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RESUMO

A nutricdo na lactacdo é um importante fator de impressdo para futuras
alteracbes hormonais e metabdlicas no desenvolvimento, que vai regular a
composicdo corporal, a homeostase glicémica e o perfil hormonal dos animai s,
caracterizando o processo de programacado. Nesta etapa critica da vida, a desnutricdo
ou o0 excesso de nutrientes modificam a secrecdo e acdo de varios hormonios,
especialmente a prolactina, leptina e hormdnios tiredideos. Apesar dos diversos
estudos epidemiol6gicos mostrando que o perfil lipidico pode ser programado por
alteragbes nutricionais na gestacdo e lactagdo, contribuindo para maior risco de
doencas cardiovasculares, poucos estudos experimentais foram realizados. Assim,
avaliamos a programacdo do perfil lipidico em diversos modelos de impresséo
nutricional e hormonal em ratos e ovelhas, relacionando a programacéo da massa e
composicdo corporal e homeostase glicémica. Estudamos seis modelos de
programacao, a saber: a) desnutricdo protéica materna na lactacao (dieta com 8% de
proteina); b) bloqueio da prolactina no fim da lactacdo, com o uso de bromocriptina; c)
supernutricdo na lactacdo por reducdo da ninhada (3 vs. 10 filhotes); d) injecdo de
leptina aos filhotes (8 ug/100g peso corporal/dia, nos dez primeiros dias de lactacdo);
e) exposicdo materna a nicotina (6 mg/kg de massa corporal/dia) na lactacéo; f)
desnutricdo protéica e calorica materna de ov elhas na lactacdo. Os ratos programados
pela restricdo protéica materna ganham menos massa corporal, menos gordura total e
visceral, apresentam menor glicemia e insulinemia e a Unica alteragdo programada no
perfil lipidico foi a menor concentracéo sérica de colesterol total (16%). Os ratos cuja
prolactina materna foi bloqueada ganharam mais massa corpora |, maior gordura total e
visceral, apresentaram maior indice de resisténcia a insulina e menor adiponectinemia,
que se refletiu em um perfil lipidico bastante alterado, com elevagéo do colesterol total
(30%), LDLc (1,5X), VLDLc (46%), triglicerideos (49%) e diminuicdo de HDLc (28%),
com consequentes maiores indices de Castellil | (83%) e Il (2X). Os ratos criados em
ninhada reduzida apresentaram maior massa corporal, maior gordura total e visceral,
sem alteracdo da homeostase glicémica e inversdo da relacd o albumina/globulina
sérica, sugestiva de estado inflamatério e menor HDLc (6%). A hiperleptinemia
neonatal fez com que os ratos ganhassem mais massa corporal, mas com reducéo da
gordura visceral, hiperinsulinemia, hipoadiponectinemia (sugestivos de resist éncia a
insulina) e a Unica alteracdo do perfil lipidico foi uma hipertrigliceridemia (37%). A
exposi¢cao materna a nicotina programou para maior massa de gordura total e visceral,
sem alteracdes de homeostase glicémica ou perfil lipidico. Em ovelhas, a desnutricdo
protéica e cal6érica materna na lactacdo programou para menor ganho de massa
corporal e menor HDLc (18 e 22%) em ambos os grupos desnutridos, porém com
menor colesterol total (17%) e LDLc (5%) no grupo cuja mae sofreu restricdo protéica.
Entre os seis modelos estudados, o bloqueio da prolactina € o que programou para
alteracbes do perfil lipidico e da homeostase glicémica mais compativeis com a
sindrome metabdlica. A injecdo de leptina programou para a elevacéo de triglicerideos
(um dos componentes da sindrome metabdlica), enquanto a supernutricdo neonatal e
a administracdo de nicotina ndo produziram modificagdes importantes no perfil lip idico.
A restricdo protéica materna em ratos e ovelhas programou para menor concentracao
sérica de coleterol total, porém nas ovelhas, o HDLc sérico também foi menor. Assim,
dependendo do modelo de impressao utilizado e da espécie estudada, o perfil lipidico
pode ou ndo ser programado para alteragdes compativeis com a sindrome metabdlica.
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ABSTRACT

Nutritional status on lactation is an important imprinting factor for future
hormonal and metabolic changes during development, regulating body composition,
glucose homeostasis and hormonal profile in animals, characterizing the programming
effect. In this critical period of life, malnutrition or overnutrition changes the secretion
and action of several hormones, such as prolactin, leptin and thyroid hormones.
Although several epidemiologic studies confirm the programming effect upon the lipids
profile in humans, caused by nutritional imprinting during gestation or lactation that can
contribute to a higher risk of cardiovascular diseases, few experimental data was
reported. Thus, our main objective was to study the lipid profile in several models of
nutritional and hormonal imprinting in rats and ovine, related to the programming of
body mass and composition and glucose homeostasis. We studied 6 models of
programming: a) maternal protein malnutrition (8% protein); b) prolactin blockadge at
the end of lactation by bromocriptine c) early overnutrition on lactation by litter size
reduction (3 vs. 10 pups); d) leptin injection to the pups (8 ug/100g body weight/day,
for the first 10 days of lactation); e€) maternal nicotine administration (6mg/Kg body
mass/day) during lactation; f) ewes maternal protein (8%) or energie (60%) restriction
during lactation. The programmed offspring whose mother were protein -restricted
during lactation gain less body mass, and when they were 180 days -old, showed lower
total and visceral fat mass, lower serum glucose and insulin and lower total cholesterol
(-16%). The prolactin blockadge programmed for higher body mass, total and visceral
fat mass, higher insulin resistance index and lower serum adiponectin, these effects
were associated to several changes in the lipid profile, such as higher total cholesterol
(30%), LDL-c (1,5X), VDLc (46%), triglycerides (49%) and lower HDLc (28%), with
consequent higher Castelli | (83%) and Il (2X) index. The rats from small litter size
showed higher body mass, total and visceral fat mass, but without changes in glucose
homeostasis and lower albumin/globulin ratio, suggesting a higher inflammatory status
and lower HDLc (6%). Leptin neonatal injection programmed for higher body mass, but
lower visceral fat mass, hyperinsulinemia and hypoadiponectinaemia, suggesting
insulin resistance, with hypertriglyceridemia (37%). Maternal nicotine exposure
programmed for more total and visceral fat mass, with no changes in glucose
homeostais or lipid profile. In ovines, maternal protein or energie restriction during
lactation programmed for lower body mass and lower serum HDLc concentration (18 e
22%) in both malnourished groups. Protein -restricted group showed lower total serum
cholesterol (17%) and LDLc (5%). Considering the 6 studied models, the prolactin
blockadge seems to be the one that produced the changes more compatible with the
metabolic syndrome. Neonatal leptin injection only increased one the component of the
metabolic syndrome (triglycerides), while early overnutrition or nicotine administration
did not produce any important change related to the metabolic syndrome. Protein
restriction in ovines and rodents programmed for lower total cholesterol, but the ovines
showed also lower serum HDLc. In conclusion, the lipid profi le can be programmed in
different manner depending on the imprinting model and the specie studied.



