejuizos na secrecdo da insulina, contudo tém poucas alteracbes na
tolerancia a glicose, provavelmente devido a alta sensibilidade a insulina (Okitolonda et al.,
1987). A insulina aumenta a tolerancia a carboidratos, aumentando a sua utilizagdo e

armazenamento no figado e musculo, na forma de glicogénio (Okitolonda et al., 1987).
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1.5.2.2 - Metabolismo de Lipideos

A utilizacdo de corpos cetdnicos pelo SNC, no periodo de lactagédo, € em torno de 10
vezes superior a utilizacdo na idade adulta. Este aumento € devido a maior atividade das
enzimas de utilizacdo de corpos cetbnicos, bem como ao aumento de seus transportadores
no endotélio capilar da barreira hematoencefalica. Guzman et al. (1992) mostraram que no
periodo lactacional os ratos provenientes de maes alimentadas com dietas pobres em
proteinas tiveram uma produc¢do de corpos cetdnicos ainda maior, para que o cérebro fosse
protegido dos efeitos produzidos pela restricdo protéica. Além disto, estes autores mostraram
que ratos provenientes de maes que foram desnutridas 5 semanas antes da gestacao,
durante a gestacdo e a lactacdo, ou somente no periodo gestacional e lactacional,
apresentaram uma maior atividade da CPT-1 (carnitina-palmitoil-transferase I), bem como
uma menor sensibilidade ao malonil-CoA durante todo o periodo de lactacdo, em relagdo aos
ratos normonutridos de mesma idade. Esses dados sugerem que mudancas adaptativas nas
propriedades cinéticas e regulatérias da CPT-1 podem ter um papel fundamental na
estimulacéo da cetogénese hepética induzida nos ratos cujas maes tiveram dietas com déficit
protéico (Guzman et al., 1992).

Joshi et al. (2003) observaram que o peso do figado de animais desnutridos era menor
do que o encontrado no grupo controle, no entanto, o peso relativo de lipideos do figado de
animais alimentados com dietas de restricdo protéica foi maior do que o observado em
animais do grupo controle. Esses dados sugerem que existem alteracbes na composicédo do
figado desses ratos. Esta observacdo assume importancia visto que em humanos, a restricdo
protéica resulta no “figado gordo”, como o descrito em criancas com desnutricdo do tipo

kwashiorkor. Os mesmos pesquisadores mostraram que filhotes de ratas submetidas a
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desnutricao protéica tém altos niveis de colesterol hepético, que continuam elevados até 180
dias de idade.

O baixo peso ao nhascer propicia 0 aparecimento de fatores de risco para a
aterosclerose, dislipidemias e pressdo arterial alta na vida adulta. Além disso, esta
fortemente relacionado com a malnutricdo intrauterina responsavel por alguns defeitos

morfoldgicos e metabdlicos (Szitanyi et al., 2000).

1.5.2.3 - Concentracdo plasmética de alguns metabdélitos

Os efeitos sobre o metabolismo, provocados por mudancas no estado nutricional,
podem ser estudados mediante a observacdo de altera¢cdes na concentragdo sanglinea de
metabdlitos. Flutuagdes na concentracdo sanglinea de glicose, &cidos graxos e
aminoacidos, devido as alteracfes na ingestdo dos mesmos, podem alterar a velocidade de
secrecao de horménios e influenciar rotas metabdlicas (Azzolin, 1999).

A manutencdo de niveis estaveis de glicemia é um dos mecanismos homeostaticos
melhor regulado, no qual o figado, tecidos extra-hepaticos e alguns horménios como a
insulina, hormonio do crescimento, ACTH, glicocorticoides, epinefrina e glucagon tém um
papel muito importante. A insulina € o principal hormonio responsavel pela homeostasia da
glicose e, para que este efeito seja exercido, a participacdo de tecidos como o figado,
musculo esquelético e tecido adiposo sdo importantes. A deficiéncia da insulina para a
estimulacédo da captacao de glicose pelo musculo e inibicdo da producéo hepética de glicose
faz parte da patogenicidade da Diabetes mellitus tipo I, sendo que a alteracdo no tecido

7

adiposo é um dos principais determinantes para o0 surgimento da doenca. Na Diabetes
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mellitus tipo I, além da deterioracdo das células B do pancreas, ha um concomitante
acumulo de lipideos no tecido muscular. A hiperglicemia caracteristica da doenca resulta
num aumento dos niveis de acidos graxos livres e VLDL causando um maior acumulo de
gordura no musculo com um potencial lipotdéxico associado com a diminuida sensibilidade a
insulina (McGarry, 2002).

A homeostase do colesterol € mantida pelo balanco da sua absorcédo intestinal e
sintese endogena, secrecdo biliar de colesterol e de sais biliares (Shepherd, 2001). O
principal mecanismo conhecido sobre a homeostase do colesterol é o controle de sua
biossintese, que ocorre no reticulo endoplasmatico (Simons e lkonen, 2000). Pesquisas
mostraram que o metabolismo do colesterol fetal ndo € autdbnomo, mas responde as
mudancas no metabolismo materno do colesterol (Hrab et al., 1994).

Uma combinag&o de hipoinsulinemia, hipoglicemia, aumento dos acidos graxos livres
e aminodcidos estimulam a gliconeogénese hepética, rota predominante para producao
hepatica de glicose em ratos no periodo de amamentacédo (Girard, 1986). Em contrapartida,
a concentracdo plasmatica especificamente do B-hidroxibutirato € menor em filhotes de ratas
alimentadas com 8% de proteina durante a gestagéo e lactacdo, tanto em jejum quanto no
estado alimentado. Porém, a concentracdo plasmatica de acidos graxos nao esterificados
destes animais é maior no estado alimentado, sugerindo que a dieta materna pobre em
proteinas pode afetar o metabolismo dos corpos cetdnicos nos filhotes (Ozanne et al., 1998).