INTRODUCAO

1 — Programacéao Metabodlica

O termo programacdo metabdlica € definido como um fenémeno biologico
adaptativo que estabelece rela¢des entre estimulos fisico -quimicos em periodos criticos
no inicio da vida, como a gestacdo e/ou lactacdo, e estados funcionais durante o
desenvolvimento (Lucas, 1994; Barker, 2003; De Moura & Passos, 2005). Alguns
estudos mostraram que situacdes adversas que afetam o desenvolvimento, como
desnutricdo e alteragcbes hormonais, em periodos criticos da vida, sdo capazes de
influenciar permanentemente a estrutura e a fisiologia de 6rgaos e tecidos (Walker &
Courtin, 1985; Pracyk et al., 1992; Dorner & Plagemann, 1994; Godfrey & Robinson,
1998; Cravo et al., 2002; Passos et al., 2002; Teixeira et al., 2003).

Um dos primeiros estudos a levantar esta hipétese foi realizado com recrutas
gue nasceram no periodo conhecido como a “fome holandesa”, na qual as maes
sofreram restricdo alimentar nos dois primeiros trimestres da gravidez, observando -se
aumento na incidéncia de obesidade na idade adulta (Ravelli et al., 1976). Dados
similares foram descritos em estudos com animais desnutridos na gestacao ou lactagéo
(Jones & Friedman,1982; Jones et al.,1984; Anguita et al., 1993; Passos et al., 2000).

A lactacdo € um periodo critico, onde ha um importante desenvolvimento
cognitivo e neurologico. Sugere -se que fatores ambientais adversos nesta fase da vida
podem causar alteracbes fisiologicas, predispondo a génese de doencas
cardiovasculares e da Sindrome Metabolica (obesidade, dislipidemia, hipertenséo arterial
e diabetes mellitus tipo 2) no adulto (Godfrey & Barker, 2000; Edwards et al., 2001;
Phillips, 2002; Jaquet, 2004).



1.1 — Programacao Nutricional

Estudos epidemiologicos e experimentais mostram que a desnutricio na
gestacao e/ou lactacado esta associada ao desenvolvimento da obesidade na vida adulta
(Hales, 1997; Godfrey & Robinson, 1998; Ravelli et al., 1999; Velasquez-Melendez et al.,
1999; Godfrey & Barker, 2000; Sichieri et al., 2000).

A desnutricdo na gestacdo ou lactacdo pode ser responsavel por modificacdes
na homeostase glicémica, como redugédo na secrecdo de insulina (Hales et al., 1991,
Desai & Hales, 1997; Moura et al., 1997; Bertin et al., 1999; Ozanne & Hales, 2002;
Moura et al., 2002; Benyshek et al., 2004), aumento da sensibilidade a insulina, quando
o animal € mais jovem (Moura et al., 1997) e resisténcia a sua acdo, quando se torna
mais velho (Plaggeman, 2006), diminuicdo de células beta, menor conteddo de insulina
pancreatica (Bertin et al., 1999) e aumento da glicogendlise na vida adulta (Burns et al.,
1997).

O estado nutricional perinatal determina a capacidade do adipdcito sintetizar
leptina futuramente (McMillen et al., 2006), ja tendo sido demonstrado que individuos
com baixo peso ao nascer apresentam hiperlepti nemia quando adultos (Phillips et al.,
1999).

A desnutricdo protéica materna na lactacdo é capaz de programar as
concentracdes séricas de leptina (Moura et al., 2002), insulina (Vickers et al., 2001a;
Vickers et al., 2001b; Fagundes et al.,, 2007), corticosterona (Catalani et al., 2000;
Fagundes et al., 2007) e hormonios tiredideos (Passos et al., 2002; Dutra et al., 2003) na
idade adulta. No modelo de desnutricdo na lactacdo desenvolvido em nosso laboratorio,
demonstrou-se que o estado nutricional materno programa o peso corporal, a funcao
tiredidea e o metabolismo intermediario da prole adulta, como evidenciado nos quadros 1
e 2. Recentemente, em nosso laboratdrio, Fagundes et al. (2007), verificaram que a
prole adulta de ratos Wistar, cujas maes sofreram restricAo protéica, tiveram uma
reducdo de 26% na insulina sérica e aumento de 90% na corticosterona sérica,

confirmando o fenbmeno da programacéo hormonal em modelo animal (Quadros 1 e 2).



Quadro 1. Dados da programacao pela restricdo protéica (RP) mate rna na lactacao

Peso corporal N Passos et al., 2000
Gordura visceral e total J

Catecolaminas )

Corticosteronemia ) Fagundes et al., 2007
Glicemia J

Insulinemia J

Leptinemia = Teixeira et al., 2002
Efeito anorexigénico da leptina l Passos et al., 2004
Ob-Rb hipofisério T Vicente et al., 2004
RNAm do GH J De Moura et al., 2007
T3 e T4 (totais e livres) T Passos et al., 2002; Dutra et al., 2003;
TSH sérico J Lisboa et al., 2008
Captacdo de I )

Atividade D1 hepatica T Dutra et al., 2003
Atividade D2 hipofisaria )

Atividades D1 e D2 tiredidea =

Atividade D1 muscular )

Atividade D2 muscular \ Lisboa et al., 2008
Secrecdo de TSH pés-TRH in vitro {

Atividade GPDm hepética )

Quadro 2. Dados da programacao pela restricdo cal érica (RC) materna na lactacéao

Peso corporal 0 Passos et al, 2000; Teixeira et al., 2002
Leptinemia = Teixeira et al., 2002

Efeito anorexigénico da leptina \’ Passos et al., 2004

Ob-Rb hipofisério T Vicente et al., 2004

RNAmM do GH T De Moura et al., 2007

T3 total 0

T, total = Passos et al., 2002; Dutra et al., 2003
TSH sérico { Dutra et al., 2003

Captacéo de I 0 Passos et al., 2002

Atividade D1 hepatica T Dutra et al., 2003




1.2 — Programagao Hormonal

De acordo com Csaba (2000), a programacao hormonal ocorre no periodo
neonatal, quando ha o amadurecimento dos receptores hormonais. Foi relatado que
mudancgas nas concentracdes circulantes de hormonios tiredideos em ratos neonatos
alteram permanentemente a sensibilidade do eixo hipotalamo -hipéfise a estes horménios
(Walker & Courtin, 1985; Pracyk et al., 1992; Moura et al., 2008).

Os glicocorticoides sao importantes reguladores do desenvolvimento e
maturacdo de Orgdos, porém a exposicdo fetal ao seu excesso produz menor
crescimento, hipertensao arterial, hiperglicemia, maior atividade do eixo hipotalamo -
hipofise-adrenal e ansiedade na prole adulta (Benediktsson et al., 1993; Lindsay et al.,
1996; Welberg et al., 2000). A administragdo perinatal de androgénios programa um
padrdo masculino de liberacédo de LH e FSH (Vom Saal & Bronson, 1980). A injecdo de
insulina em ratos neonatos é capaz de levar a obesidade na vida adulta (Dorner &

Plagemenn, 1994).

A administracdo de leptina em ratas gestantes programa menor crescimento
esquelético e adiposidade, sem alterar a ingestdo alimentar da prole adulta (Nilsson et
al., 2003). Ja foi demonstrado que o tratamento neonatal com leptina em fémeas reverte
as alteracbes (obesidade, hiperinsulinemia e resisténcia a leptina) programadas pela
desnutricdo na gestacéo (Landt et al., 1998; Smith & Waddell, 2003), enquanto que em
machos resulta apenas em reduc¢édo transitdria do ganho de massa corporal (Vickers et
al., 2008), mostrando que o tratamento neonatal com leptina é capaz de conferir
protecdo contra o desenvolvimento do fenétipo metabdlico programado. Tais evidéncias
reforcam a importancia da leptina na determinacdo da homeostase energética, além de
sugerir que os efeitos da leptina sdo modulados pelo género assim como pelo estado

nutricional pré e pos-natal.

Com base nos dados anteriores resultantes de pesquisas realizadas em nosso
laboratério, onde observamos que a desnutricdo materna na lactacdo programa
alteracbes de peso corporal e funcéo tirebidea na vida adulta, foram desenvolvidos
alguns modelos experimentais com o objetivo de isolar os possiveis fatores candidatos
responsaveis por tal programacédo. Foram estudados na lactagdo os seguintes modelos:

-4 -



administracdo de tiroxina na prole (quadro 3), leptina na prole (quadro 4) e materna

(quadro 5) e inibicdo da prolactina materna (quadro 6).

Quadro 3. Dados da programacao (60 dias de idade) pelo hipertireoidismo neonatal

Peso corporal

<—

Gordura total

Leptinemia

T3 e T, totais

TSH sérico

Captacdo de I

Atividade D2 hipotalamica

Atividade D2 hipofisaria

Atividades D2 TAM

Atividade D1 muscular

Atividade GPDm hepatica

e R e e R R e IS

Moura et al., 2008

Quadro 4. Dados da programacao pela administragéo de leptina na prole

Peso corporal T Cravo et al., 2002; Toste et al., 2006a
Gordura visceral e total = Toste et al., 2006b
Catecolaminas T Trevenzoli et al., 2007
Pressao arterial sistdlica e T

frequéncia cardiaca

Glicemia = Toste et al., 2006b
Insulinemia )

Leptinemia T Teixeira et al., 2003; Toste et al., 2006a
Efeito anorexigénico da leptina N Toste et al., 2006b

Ob-Rb hipotalamico { Toste et al., 2006b; Dutra et al., 2007
Ob-Rb tiredideo { Dutra et al., 2007

Tz e Tylivres T Teixeira et al., 2003; Toste et al., 2006a
TSH sérico { Toste et al., 2006a

Atividade D1 hepéatica N Dutra et al., 2007

Atividade GPDm hepatica { Toste et al, 2006a; Dutra et al, 2007




Quadro 5. Dados da programacao pela administragdo materna de leptina

Peso corporal T

Gordura retroperitoneal Lins et al., 2005

Leptinemia

Efeito anorexigénico da leptina

> | > >

T; total

T, total

TSH sérico Passos et al., 2007

125|

Captacéo de

Ja a desnutricdo neonatal provocada pela inibicdo da producdo de leite
(Bonomo et al., 2005), via administracdo de um inibidor de PRL, a bromoergoc riptina
(BRO), agonista do receptor dopaminérgico do tipo 2, a ratas lactantes, programou um
acumulo de tecido adiposo retroperitoneal, caracterizando um sobrepeso, menor
concentracao sérica de TSH, T3 e T4, além de maior leptinemia e corticosteronemia na

prole adulta (Bonomo et al., 2007; Bonomo et al., 2008).

Quadro 6. Dados da programacéao pela inibicdo da producao de leite

Peso corporal T

Tecido adiposo retroperitoneal

Leptinemia Bonomo et al., 2007

Efeito anorexigénico da leptina

Corticosteronemia

TaeT, Bonomo, 2003; Bonomo et al., 2008

| ol o] >

TSH sérico

2 — Sindrome Metabdlica

A Sindrome Metabdlica é definida como um conjunto de fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e resisténcia a insulina (com o u sem
intoleréncia a glicose), compreendendo dislipidemia com perfil aterogénico (reducao de
HDLc e hipertrigliceridemia), hiperinsulinemia, hipertensao arterial e obesidade (Reaven,
1988; Vanhala, 1999; Garaulet et al., 2000).
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A prevaléncia de componente s individuais da sindrome metabdlica varia entre
as populacdes, logo a prevaléncia da sindrome também varia. Diferencas na genética,
dieta, niveis de superalimentacdo ou subnutricdo, atividade fisica, idade e habitos
corporais influenciam a prevaléncia do distarbio (Cameron et al., 2004). Existe uma
relac@o entre alguns parametros da sindrome metabdlica e polimorfismos para os genes
da leptina e de seus receptores (Duarte et al., 2007). Assim, a leptinemia, ou a sua agéo,

pode contribuir para o surgimento da sindrome metabolica.

2.1 — Obesidade

A obesidade é caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal em
relacdo a massa corporal total, com consequiente aumento de peso do individuo (Khan &

Flier, 2000), podendo o armazenamento ser subcutaneo ou visceral.

A obesidade no adulto esta associada a co-morbidades, como diabetes tipo 2,
aumento da pressao arterial e desenvolvimento de doenca cardiaca isquémica (James,
1996). O aumento de gordura corporal, em particular visceral ou abdominal, € um fator
de risco para a resisténcia a insulina e para desordens metabolicas (Godfrey & Barker,
2000; Gabriely et al., 2002), sendo este tipo de obesidade mais relacionada a sindrome
metabdlica (McMillen et al., 2006).

O tecido adiposo secreta uma série de proteinas circulantes capazes de afetar
o0 metabolismo glicidico e lipidico (Havel, 2002), incluindo adiponectina, angiotensina Il,
leptina, resistina, vifastina, TNFa (Flier, 1995). Destas, a adiponectina parece ser a que
apresenta relacdo mais forte com a resistén cia a insulina, encontrando-se diminuida em

condicdes de aumento de adiposidade visceral.