Na desnutricdo materna, 0s corpos cetdnicos produzidos pela mée atravessam a
placenta para serem também utilizados pelos fetos, para economizar glicose. Assim este
acucar fica disponivel para as reacdes biossintéticas de aminoacidos nao essenciais, inibindo

a oxidagao dos cetoacidos de cadeia ramificada (Shambaugh, 1985).
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- OBJETIVOS

[I.1 - Objetivo Geral
Analisar os efeitos de diferentes modelos de desnutricdo protéica (i) pré-gestacional,
gestacional e lactacional, e (ii) gestacional e lactacional suplementados ou n&o com

metionina, sobre pardmetros hepaticos, séricos e cerebelares de ratos de 21 dias de idade.

Il.2 - Objetivos Especificos
Verificar o efeito de diferentes tipos de desnutricio em ratos de 21 dias de idade,
sobre 0s seguintes itens:
e Parametros hepaticos: massa, concentracdo de lipideos (colesterol e triglicerideos),
concentracao protéica, de glicogénio e de DNA.
e Parametros cerebelares: massa, concentracao protéica e de DNA.
e Parametros séricos: concentracdo plasmatica de glicose, albumina e lipideos (colesterol
total, triglicerideos, c-HDL, c-LDL)

e Parametros corporais: massa corporal e cerebral.
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ABSTRACT

The protein undernutrition alters the adequate development inducing important
alterations, depending on period, time and grade of nutritional insult. We investigated the
protein undernutrition (diet: 8% casein — control group: 25% casein) imposed in
pregestational, gestational and lactational periods [PGGL group] or only gestational and
lactational, which diets were supplemented [GL(+)M] or not with methionine [GL(-)M], on
biochemical parameters of liver, plasma and cerebellum from 21 days-old rats. The
undernourished rats presented lower corporal weight since the first postnatal day and the
GL(-)M showed a remarkable decrease in hepatic, cerebral and cerebelar weight. Low
glucose and albumin levels were observed in serum from undernourished rats. The
cerebellum of GL(-)M rats had the highest DNA concentration and in liver this parameter was
the lowest when compared to the other groups. The hepatic glycogen concentration was
higher in PGGL group and all undernourished groups showed higher cholesterol level
compared to control. In serum, GL(-)M rats showed an important increase in cholesterol
concentration and HDL-C and LDL-C was higher than the other undernourished groups. The
PGGL and GL(-)M groups showed increased hepatic triglyceride concentration and
decreased in serum, while the GL(+)M rats showed an important reduction in liver triglyceride
concentration. The metabolic changes induced by perinatal protein undernutrition may

contribute to the development of disorders related to metabolic syndrome in adult life.

Keywords: undernutrition, liver, cerebellum, serum, rats and methionine.
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INTRODUCTION

The deleterious effects of protein undernutrition (that remains as a common world
health problem) on the postnatal growth and development of infants have been known for a
long time [1-2]. Environmental factors in early life have been described as of substantial
importance to disease risk in later years [3-4]. Epidemiological studies have raised the
possibility that “early lifestyle” factors, which are not determined by the individual but by the
intra-uterine or neonatal environment, are critically important [5]. These factors may produce
adaptations that permanently alter the adult metabolism and responses in a direction to
optimize survival under conditions of malnutrition, stress or other deprivation [6].

Undernutrition triggers a number of biochemical, enzymatic and hormonal adaptations
including an increase in the recycling of amino acids for protein synthesis and a decrease in
amino acid catabolism [7]. Animal studies have shown that the timing, duration and exact
nature of the insult during pregnancy are also important determinants of the pattern of fetal
growth and of the specific postnatal outcomes [4]. Events in fetal and early postnatal growth
period are considered critical to determine permanent metabolic alterations through adult life
[8]. Nutritional state in early life has been correlated to the susceptibility to chronic diseases in
adulthood, including non-insulin-dependent diabetes mellitus, cardiovascular disease and
hypertension. Alterations in glucose tolerance, impairment in insulin secretion and insulin
resistance have been detected in adult progeny of protein malnourished dams [4-5]. In

addition, in studies it was observed that protein malnutrition alters oxidation to CO,,
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conversion to lipids and protein synthesis from [U-**C]glycine in cerebellum of undernourished
rats at 7 and 21 days of postnatal life, indicating a retardation in the normally ordered
progression of brain development [9].

Protein depletion causes depressed weight gain and can exert a similar influence on
growth, size and composition of vital organs and tissues [10-11]. Poor fetal nutrition and
chronic malnutrition are accompanied by organ-selective changes in nutrient distribution, such
as the growth of some organs. The brain is relatively protected while other organs as the
viscera suffers more [10-12]. With regard to CNS, malnutrition affects different developmental
processes: cell multiplication, cell migration and/or differentiation and maturation. The first 3
weeks of postnatal life represent the period of brain growth spurt, when intensive
neurogenesis, proliferation of glial cells and mielinization occurs. The cerebellum growth
occurs mainly postnatally and therefore is more susceptible to prenatal malnutrition [13].
Chemical events can be more easily correlated with morphological processes in cerebellum
than in other CNS regions because cerebellum is much more homogeneous in cellular
composition than the other brain regions [14].

Methionine (Met) is the amino acid limiting of casein, and diets without addition of L-
methionine trigger severe effects in some aspects of development. A lack of Met can affect
protein synthesis and S-adenosylmethionine formation, which are essential for the synthesis
of glutathione and compounds that contain methyl groups [9].

The liver is an organ center of intermediary metabolism. It acts as the glucose reservoir
of the body and plays a central role in nitrogen and protein metabolism. Besides, liver plays a
role in processing of the lipids substrates in the lipoproteins metabolism [15-16]. Relatively

few studies have observed the effects of undernutrition on the liver metabolism homeostasis
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during the period of early life.

In this report we goal to determine the effect of protein restriction in diets supplemented
or not L-methionine in early periods of the development (pregestational, gestational and
lactational or gestational and lactational) on body weight and on some parameters of lipid and
carbohydrate metabolism in liver (cholesterol, triglyceride, glycogen, protein and DNA
concentration), on cerebellar parameters (protein and DNA concentration) and on serum

lipids.

METHODS AND MATERIALS

a) Chemicals: Chloroform was purchased from Synth (Diadema/SP), glycogen from Sigma
Chemical Co (St Louis, MO, U.S.A.) and methanol from Nuclear (Diadema/SP). All Other
chemicals used were obtained from Merck S.A., Porto Alegre, Brazil.

b) Animals: Albino Wistar rats were obtained from UFRGS Biochemistry Department.
Pregestational, gestational and lactational undernutrition, or just gestational and lactational
undernutritions were induced by restricting to 7% the protein content of the mothers’ diet
(control group: 25% protein). The litter size was adjusted to eight pups per mother on the first
postpartum day and they were maintained at 22°C on a 12h light/12h dark cycle until
experimental age (21-day-old). The protocol concerning this research was used according to
the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources, School
of Veterinary medicine and Animal Science of the University of Sdo Paulo, Brazil.

c) Diets: The animals had free access to water and isocaloric diets (table 1), containing 25%

or 7% of protein (casein). Salt and vitamins as recommended by the Association of Official
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Analytical Chemists and previously described by our group [9]. Pregestational, gestational
and lactational undernutrition (PGGL), or just gestational and lactational undernutrition (GL)
were induced by restricting to 7% the protein content of the mothers’ diet. Experimental
groups: (1) PGGL: the female rats received the diet containing 7% casein with methionine
addition, five weeks before mate and the same diet was maintained during the entire
gestation and lactational periods; (2) GL(+)M: rats received the diet with 7% of casein
(supplemented with methionine) only during gestational and lactational periods; (3) GL(-)M:
rats received the diet with 7% of casein (without methionine supplementation) only during
gestational and lactational periods; (4) Control (C) group: received a diet containing 25% of
casein during all periods.

d) Tissue obtainment and analysis: The experimental rats were killed by decapitation; the
cerebral structure was removed and weighed. The cerebellum and the liver were removed,
weighed and homogenized at NaCl 0.9% in dilutions 1:10 (w:v) and 1:5 (w:v), respectively.
We measured levels of glycogen, triacylglycerols and cholesterol. Hepatic glycogen was
measured by the Krisman method [17]. Liver lipids were extracted by the method of Folch et
al.,[18]. Liver cholesterol was determined by the method of Bergmeyer [19], hepatic
triglycerides by Soloni method [20], protein by Lowry method [21] and the DNA by the method
of Burton [22].

e) Blood analysis: The blood was obtained and immediately centrifuged at 1000xg for 10 min.
Aliquots of serum were removed to determination of serum lipids (cholesterol, HDL, LDL e
triglycerides) and albumin. The plasma glucose determination was measured in plasma
fluoreted (GLUC-DH 1.07116-0001); Biochemical analysis was performed in a Multi-test

Analyzer (Mega, Merck, Darmstadt, Germany, bromocresol method.) by using specific kits
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supplied by Merck, as follows: albumin (SMT, 1.19722.0001), triglycerides (SMT-triglycerides,
1.19706.0001, GPO-PAP method); cholesterol (cholesterol-SMT. 1.19738.0001, CHOD-PAP
method); and LDL cholesterol (1.14992.0001, CHOD-PAP method). HDL cholesterol was
determined using a kit (HDL cholesterol direct FS) from DiaSys (Diagnostic Systems
International, Holzheim, Germany).

g) Statistical analysis: data were analyzed by ANOVA followed by Duncan’s multiple range
test when values were significant, with the significance level set at p<0.05. All analyses were

done using SPSS program, version 10 (SPSS, Chicago, IL).

RESULTS

We studied the effect of malnutrition on brain and body weight. Figures 1 and 2 show
that these parameters were decreased in all undernourished groups and the group GL(-)M
shows the lowest brain and body weight. It was observed a reduction in the body weight of
undernourished rats since the first postnatal day, reaching only approximately one third of the
body weight of control rats, at 21 postnatal days.

All malnourished groups presented lower cerebelar weight than the control group and
GL(-)M undernourished animals were more severely affected: the cerebellum weight was only
56% of the control group (Table Il). In this structure, the protein concentration was decreased
only in GL(-)M, and DNA concentration presented an accent increase in the same
undernourished group (Table I1).

The serum from the undernourished groups had lower glucose and albumin

concentration (Table IV).
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We studied the effect of undernutrition on some hepatic parameters. The liver weight of
undernourished groups was importantly reduced, with the GL(-)M group presenting only about
17% of liver weight from the control group and a half of the weight from the other
undernourished groups (Table IlI). It was observed that the hepatic protein concentration was
similar in C and GL(+)M groups, while the PGGL and GL(-)M groups showed a lower
concentration protein, when compared to above groups (C and GL(+)M) . Was observed the
lowest DNA concentration in GL(+)M group. The highest hepatic glycogen concentration was
observed in undernourished since the pregestational period and the undernourished groups
only during the gestational and lactational time presented lower glycogen concentration than
the control group (Table 11I).