Strbak et al. (1991) mostraram que o desmame precoce (até trés meses de
idade) estava associado a obesidade infantil (um a sete anos de idade). Porém, se o
desmame ocorreu entre um e trés meses de idade, os indicadores de aterogenecidade
eram melhores, em decorréncia de maior concentracado sérica de lipoproteina de alta
densidade (HDLc). O modelo experimental de bloqueio da secrecdo de prolactina em

ratos parece se adequar aos dados epidemiolégicos, haja vista que o bloqueio ao final



da lactacdo esta associado a maior ganho de peso e adiposidade (Bonomo et al, 2007),
enquanto no meio da lactacdo, leva a um quadro de menor peso corporal e gordura total

na prole adulta (Pires, 2007).

Para testar a influéncia de altos niveis de colesterol materno sobre a
programacéo do perfil lipidico da prole, foi feita experiéncia de adocdo cruzada, de
filhotes de maes knock out para apoE e controles. Os filhotes criados pelas mées kno ck
out para apoE apresentavam mais hipercolesterolemia e maior incidéncia de
ateroesclerose, mesmo quando eram filhos biol6gicos de mées controle, sugerindo que a
influéncia da colesterolemia materna € maior do que a predisposicdo genética
(Goharkhay et al, 2007).

2.1.1-Leptina

Individuos obesos apresentam hiperleptinemia (Zhang et al., 1994; Maffei et
al., 1995), o que pode significar resisténcia hipotalamica a acdo anorexigénica deste
horménio, devido ao prejuizo no seu transporte pela barreira hemato -encefalica ou
anormalidades nos receptores e/ou na sinalizacdo pos -receptor (Jéquier, 2002).
Hiperleptinemia associada a hiperfagia e obesidade indicam resisténcia a leptina e pode
estar relacionada a génese da obesidade (Maffei et al., 1995; Considine et al., 1996;

Ahima et al., 2000; Ahima & Osei, 2004).

A leptina € um hormdnio secretado principalmente pelo adipécito (Melmed &
Kleinberg, 2002), porém a sua sintese ja foi detectada em tecidos, como hipéfise (Jin et
al., 1999; Jin et al., 2000), cérebro (Morash et al., 1999), masculo esquelético (Wang et
al., 1998), placenta (Sefaris et al., 1997), estbmago (Bado et al., 1998) e glandula
mamaria (Smith-Kirwin et al., 1998). Por meio de sinais hipotalamicos especificos, regula
a ingestdo alimentar e o gasto energético, especialmente por meio do estimulo do
sistema nervoso simpatico (Zhang et al., 1994). Atua nos nucleos hipotalamicos, pela
inibicdo da producéo do neuropeptidio Y (NPY) e do horménio concentrador de melanina
(MCH), que estimulam a ingestdo. Os efeitos da leptina estédo relacionados também ao

estimulo da sintese do horménio liberador de corticotrofina (CRH), que inibe a ingestéo e



eleva o gasto energético; assim como ao aumento da expressao do hormonio melandcito
estimulante (a-MSH), via ativagcdo da pro-6piomelanocortina (POMC), promovendo
também inibicdo da ingestédo (Jéquier, 2002).

O receptor de leptina (Ob-R) pertence a familia dos receptores de citocinas, e
apresenta seis isoformas diferentes: a, b, c, d, e e f (Tartaglia et al., 1995; Tartaglia,
1997). A leptina age principalmente pela sua ligagédo ao receptor de forma longa (Ob -
Rb), ativando a via JAK2/STATS3 (janus quinase 2/ transdutor do sinal e ativadores da
transcricdo 3) (Ghilardi et al., 1996; Vaisse et al., 1996; Bjorbaek et al., 1997; Tartaglia,
1997). O Ob-Rb é amplamente expresso no nucleo arqueado, hipotalamo ventromedial e
dorsomedial, regides cerebrais ligadas ao balanco energético (Elmquist et al., 1998);
sendo também encontrado em adipdcito e hipdfise (Jin et al., 1999), tiredide (Nowak et
al., 2002), ilhota pancreética, adrenal, endotélio vascular, ovério e figado (Hoggard et al.,
1997; Ahima et al., 1999).

2.1.2 — Adiponectina

A adiponectina é um hormonio protéico produzido pelos adipdécitos, que possui
propriedades anti-aterogénicas e de sensibilizagdo a insulina (Hotta et al., 2000;
Yamauchi et al., 2001; Maeda et al., 2002; Combs et al., 2003).

Diferentemente da leptina, cuja concentracdo geralmente € proporcional a
massa adiposa, a concentracdo de adiponectina é maior em mulheres e individuos
magros, estando inversamente relacionada com a quantidade de gordura corporal (Arita
et al., 1999).

A administragéo intracerebroventricular de adiponectina em ratos aumenta o
gasto energético, sugerindo que a adiponectina atua no SNC, regulando o metabolismo

energeético, pelo incremento da termogénese e da oxidagéo lipidica (Qi et al., 2004).



2.2 — Dislipidemia

Dislipidemia é qualquer alteracdo na concentracdo de um ou mais lipidios
circulantes, caracterizada principalmente por concentragdo maior de triglicerideos (TG)
e/ou lipoproteina de baixa densidade (LDLc), e menor concentracdo de lipoproteina de
alta densidade (HDLc). (HENRY, 1995).

Modificacbes nas lipoproteinas plasmaticas sao evidentes em obesos,
notadamente quando ha aumento de gordura visceral, sendo as mais frequentes:
hipertrigliceridemia, maior VLDLc (lipoproteina de muito baixa densidade) e menor HDLc
(Després, 1991). Um quadro de hiperlipidemia, com aumento na quantidade de
lipoproteinas transportadoras de colesterol e triglicerideos, € considerado a causa de

arteriosclerose, com possivel ocorréncia de trombose ou infarto (Arafa, 2005).

O colesterol esta presente nos tecidos e nas lipoproteinas plasmaticas, sob a
forma livre ou combinada com acidos graxos de cadeia long a, quando formam os ésteres
de colesterol. As lipoproteinas sdo as responsaveis pelo transporte do colesterol pela
circulacdo, para utilizacdo e armazenamento, sendo a LDL ¢ a responséavel pelo seu
transporte aos tecidos extra-hepéaticos, além de mediar a sua captacdo e de seus ésteres
em muitos tecidos. A LDLc é conhecida como um importante fator da génese da
aterosclerose, por favorecer a deposicdo de colesterol na parede dos vasos. A LDLc
sérica regula a sintese de colesterol mediante o fendbmeno de down-regulation dos
receptores para LDLc (Goldstein & Brown, 1992; Brown & Goldstein, 1986).

As concentracfes de HDLc estao inversamente relacionadas & formacédo das
placas de ateroma, provavelmente pelo fato de seus niveis séricos refletirem a eficiéncia
de remocao de colesterol dos tecidos. O colesterol livre é removido dos tecidos pela
HDLc e transportado para o figado para conversdo a acidos biliares, no processo
conhecido como transporte reverso de colesterol (Lehninger et al., 1993). A diminuicédo
de HDLc esta relacionada a maior risco de doencas cardiovasculares, mesmo em

pacientes com LDLc controlado pelo uso de estatina (risco cardiovascular residual).
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O tratamento com acido nicotinico tem mostrado tanto aumentar a HDLc sérica

quanto reduzir o risco cardiovascular residual (Hausenloy & Yellon D, 2008).

Em seres humanos, Byberg et al. (2000) apesar de encontrarem relacao entre
baixo peso ao nascer e sindrome metabdlica, ndo encontraram relacdo com a
dislipidemia. O risco de doencas cardiovasculares em individ uos com baixo peso ao
nascer, chega a ser trés vezes maior (Barker et al., 1989). As concentracdes séricas de
apolipoproteina B, que estdo relacionadas ao LDLc, estdo aumentadas em individuos

adultos que tiveram baixo peso na infancia (Fall et al., 1992).

Em animais experimentais, a ligadura da artéria uterina produz uma
desnutricdo fetal, que programa estes animais, na idade adulta, para intolerancia
glicidica, obesidade e dislipidemia, caracterizada por altas concentracbes séricas de

triglicerideos, colesterol total, LDLc, e HDLc diminuida (Nusken et al., 2008).

A restricdo calorica na gestagdo, program a na prole, aos trés meses de idade,
um aumento nos triglicerideos e colesterol hepaticos, nos ratos machos, com aumento
na acido graxo sintetase e na lipoproteina lipase (Choi et al., 2007), enquanto as fémeas
apresentam menor concentracdo de colesterol hepatic 0. Tanto machos quanto fémeas,
apesar destas alteragbes hepéticas, ndo apresentam modificacdo nas concentracdes
séricas de lipidios. Assim, a programacao parece afetar mais os machos que as fémeas.

A restricAo protéica na gestacdo, em ratos machos, programa para maior
concentracdo serica de triglicerideos e colesterol. Porém, se a restricdo ocorre na
lactagcdo, ocorre menor concentracdo sérica de lipidios totais na idade adulta (Zambrano
et al., 2006

2.3 — Hiperinsulinemia e Resisténcia a Insulina

A hiperinsulinemia é apontada como o indicador mais importante da sindrome
metabdlica (Reaven, 2003). Embora a resisténcia a insulina cause hiperinsulinemia, a
exposicdo aumentada a insulina pode também causar resisténcia, por down-regulation

de seus receptores (Kasim-Karakas, 2000).
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A co-existéncia de varidveis de risco para doencas cardiovasculares
relacionadas a sindrome metabdlica estd bem documentada em e studos
epidemioldgicos com adultos e criancas. Embora os mecanismos patolégicos desta
sindrome ndo sejam completamente claros, os estudos prospectivos sugerem que a
hiperinsulinemia ou a resisténcia a insulina exercam um papel importante no seu

desenvolvimento (Jeppesen et al., 2000).

O catabolismo das lipoproteinas ricas em triglicerideos inicia-se com a sua
hidrolise pela enzima lipoproteina lipase (LPL), exercendo a LPL um papel importante,
como facilitadora da captacéo das lipoproteinas remanescentes pa ra a célula (Merkel et
al., 1998). As lipoproteinas remanescentes (quilomicrons e VLDL c) que ndo sao
captadas podem penetrar no endotélio fenestrado e promover a formacéo de placas de
ateroma (Cooper, 1997). A maioria das pessoas com niveis elevados de VLD Lc possui
maior taxa de secrecdo de lipoproteinas ricas em triglicerideos plasmaticos (Ginsberg,
2000). A causa fisiologica mais comum para esta anormalidade parece ser a resisténcia
a insulina, com a combinacdo de fluxo aumentado de acidos graxos da perif eria e
lipogénese estimulada pela insulina, aumentando a producdo de VLDLc (Ginsberg,
2002).

A resisténcia classica a insulina promove aumento de tecido adiposo visceral,
de acidos graxos e triglicerideos plasmaticos, com reducéo da concentracdo de HDL c. A
maior adiposidade visceral eleva sua suscetibilidade a lipdlise, levando ao aumento de
acidos graxos circulantes. Este excesso de acidos graxos reduz a utilizacdo de glicose
no musculo e aumenta a saida de glicose hepética, tendendo a diminuir o glicogéni o
nestes dois tecidos. O excesso de TG na circulagao portal inibe a extragéo e o clearance
de insulina pelo figado, e causa a hiperinsulinemia (Després & Marette, 1994; Kasim-
Karacas, 2000; Jang et al 2001).

A obesidade é o estado clinico mais comum caract erizado pela resisténcia a
insulina (Vanhala, 1999). O acumulo de gordura visceral induz resisténcia a insulina, que
estimula as células B-pancreéticas a secretar mais insulina para manter o metabolismo

normal da glicose. A hiperinsulinemia resultante exac erba a resisténcia a insulina e

-12 -



aumenta o acumulo de gordura (Després & Marette, 1994). Este acumulo de gordura

pode resultar em uma deficiéncia relativa da secrecéo de insulina (Reaven, 1992).

Obesos resistentes a insulina e diabéticos possuem reservas maiores de
triglicerideo hepatico que contribuem primariamente para a sintese de VLDLc (Zammit,
1996).

O aumento de proteinas secretadas pelo tecido adiposo, tais como TNF-a
(Hotmisligil, 1999), angiotensinogénio (Karlsson et al., 1998) e resistina (Steppan et al.,

2001), esta associado com a resisténcia insulinica.

Leptina e insulina sdo os maiores sinalizadores para o hipotalamo manter a
homeostase energética e a adip osidade corporal (Obici et al., 2002), agindo por meio da
inibicdo de peptideos orexigénicos e estimulo dos anorexigénicos. Receptores de
insulina (IR) e de leptina (ObRb) compartiiham uma série de elementos na cascata de
sinalizagédo, tais como JAK2/STAT-3 e PI3K (fosfoinositii 3-cinase). Sugere-se que
leptina e insulina possuam efeitos de sobreposicao no controle da ingestdo alimentar. J&
foi demonstrado que o tratamento crénico com leptina e insulina promove uma down
regulation do IR e ObRb, respectivamente (Benomar et al., 2005). A sobreposicédo de
efeitos da insulina e leptina tem sido atribuida & acdo negativa d estes horménios sobre a
fosforilagdo de JAK e STAT3 (Carvalheira et al., 2001), pelo aumento da SOCS3, e esta
é também capaz de inibir a via de sinaliza¢do da insulina, em PI3K (Bjorbak et al., 2000;
Banks et al., 2000).