We also studied the effects of undernutrition on serum lipid parameters. In table V, we
observed that the levels of total cholesterol, LDL-C and HDL-C were increased in PGGL and
in GL(-)M groups, while the GL(+)M group presented the serum cholesterol concentration
similar to C group. It was observed an important increase in LDL-C in GL(-)M rats. The serum
triglycerides concentration was decreased in PGGL and in GL(+)M groups, when compared to
C and GL(-)M group. In liver, the cholesterol concentration was increased in all
undernourished groups, while the triglycerides concentration was importantly reduced in GL(-
)M rats. In the other undernourished groups (PGGL and GL(+)M), it was observed an

increase in this parameter, when compared to C group.

DISCUSSION

Protein undernutrition has it most important consequences during the growth [23].
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Deficiency of any one or more essential amino acid or deficient protein intake is characterized
by negative nitrogen balance, weight loss and impaired growth [23]. In figure 1 we observed
at age of 21 days, that all undernourished groups showed a reduced body weight since the
first postnatal day, and the group fed with 7% of casein without supplementation of Met
presented the smallest body weight. Indeed, the same effect was observed on brain weight,
at 21 days-old rats. Souza et al.[9], working with experimental groups feed with undernutrition
models containing 8% protein (with or without Met) observed that all diet groups had different
cerebellar weights and the degrees of undernutrition were inversely proportional to cerebellar
weights at ages of 7, 21 and 75 days.

The liver weight was lower in all protein restricted groups (7% protein), with the GL(-)M
presenting, at 21 days of age, 83% of the liver weight of control group (Table Ill). The liver
protein concentration in PGGL and GL(-)M groups was lower than the other groups, however,
the DNA concentration was equal to the control for these two groups. Zamanhof et al. [26]
found reduced cell division in all undernourished fetal organs studied, including the brain. The
present study shows a delay in cellular division in the liver of rats fed with diet with low protein
and with Met supplementation.

The reduction in cerebellar and brain growth is proportionally smaller than the
reduction of body growth, whether the undernutrition is imposed during pre and postnatal or
exclusively postnatal period [24]. The organ growth can be observed through the relation
protein/DNA as estimate referrals of the cellular size [12]. Fish and Winick [25] and Souza et
al. [9] also detected an increased in DNA concentration in cerebellum of 21-day-old
undernourished rats and without Met supplementation to the diet. This fact can be explained

by a delay in cerebellum maturation and a decrease in cell’s dimension. In agreement with
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other studies [26-27], undernutrition acts also by delaying cell division with prolongation of
total cell cycle time in some organs [9].

Protein restriction during critical periods of development can lead to a reduction in the
size of organs and tissues with changes in activity of enzymes associated with glucose
metabolism [10]. Regarding glycide metabolism, undernutrition usually leads to a disturbance
of the glucose homeostasis, causing hypoglycemia, which is not necessarily related to a low
concentration of hepatic glycogen [28]. In table IV we observed a decrease in glucose and
albumin concentration in undernourished groups.

In rats during lactation, gluconeogenesis is the predominant pathway for the hepatic
production of glucose, since the glycogen concentration in liver is small [29]. However, table
Il shows that at age of 21 postnatal days, the PGGL group presented an increase of the
hepatic glycogen concentration compared to normally fed rats of the same age. This fact can
be explicable either for the rise in glycogen synthases activity, or due to a higher sensitivity to
insulin in the undernourished rats [30].

During lactation, the lipids from the mother's milk keep the postnatal hyperketonemia
[31]; indeed, as soon as lactation begins, the newborn receives a high lipid contents and low
carbohydrate content [32]. The conditions of extreme hyperlipolysis and hypoalbuminemia
seen for the undernourished groups of the rats have been noted in both the human small-for-
gestational age neonate and marasmatic infant as part of metabolic adaptations to severe
uterus or postnatal undernutrition. The hyperlipolysis of adipose tissue in malnourished
humans or rats indicates inadequate energy, which is compensated for by the conversion of
non-esterified fatty acids to ketone bodies [33]. The fatty acids and ketonic bodies may

guarantee the energetic homeostasis, as alternative subtracts to the glucose to tissues
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development and growth [34]. Gusman et al [35] have reported that maternal protein
undernutrition leads to the appearance of hyperketonemia in rat pup and alterations in the
properties of hepatic CPT-1 may be involved with this fact. Pre- and postnatal administration
of the low-protein diet increased CPT-1 activity in pup and make this enzyme less sensitive to
malonyl-CoA, which permit the consequent hepatic ketogenesis [35].

As can be observed in table V, the three types of undernutrition provoked an important
increase in hepatic cholesterol concentration. In exception to GL(+)M group, the other
undernourished groups showed an increase in cholesterolemia, compared to control group
(25% protein). Moundras et al. [36] found a discrete increase in plasma cholesterol of rats
submitted during 21 days to diets containing 8% of casein, compared to groups that received
16% and 32% of casein, during the same time. Indeed, undernourished group presented an
increase in hepatic HMG CoA activity. This result, in part, could justify our results.

The plasma triglyceride concentration decreased markedly in undernourished group
with Met, compared to control group (table V). Our results are in according to Madani et al.
(37) that showed an important decrease in the plasma total VLDL and triglycerides
concentration, in rats submitted to diets containing 10% of casein compared to diet with 20%
and 30% of casein. Shaw and Huang [38] showed that rats that received a diet containing 8%
of lactoalbumin during six weeks, presented rate of secretion a-tocoferol in VLDL, secretion
and activities of lipases (lipoprotein lipase and free total lipase by heparin) in the plasma and
hepatic lipase only 50-60% that observed in the rat feeding with diet containing normal protein
level.