3 — Programacao por reducao de ninhada

Existe uma relacéo inversa entre tamanho da ninhada e peso corporal. Ratos
criados em ninhadas reduzidas (3-4 filhotes/lactante) sdo utilizados para o estudo dos
efeitos imediatos e em longo prazo da superalimentacdo poés -natal. Tais estudos
demonstram que estes animais apresentam aumento no ganho de peso na lactacdo, que
persiste na vida adulta. Animais criados em ninhadas reduzidas apresenta m maior
gordura visceral, hiperfagia, hiperleptinemia, hipertensdo, hiperinsulinemia e

hiperglicemia (Plagemann et al, 1992; Plagemann et al, 1999, Velkoska et al, 2005).
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Em um modelo de supernutricdo por reducdo da ninhada, Rodrigues et al.
(2007) encontraram menor captacdo de glicose no tecido adiposo, associado a menor
expressao de GLUT -4, IRS-1, PI3K e atividade AKT, neste tecido.

Lemonier et al. (1973) mostraram que a supernutricdo por reducéo da ninhada
causa hiperinsulinemia na prole adulta de camundongos. Em ratos, a reducédo da
ninhada produz, além da hiperinsulinemia, aumento de colesterol na idade adulta (Hahn,
1984). Duff e Snell (1980) mostraram que animais criados em ninhadas pequenas,
apresentavam uma superexpressdo de enzimas hepaticas envolvidas na sintese de
lipideos, quando adultos, tais como a enzima mélica, a glicose -6-fosfato desidrogenase,
acido graxo sintetase e ATP -citrato ligase.

Portanto, ha evidéncias de que a superalimentacao pds -natal € um importante

fator de risco para obesidade, dislipidemia e outras co-morbidades associadas.

4 — Programacdo pela exposi¢cado a nicotina

As conseqléncias para a saude decorrente do habito de fumar ja sdo bastante
conhecidas, e tém sido umas das principais causas para 0 aumento da
morbimortalidade, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento (Report of the Royal College of Physicians, 2002). Individuos que
fumam apresentam uma série de efeitos colaterais que aumentam 0 seu risco para
doenca cardiovascular, incluindo resisténcia a insulina, aumento de catecolaminas
séricas, que elevam a frequéncia cardiaca e a pressao arterial, e hipercolesterolemia,

hipertrigliceridemia e diminuicdo de HDL ¢ (Campbell et al., 2008).

Na gestacdo, o tabagismo é considerado um fator de risco de mortalidade
perinatal, baixo peso ao nascer e anormalidades neurologicas (Butler & Goldstein, 1973;
Navarro et al, 1989; DiFranza & Lew, 1995). Estudos epidemiolégicos evidenciaram que
criangas nascidas de maes fumantes apresentam maior risco de desenvol vimento de
obesidade e hipertensao na vida adulta (Morley et al, 1995; Vik et al, 1996; Blake et al,
2000; Toschke et al, 2002; Von Kries et al, 2002; Wideroe et al, 2003; Bergmann et al,

2003), embora 0s mecanismos associados a estes efeitos ainda ndo est ejam claros.
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Em ratos, a exposicéo a nicotina por toda a gestacao e nos dez primeiros dias
de vida causa um aumento de peso corporal da prole, a partir dos 35 dias de vida (Chen
& Kelly, 2005). Nos ratos machos esse aumento € transitorio, entretanto nas fé meas, o
aumento de peso corporal persiste até a idade adulta. Outro estudo relatou que o peso
corporal de ratos cujas maes receberam nicotina na gestacao e lactagcéo tornou -se maior
aos 70 dias de vida. Aos seis meses de vida, o peso corporal e os pesos de ventriculo
esquerdo, gordura epididimal, mesentérica e peri-renal foram significativamente maiores

nas proles expostas precocemente a nicotina ( Gao et al, 2005).

Em nosso laboratorio, recentemente, evidenciamos que a administracdo de
nicotina em ratas lactantes programou suas proles adultas para maior peso e
adiposidade corporais, sugerindo uma predisposicdo a obesidade na vida adulta, além

de hipotireoidismo (Oliveira, 2008).

5 — Programacao por desnutricdo neonatal em ovelhas

A maioria dos estudos experimentais de programacdo € realizado em
roedores. Em comparacdo com os seres humanos, os ratos tém ninhadas com dez a
doze animais, 0 que na espécie humana €& praticamente impossivel. Assim, avaliar
modelos de programacé&o em animais que tenham uma prole s emelhante a dos seres
humanos, torna-se essencial para validar determinadas conclusées. Desta forma, com a
finalidade de verificar a programacé&o do peso corporal e da dislipidemia, colaboramos no

estudo da desnutricdo neonatal em ovelhas.

Em trabalho desenvolvido em nosso laboratério (Souza JR, 2008; dados nao
publicados), foi estudada a programacao do peso corporal e da funcéo tire 6idea em
ovinos (Ovis aries), a partir do modelo de restricdo caldrica (RC) e protéica (RP) materna
na lactacdo, simulando a restricdo alimentar na estacdo de seca, periodo que coincide

com maior ocorréncia de partos.

Os cordeiros RC e RP tiveram, respectivamente, 25 % e 40% menor ganho de
peso ao fim da lactacdo. Apos o desmame, o peso corporal se manteve menor, sendo

que, aos 12 meses de idade, foi 16% menor no RP e 13% no RC.
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Quanto a funcéo tiredidea na lactagdo, os HTs séricos foram menores nos
cordeiros RP e RC. Ja os borregos RC de 12 meses, embora sem exibir alteracdo de
HTs, tiveram maior atividade da D1 hepatica e menor atividade D2 hipofisaria, além de
menor D1 e D2 tireoideana. Ambos o0s borregos adultos programados pela desnutricdo
pds-natal apresentaram maior a atividade a-GPDm no figado.