In GL(-)M group (table V), there was a significant reduction in the hepatic triglyceride

concentration, compared to other groups. Noda and Okita [39] showed that undernourished
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rats, during lactational period, presented at 21 postnatal days higher hepatic triglyceride
concentration, when Met was added to the diet. Azevedo et al. [40] and Noda and Okita
(1980) showed that the Met supplementation to diets offered during the lactational period to
undernourished 21 days-old rats, induced an increase in lipid synthesis from acetate. In this
research, it is showed that the three-undernutrition models changes markedly the liver and
plasma lipid content and it is due to multiple factors including Met supplementation.

Furthermore, morphological studies showed that offspring of dams fed on the low
protein diet throughout pregnancy and lactation had reduced number of pancreatic -cells but
increased a-cells [41]. This fact in addition to higher lipids of plasma can increase a lipid
peroxidation found in the diabetic liver and may also play a role in the teratogenic effects of
diabetes in the future life of these rats [42].

Then, in this study was observed that the undernutrition group feed without Met in the
diet was the more prejudicial, in the analysed parameters CNS correlated.

Several hepatic parameters showed morphological and metabolic changes caused
by undernutrition in the early life. These changes can confirm the appearance of risk factors
to chronic degeneractive diseases chance like high arterial pressure, arteriosclerosis, non-
insulin-dependent diabetes mellitus and cardiovascular problems, all related with arise of the

metabolic syndrome in the later life.
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Fig. 2 - Effect of undernutrition on brain weight in 21 days old rats.
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Table 1 - Nutritional composition of the diets (g/Kg diet).

Casein diet

Component 25% 7%
Casein (87% protein)® 287 80.50
Fat (soybean oil) 150 150
Carbohydrate (corn starch) 501.5 708
Salt mix” 40 40
Vitamin mix* 10 10
L-Metionine 1.5 15
Non-nutritive fiber 10 10

Note: Salt and vitamin compositions are according to Horwitz (43). Energy for both diets:
4.3 kcal/g diet.

& Casein, purity 87% (from Farmaquimica, Porto Alegre/RS, Brazil)

L-Methionine (from Merck, Rio de Janeiro, Brazil)

 Mineral mixture (from Roche, Sdo Paulo, Brazil) mg/100g of ration: NaCl, 557; Kl, 3.2;
KH2PO,4, 1556; MgSO,, 229; CaCOs3, 1526; FeS0,4.7H20, 108; MnS0O,4.H,0, 16; ZnSO,4.7H,0,
2.2; CuS04.5H,0, 1.9; CoCl,.6H,0, 0.09.

¢ Vitamin mixture (from Roche, S&o Paulo, Brazil), mg/100g of ration: Vitamin A, 4; Vitamin D,
0.5; Vitamin E, 10; Menadione, 0.5; Choline, 200; PABA, 10; Inositol, 10; Niacin, 4;
Pantothenic acid, 4; Riboflavin, 0.8; Thiamin, 0.5; Pyridoxine, 0.5; Folic acid, 0.2; Biotin, 0.04;

Vitamin B12, 0.003.
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Table 2. Effect of undernutrition on cerebellar weight, protein and DNA concentration in 21

days-old rats, fed with different diets.

DNA (ug%)

Diet Weight (g) Protein (mg%o)
Control 0.223+ 0.009° 16.50 + 0.292
PGGL 0.178 + 0.003? 15.76 + 0.332
GL(+)M 0.172 + 0.004 ? 16.04 + 0.312
GL(-)M 0.125 + 0.004 ° 13.01+ 0.34°

782.81+ 10.59°

834.31 + 17.94 2
766.00 + 33.28 2
1141.43 + 36.88°

Data are expressed as mean + SEM, n = 22. Different letters indicate statistic differences
between distinct diets by ANOVA with posthoc Duncan’s test (p < 0.01).

Table 3. Effect of undernutrition on liver weight, protein, DNA and glycogen concentration in

21 days-old rats, fed with different diets.

Diet Weight (g) Protein (mg%) DNA (ug%) Glycogen (mg%)
Control 2.15+ 0.05° 15.99 + 0.17*° 491.30+ 15.34%*  6.81+ 0.24°
PGGL 0.67 + 0.01° 12.70 + 0.26° 505.38+ 16.52*  9.26 + 0.25°
GL(+)M 0.65+ 0.02° 15.82 + 0.44* 375.33+ 16.41°  4.35+ 4.44°
GL(-)M 0.36 + 0.02° 1221+ 0.22° 47277+ 11.89° 5.23+ 0.45°

Data are expressed as mean + SEM, n = 20. Different letters indicate statistic differences

between distinct diets by ANOVA with posthoc Duncan’s test (p < 0.01). C: control group;

PGGL.: pregestational, gestational and lactational group; GL(+)M: gestational and lactational

with Met supplementation; GL(-)M: gestational and lactational without Met supplementation.
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Table 4. Effect of undernutrition on plasma glucose and serum albumin, in 21 days-old rats,

fed with different diets.

Diet Glucose (mmol/L) Albumin (mmol/L)
Control 8.28 + 0.19% 0.42 + 0.004%
PGGL 6.87 + 0.23" 0.30 = 0.006"
GL(+)M 5.77 + 0.29° 0.35 + 0.008°
GL(-M 6.31+ 0.13" 0.34 + 0.007°

Data are expressed as mean + SEM, n = 12. Different letters indicate statistic differences

among distinct diets by ANOVA with posthoc Duncan’s test (p < 0.01). C: control group;

PGGL: pregestational, gestational and lactational group; GL(+)M: gestational and lactational

with Met supplementation; GL(-)M: gestational and lactational without Met supplementation.
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Table 5. Effect of undernutrition on serum and liver lipids concentration of 21 days-old rats fed with different diets.

Serum (mmol/L) Liver (umol/g)
Groups Cholesterol HDL-C LDL-C Triglycerides Cholesterol Triglycerides
Control 290+ 0.12° 150+ 0.04° 0.60 + 0.04° 1.87 + 0.06° 2.37 + 0.15° 14.15+ 1.37°
PGGL 542+ 0.62° 221+ 008"  1.83+ 0.10° 0.97+ 0.03 446+ 0.15° 2052+ 1.75%
GL(+)M 2.89+ 0.26° 158+ 0.12° 1.07 £ 0.08°  0.44+ 0.02° 5.80 + 0.15% 20.31+ 1.69°
GL(-)M 9.72+ 0.48* 3.25+ 0.15% 5.81 + 0.30% 1.67 + 0.04° 4.09 + 0.23° 3.98 + 0.43°

Data are expressed as mean + SEM, n = 13. Different letters indicate statistic differences among distinct diets by ANOVA

with posthoc Duncan'’s test (p < 0.01). C: control group; PGGL: pregestational, gestational and lactational group; GL(+)M:

gestational and lactational with Met supplementation; GL(-)M: gestational and lactational without Met supplementation.

42



FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Effect of undernutrition on body weight at 1°, 7°, 14°, 21° days of life.

Note: Data are expressed as mean + SEM, n = 37. Different letters indicate differences
among distinct diets within the same postnatal day, and different symbols indicate differences
among distinct ages within the same diet, by ANOVA with post hoc Duncan’s test (p < 0.01).
C: control group; PGGL: pregestational, gestational and lactational group; GL(+)M:
gestational and lactational with Met supplementation; GL(-)M: gestational and lactational

without Met supplementation.

Fig. 2. Effect of undernutrition on brain weight in 21 days old rats.

Note: Data are expressed as mean = SEM, n =10. Different letters indicate statistic
differences between distinct diets by ANOVA with posthoc Duncan’s test (p < 0.01). C: control
group; PGGL: pregestational, gestational and lactational group; GL(+)M: gestational and
lactational with Met supplementation; GL(-)M: gestational and lactational without Met

supplementation.
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IV — DISCUSSAO

Utilizamos ratos Wistar de 21 dias cujas maes foram submetidas a desnutricdo
protéica pré-gestacional, imposta 5 semanas antes da gestacdo e a mesma mantida durante
todo periodo de gestacao e lactacao (denominado grupo PGGL: pré-gestacional, gestacional
e lactacional). Outros dois grupos desnutridos foram mantidos com dietas hipoprotéicas nos
periodos de gestacao e lactacdo e as mesmas foram suplementadas ou ndo com metionina,
sendo respectivamente chamados de grupo desnutrido durante o periodo gestacional e
lactacional com e sem adicdo de metionina: grupos GL(+)M ou GL(-)M, respectivamente.

A desnutricdo imposta em periodos de desenvolvimento embrionario bem como
durante a fase de lactacdo pode provocar alteracdes metabdlicas nos filhotes e desenvolver
fatores de risco para diversas doencgas na vida adulta, motivos que contribuiram para a
escolha do tema desta Dissertacao.

Nossos resultados indicam que, conforme a literatura, a desnutricdo materna afeta ndo
s6 o crescimento corporal, mas também o tamanho de alguns 6rgdos que sdo mais ou
menos preservados, de acordo com as prioridades do organismo. A dieta com 7% de
caseina, sem adicdo de metionina e utilizada nos periodos de gestagéo e lactacdo provocou
uma acentuada diminuicdo das massas corporal, cerebral, hepética e cerebelar aos 21 dias,
comparada com o grupo controle. Embora os grupos PGGL e GL(+)M n&o tenham
apresentado diferenca entre si, nestes parametros, percebeu-se uma diminuicdo de
aproximadamente 60% do peso corporal em comparagdo com o grupo controle, sendo que

0s pesos cerebral e cerebelar também foram menores, porém com uma menor diferenca do
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gue aquela observada sobre o peso corporal. Isto mostra que alguns 6rgaos, principalmente
as estruturas que compdem o SNC, sao relativamente protegidos dos efeitos da desnutrigéo.

A massa hepdética também foi menor em todos 0s grupos com restricdo protéica,
sendo também observadas hipoglicemia e hipoalbuminemia. A diminuicdo da glicemia,
encontrada nos grupos de ratos desnutridos, pode sugerir que estes animais sejam mais
sensiveis a insulina ou ja apresentem alteracdes no niumero de células-p pancreaticas, e com
isso, diferencas na secre¢do de insulina. Um numero reduzido de células-B pancreaticas e
aumento das células a-pancreaticas foi observado em ratos no periodo de lactagéo,
provenientes de mées submetidas a desnutricdo protéica durante os periodos gestacional e
lactacional (Berney et al., 1997).

A hipoalbuminemia esta relacionada a falta de substrato protéico para sintese de
albumina ou a uma menor capacidade de sintese desta proteina, sendo que o menor valor
encontrado neste trabalho foi observado no grupo PGGL, indicando que neste tipo de
desnutricdo cronica pode haver um decréscimo da transcricdo do gene da albumina expresso
pelo figado (Ogawa et al., 1997; Marten et al., 1996). Considerando a elevada concentracdo
de DNA cerebelar e a menor concentracdo de proteinas observadas no grupo GL(-)M, se
pode especular que haja um atraso na maturacdo e que as ceélulas apresentem menor
volume. A menor concentracdo hepética de DNA foi observada no grupo GL(+)M, embora a
concentracdo protéica neste grupo nado tenha diferido do controle. Azzolin et al. (1991)
mostraram que a concentragéo cerebelar de DNA foi maior nos ratos controle aos 7 e 15 dias
de idade, do que nos ratos desnutridos, enquanto que aos 21 dias esta concentracdo foi
maior nos ratos desnutridos. Aos 21 dias o grupo de ratos desnutridos apresentou maior

concentracdo de DNA, com atraso nos processos de divisdo celular no cerebelo (Souza et
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al., 2004).