N&o existem relatos na literatura sobre a programacao do perfil lipidico pela

desnutricdo neonatal, em ovelhas.
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OBJETIVOS

Avaliar as alteracbes do perfil lipidico em diferentes modelos

experimentais de programagédo em roedores e/ou ovinos, a saber:
Roedores:
- desnutricdo protéica materna na lactacao
- blogqueio da prolactina ao final da lactacéo
- administracéo de leptina nos dez primeiros dias de vida
- supernutricdo por reducao do tamanho da ninhada
- exposicdo materna a nicotina na lactacéo
Ovinos:

- desnutricdo protéica e calérica em ovelhas lactantes

Relacionar o perfil lipidico dos animais com adiposidade e

homeostase glicémica.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratas Wistar, nuliparas, adultas (trés meses de idade), foram mantidas em
biotério com temperatura (25 + 1°C) e ciclo claro-escuro, 12:00H (7:00h — 19:00H)
controlados. Os animais foram acasalados na propor¢cdo de duas fémeas para um
macho, recebendo racédo comercial (23% de proteina) e agua ad libitum. Apds 24 horas
do nascimento, cada ninhada foi ajustada para seis filhotes machos, com o objetivo de
maximizar o potencial lactotrofico (Passos et al, 2000). Durante a lactacédo, as nutrizes e
as ninhadas foram aleatoriamente distribuidas nos grupos experimentais abaixo. Dois
filhotes de cada ninhada foram utilizados na idade adulta para as avaliacdes, a fim de

evitar o efeito ninhada.

Subprojeto 1 — Restricao protéica materna na lactacdo

Ao nascimento, distribuimos as ratas lactantes em dois grupos:
- RP (restricdo protéica): livre acesso a agua e a dieta hipoprotéica
(8% de ptn), no total de 6 animais.
- C (controle): livre acesso a agua e a dieta normal (23% de ptn), no

total de 6 animais.

A dieta hipoprotéica foi elaborada em nosso laboratorio e sua composi¢do é
mostrada na tabela 1. A fonte protéica (soja) foi a racdo comercial macerada (Labina © —
Purina Nutrimentos LTDA). A fim de se obter uma dieta hipoprotéica e isocaldrica ,
acrescentamos amido de milho. Vitaminas e sais minerais foram compensados, de
acordo com as recomendagdes do American Institute of Nutrition Rodents Diets AIN -
93G.

A RP foi iniciada ao nascimento (dia 0) e mantida até os 21 dias da lactacao
(desmame). ApGs o desmame, as proles receberam dieta normal até o dia d a morte.

As proles C e RP foram mortas aos 180 dias de idade, por decapitacéo.

Utilizamos seis mées por grupo e dois filhotes adultos por mée.
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Este modelo experimental foi aprovado pelo Comité d e Etica Para Uso Animal
do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA/183/2007).

Tabela 1: Composi¢do das racdes normo e hipoprotéica para 1 kg de ragéo

Ingredientes (g) Controle Hipoprotéica

Proteina de soja 230.0 80.0

Amido de milho 676.0 826.0
Oleo de soja 50.0 50.0
Mistura de vitaminas** 4.0 4.0
Mistura de minerais** 40.0 40.0

Analise:

Energia Total (kcal) 4070.4 4070.4
Proteina (%) 23.0 8.0
Carboidrato (%) 66.0 81.0
Lipidios (%) 11.0 11.0

** Mistura de vitaminas e minerais formulada conforme recomendacgéo do
Instituto Americano de Nutricdo AIN -93G de dieta para roedores; contém a
guantidade recomendada de iodo (Reeves et al, 1993).

Subprojeto 2 — Bloqueio da prolactina nos trés ultimos dias de lactacao

Ao nascimento, distribuimos as ratas lactantes em dois grupos:

- BRO (bromocriptina): recebeu 1 mg de 2-bromo-alfa-ergocriptina
(Novartis, SP, BR) em 200 pl (solucdo metanol -salina, 1:1), duas vezes ao dia, i.p., n0s
trés ultimos dias da lactacéo;

- C (controle): recebeu 200 pl de solucdo metanol-salina 1:1, 2x/dia, i.p.,
nos trés ultimos dias da lactagao.

As proles BRO e C foram mantidas até a idade adulta (180 dias ); para cada
determinagéo, utilizamos dois filhotes machos provenientes de cada rata lactan te (total
de seis ninhadas).

Este modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para uso animal
do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA/186/2007).
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Subprojeto 3 — Supernutricdo por reducdo do tamanho d a ninhada

No 3° dia de lactacdo, distribuimos os recém-nascidos entre as mées da
seguinte forma:
- SUPERALIMENTADO (S): tamanho da ninhada ajustado para trés
filhotes machos/lactante (ninhada reduzida), num total de 6 ninhadas.
- CONTROLE (C): permanece com 10 filhotes/lacta nte (ninhada completa),
num total de 6 ninhadas.

A morte das proles S e C (2 animais por ninhada) ocorreu no 180° dias de
idade.

Este modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Para Uso Animal
do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA/184/2007).

Subprojeto 4 — Administracdo de leptina nos dez primeiros dias de vida

No dia do nascimento, os filhotes foram distribuidos em dois grupos, com 6
maes, cada:
- Leptina (Lep): injetado com 50 pL de leptina (recombinant mouse Lep tin
— National Hormone and Pituitary Program, Harbon -UCLA, Medical Center, CA, USA)
diluida em salina, na dose de 8ug/100g de massa corporal, s.c., nos dez primeiros dias
da lactacao;
- Controle (C): injetado com 50 pyL de NaCl 0,9%, s.c., nos dez primeiros
dias da lactagao.
A morte das proles ocorreu por decapitacdo, aos 150 dias de idade (2 animais
por ninhada).
Este modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Para Uso Animal
do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA/184/2007).
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Subprojeto 5 — Exposicao materna a nicotina na lactacao

Apés 24 h do nascimento, as maes e suas proles foram distribuidas em dois
grupos de 6 maes cada:
- NIC (bomba de nicotina): minibombas osmdticas (Alzet, 2ML2,
California, EUA) implantadas 48 h poés-parto (s.c.), liberando solucéo de nicotina
free base (6mg/Kg/dia) por 14 dias consecutivos de lactacao;
- C (bomba controle): minibombas implantadas 48 horas pés -parto

(s.c.), liberando salina.
A morte das proles (2 animais por ninhada) ocorreu no 180° dias de idade.

Nosso modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA/189/2007).

Subprojeto 6 — Desnutricdo protéica e calérica em ovelhas durante a lactacdo

Todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados no Setor de
Ovinocultura da Fazenda Experimental da Universidade Federal de Mato Grosso
(FAMEV-UFMT), localizado no municipio de Santo Antbénio do Leverger, a 30 km de
Cuiaba-MT.

Utilizamos 36 ovelhas (Ovis ayres) mesticas deslanadas, adultas, pesando em
torno de 41 + 2 kg de massa corporal que, ao nascimento dos cordeiros, foram
distribuiidas em trés grupos:

- Controle (C): dieta formulada de acordo com o National Research Council:
nutrients requirements of sheep de 1985 (NRC-1985), com 15% de proteina bruta;

- Restricdo Caldrica (RC): dieta com restricdo de 50% do nivel do grupo C;

- Restricdo Protéica (RP): dieta com 5% de proteina bruta.
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Todas as ovelhas lactantes e seus respectivos cordeiros foram confinados em
baias de alvenaria de 60 m? de area, contendo um bebedouro automatico e cochos
dimensionados para o numero de animais. A desnutricdo materna se iniciou 24 h poés -
parto e durou todo o periodo de lactacao (60 dias) .