A concentracao protéica hepética dos grupos PGGL e GL(-)M foi menor e pode estar
refletindo os prejuizos na sintese protéica provocada pela desnutricdo crénica e pela falta de
um aminodcido essencial. A metionina € necessaria para 0 crescimento normal dos
mamiferos por sua utilizacdo na sintese de proteinas e S-adenosilmetionina, sendo que uma
diminuicdo na concentracdo de S-adenosilmetionina ocasiona um decréscimo na metilacao
de diversos substratos que séo importantes para um perfeito funcionamento do organismo.

A gliconeogénese em ratos durante o periodo de lactacdo € a via predominante para
producdo hepatica de glicose, uma vez que a concentracdo de glicogénio no figado é
pequena neste periodo. Contudo, nossos estudos mostraram que o grupo PGGL apresentou
uma concentracdo hepatica de glicogénio, superior aquela observada nos ratos controle, o
gue, provavelmente possa estar relacionado ao aumento da sintese de glicogénio e
diminuicdo da capacidade de mobilizacdo. O mesmo foi observado em estudo de Azzolin
(1999) que mostrou um aumento da atividade das enzimas glicogénio sintetases,
estimuladas pela insulina. Nos dois grupos desnutridos durante os periodos gestacional e
lactacional GL(+)M e GL(-)M observou-se que a concentracdo de glicogénio hepatico foi
inferior & observada no grupo controle e ndo foi mostrada diferenca entre estes grupos, neste
parametro, sugerindo que a metionina nao exerce influéncia significativa no metabolismo do
glicogénio de ratos de 21 dias.

Os trabalhos de Madani et al. (2000) e de Nassir et al. (1997) mostraram que a
concentracao protéica da dieta altera 0 metabolismo lipidico em ratos. A mé& nutricdo protéica
(2% versus 20% de caseina), resultou em marcada reducdo na concentracdo de

triglicerideos plasméticos e foi correlacionada com o acumulo destes lipidios no figado
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(Meghelli-Bouchenak et al.,, 1987; Bouziane et al., 1994). A reduzida sintese de
apolipoproteinas para a formacao de VLDL é responsavel pelo acumulo de lipidios no figado
(Meghelli-Bouchenak et al., 1987). No periodo lactacional, os lipidios do leite materno
mantém uma hipercetonemia poés-natal (Duée, 1986), que € caracteristica do rato em
lactacdo. No entanto, sob condicbes de desnutricdo, nas quais ocorre hiperlipdlise e
hipoalbuminemia, a conversédo de acidos graxos nao esterificados em corpos cetbnicos é
ainda mais intensa, para que seja mantida a homeostase energética. Os corpos cetbnicos
sdo importantes substratos energéticos para o desenvolvimento e crescimento dos 6rgaos
que dependem de glicose, como o cérebro. Além disso, Guzman et al. (1992), relataram que
a desnutricdo protéica materna permite o aparecimento da hipercetonemia nos ratos filhotes
e que alteracdes nas propriedades hepaticas da enzima CPT-1 (carnitina-palmitoil-
transferase 1) pode estar envolvida neste fato. A desnutricdo protéica no periodo pré- e pos-
natal aumenta a atividade da CPT-1 no figado dos filhotes e faz com que esta enzima seja
menos sensivel ao malonil-CoA, o que permite intensa cetogénese hepatica.

A concentracdo hepética de colesterol total, dos trés grupos submetidos a restricdo
protéica, foi elevada, assim como os triglicerideos dos grupos GL(+)M, em relacdo ao grupo
normonutrido. A concentracdo de triglicerideos hepaticos do grupo GL(-)M foi
aproximadamente 5 vezes menor do que a do grupo controle, enquanto a concentracao de
triglicerideos plasmaticos deste grupo nao diferiu do controle, 0 que monstra a intensa
mobilizacdo de &cidos graxos que podem ser convertidos em corpos cetbnicos nestes
animais, ou ainda, sugerindo que a capacidade de exportacdo de lipidios pelo figado ndo é
alterada. Os niveis séricos de triglicerideos nos outros dois grupos desnutridos foram

inferiores aos do controle, sendo que o menor valor foi encontrado no grupo GL(+)M, embora

a7



este grupo tenha apresentado valores de colesterol plasmatico semelhantes aos valores do
grupo controle. Madani et al. (2000) observaram que dietas contendo baixa concentracéo de
caseina (10%) apresentaram uma marcada reducdo na concentragdo plasméatica de
triglicerideos, principalmente em VLDL, enquanto Nassir et al. (1997) também encontraram
uma baixa concentracdo de triglicerideos plasmaticos e de VLDL em ratos alimentados com
dietas contendo 8% de caseina, comparados aos alimentados com 16% e 32% de caseina.
Shaw e Huang (2000) mostraram que ratos alimentados com dieta contendo 8% de
lactoalbumina, o indice de secrecdo de a-tocoferol em VLDL e as atividades de lipases
(lipase lipoprotéica e lipase total liberada por heparina) em plasma e da lipase hepéatica,
foram somente 50-60% daquelas observadas em ratos alimentados com dieta contendo
guantidades adequadas de proteina.

A mais elevada concentracdo plasmatica de colesterol total foi observada no GL(-)M.
Provavelmente, o aumento do LDL-c também encontrado neste grupo possa favorecer a
hipotese de que haja uma diminuicdo na expressao de receptores de LDL-c no hepatdcito, os
quais tém importancia fundamental nos niveis de manutencéo de LDL-c. Madani et al. (2000)
observaram que os niveis de proteina na dieta ndo provocaram alteracdes na concentracao
plasmética de colesterol total, independente do tipo de fonte protéica estudada (proteina de
soja ou caseina). Entretanto, Okita e Sugano (1990) observaram menor concentracao
plasmética de colesterol em animais alimentados com dieta contendo proteina de soja ndo
purificada, em relacdo aos animais alimentados com caseina, fato que pode ser atribuido as
diferencas no tipo de proteina de soja utilizada. Lipidios plasméaticos e hepaticos foram
significativamente alterados pelos niveis dietéticos de caseina, mas eles foram menos

responsivos em relacdo a alterac6es na quantidade de proteina de soja na dieta (Madani et
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al., 2000). Ratos alimentados com dietas contendo 10% de caseina apresentaram niveis
significativamente menores de Apo A-l na fragdo HDL,3; (apesar da massa de HDL,.3),
sugerindo uma diminui¢cdo no nimero de particulas de HDL,.3, provavelmente resultando de
uma sintese diminuida (Madani et al., 2000). Nesse trabalho, os autores mostraram que 0s
niveis de ApoB (B-100 e B-48) em VLDL foram aumentados com crescentes quantidades de
caseina na dieta, o que provavelmente reflete um aumento na sintese de VLDL pelo figado,
além da fracdo definida como HDL-LDL;. Gouache et al. (1991) e Meghelli-Bouchenak et al.
(1987) mostraram que severa deficiéncia de proteina na dieta (inferior a 6g de caseina /100g
racdo), em ratos, resultou em significante diminuicdo nos niveis de apo B e C, as principais
apolipoproteinas do VLDL. Uma diminuicdo na sintese de apolipoproteina no figado é
considerada a principal causa de “figado gordo” na ma nutricdo severa (como kwashiorkor).

Noda e Okita (1980) mostraram que ratos desnutridos com dietas contendo 8% de
proteina de soja, adicionadas de metionina, apresentaram um acuUmulo de triglicerideos
hepaticos e uma maior incorporacdo in vitro de [1-'*Clacetato na fracdo lipidica. Os
fosfolipideos, provavelmente aqueles produzidos a partir da colina, podem ser um fator
limitante para o transporte de lipideos a partir do figado de ratos alimentados com dieta
hipoprotéica adicionada de metionina.

As alteragBes causadas por diferentes modelos de desnutricdo protéica, mostradas
neste trabalho, juntamente com o aumento de lipidios no plasma podem aumentar a
peroxidacdo lipidica, altamente relacionada com os efeitos etiopatogénicos do Diabetes
mellitus tipo Il, arterioesclerose, hipertensdo e outras doencas que podem potencializar
fatores de risco para o desenvolvimento da Sindrome Metabdlica na vida adulta destes ratos.

Os resultados encontrados neste trabalho, que estdo de acordo com outros estudos
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realizados sobre desnutricdo protéica, tanto na vida intra-uterina, quanto no periodo poés-
natal podem levantar hipéteses sobre o aparecimento das doencas crdnico-degenerativas
também em humanos. O periodo e o tempo em que a desnutricdo € estabelecida pode
“programar” alteracbes nas funcdes metabdlicas, muitas vezes de maneira irreversivel,

salientando entdo a importancia do manejo dietético adequado nesses periodos e a

gravidade da desnutricdo protéica infantil.
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V - CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho permitem observar que a desnutricdo
protéica materna, imposta em diferentes periodos e em diferentes niveis de severidade,
influencia significativamente o crescimento e o desenvolvimento dos filhotes, causando
adaptacOes e alteracbes metabdlicas.

Os ratos desnutridos durante a gestacao e lactacdo, cuja dieta oferecida as maes nao
foi adicionada de metionina, foram os mais prejudicados, principalmente na massa corporal e
dos 6Orgédos, além do metabolismo lipidico. Além disso, a desnutricdo provocou atraso na
maturacdo do cerebelo e observou-se que o SNC é parcialmente protegido da desnutri¢éo,
guando comparado com outros tecidos.

O metabolismo dos filhotes do grupo submetido a desnutricdo materna preé-
gestacional, gestacional e lactational sofreu uma série de adaptacdes, de forma que alguns
resultados experimentais se assemelharam com os do grupo submetido a desnutricdo
protéica adicionada de metionina nos periodos de gestagéo e lactacao.

Contudo, as ratas mdes submetidas a desnutricdo protéica nos trés periodos,
passaram 0 maior tempo expostas ao déficit protéico e geraram filhotes desnutridos de um
modo mais crénico.

Os reflexos observados sobre o metabolismo do glicogénio, glicemia e colesterol
hepéatico nos filhotes PGGL levam a hipdtese de que estes animais possam ser mais

predispostos, na vida adulta, aos fatores de risco das doencas relacionadas com a Sindrome
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Metabdlica, ja descrita por varios autores.

Por fim, concluimos que a desnutricdo materna realmente apresenta efeitos deletérios
no metabolismo dos filhotes. Aos 21 dias de idade, além da aparéncia prejudicada, os
resultados bioquimicos encontrados comprovam a severidade do déficit protéico estabelecido
durante o desenvolvimento. As consequéncias desses modelos de desnutricdo podem ter
grandes repercussdes na vida adulta destes animais, sugerindo que a desnutricdo protéica

pode determinar o surgimento de doencgas cronico-degenerativas.
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