Ao desmame, todos cordeiros receberam dieta “ad libitum”, fundamentada no
NRC-1985, a base de silagem de milho, concentrado e agua, bem como sal mineral a
vontade até tornarem-se adultos (12 meses de idade). Utilizamos apenas os machos,
face a variabilidade inerente ao ciclo estral das fémeas, ficando oito machos/grupo.

Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
da UFMT (proc. n°. 23.108.008.784/07 -4/UFMT).

Avaliacdes realizadas

A massa corporal total e a ingestdo alimentar foram avaliadas a cada quatro
dias do desmame, até a morte dos animais.

A quantidade ingerida de racdo é igual a diferenca entre o peso da ragcédo que
restou na gaiola (Rf) e a quantidade total colocada quatro dias antes (Ri). Calculamos a
ingestao diaria de racdo, de acordo com a formula:

Ingestéo de racédo (g) = (Ri-Rf)n/4

Onde “n” corresponde ao nimero de ratos na gaiola e “4” € o numero de dias.
A morte dos animais, coletamos a massa de gordura visceral (MGV) para
estimar a adiposidade central, por meio da pesagem da gordura das regides

mesenteérica, epididimal e retroperitoneal .
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Avaliacdo da Composicao Corporal:

Apés a morte, todas as visceras foram retiradas e desprezadas, incluindo o
trato gastrintestinal. As carcagas foram pesadas, amolecidas e m autoclave por 1 h e
homogeneizadas em liquidificador com agua destilada na proporcao 1:1 (Leshner et al.,
1972).

Todas as determinacdes para avaliagdo dos constituintes corporais tiveram
suas diluicbes corrigidas, sendo os resultados expressos em g / 100 g de carcaca.

1 — Massa de Gordura Viceral - MGV

Apés a pesagem, foi devolvida a carcaca.

2 — Conteudo corporal de gordura total

O homogenato foi hidrolisado em banho -maria a 70°C por 2 h em KOH 30% e
etanol absoluto; apos adicdo de &cido sulfarico 6M, o s &cidos graxos totais e o colesterol
livre foram extraidos mediante trés lavagens sucessivas com éter de petréleo. O material
foi transferido para um recipiente previamente pesado, e levado a capela de exaustao
até ficar bem seco (Stansbie et al., 1976).

3 — Quantidade de gordura subcutanea

Estimada pela subtracdo da MGV do conteldo de gordura total.

Obtencédo do Soro:

As amostras de sangue foram centrifugadas 3.000 rpm (1.500 xg), por 20

minutos, para obtencéo do soro, que foi congelado a -20°C para posterior analise.

Determinacéo das Proteinas Séricas:

A reacao do Biureto (Gornall et al., 1949) foi realizada para mensuracao das
proteinas seéricas totais. As proteinas presentes na amostra reagem com 0s ions cobre
(I em meio alcalino, originando um complexo colorido que € quantificado por

espectrofotometria em 545 nm. Os valores foram expressos em g/dL.
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A albumina sérica foi determinada pelo método do verde de bromocresol
(Doumas et al.,, 1971). A albumina presente na amostra reage com o verde de
bromocresol em meio acido, originando um complexo colorido que é quantificado por

espectrofotometria em 630 nm em analisador automatizado (modelo Al5 —

BioSystems®). Os valores foram expressos em g/dL.

A fracdo globulina foi quantificada pela diferenca entre a proteina total e a

albumina. Os valores foram expressos em g/dL.

Avaliacao do Perfil Lipidico:

Os niveis séricos de colesterol total (CT), triglicerideos (TG), das fra¢cdes HDL -
colesterol (HDLc), LDL-colesterol (LDLc) e VLDL -colesterol (VLDLc) foram avaliados por
método enzimatico colorimétrico Biosystems ® (Simées et al., 2007).

O colesterol total foi mensurado pelo método da oxidase/peroxidase. O
colesterol livre como os esterificados presentes na amostra originam um complexo
colorido que € quantificado por espectrofotometria em 500 nm em analisador
automatizado (modelo A15 — BioSystems®). Os valores foram expressos em mg/dL.

O colesterol das proteinas de baixa densidade (LDL -c), das de muito baixa
densidade (VLDLc), e os quilomicrons sé@o hidrolisados pela colesterol oxidase mediante
uma reacao enzimatica acelerada que néo forma cor. O detergente presente no reagente
B solubiliza o colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDL c) da amostra, através
do método do detergente direto. O colesterol do HDL é quantificado por
espectrofotometria em 600 nm, em analisador automatizado (modelo Al15 -
BioSystems®). Os valores foram expressos em mg/dL.

Os triglicerideos também foram quantificados no soro, através do método de
glicerol fosfato oxidase / peroxidase. Os triglicerideos presentes na amostra originam
um complexo colorido que é quantificado por espectrofotometria em 500 nm, em
analisador automatizado (modelo A15 — BioSystems®). Os valores foram expressos em
mg/dL.
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Os valores de LDLc e VLDLc foram obtidos usando a formula de Friedewald
(1972):

1) LDLc (mg/dL) = colesterol total — (Triglicerideos/5) — HDLc

2) VLDLc (mg/dL) = Triglicerideos/5

Os indices de Castelli | e Il foram obtidos através das seguintes férmulas:

1) indice de Castelli | = Colesterol total / HDLc

2) Indice de Castelli Il = LDLc / HDLc

Determinacéo da Glicemia:

A glicemia foi analisada no sangue da veia caudal dos ratos em jejum,
utilizando-se um glicosimetro (ACCU-CHEK® Advantage, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), com tiras reagentes de glicose-glicose oxidase e leitura no aparelho por

reflectancia.

Dosagem da Insulina sérica:

Determinada com a utilizacao de kit comercial para RIE (ICN Biomedicals ®,
USA), com coeficiente de variacdo intraensaio de 4,2%. Os valores f oram expressos em
pUl/ml, e o limite de deteccéo do ensaio foi de 0,1 a 10 ng/ml.

Avaliacao da Sensibilidade Insulinica:

Estimada pelo indice de resisténcia insulinica (IRI), como descrito

anteriormente (Ahrén & Scheurink, 1998), calculado a partir da seguinte férmula:

IRl = Insulina (nUI/mL) x Glicemia (mmol/L)
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Determinacdo da Adiponectina Sérica:

Determinada com a utilizacdo de RIE por kit comercial (Linco Research, Inc®),
com coeficiente de variacao intraensaio de 7%. Os valores foram expressos em ng/ml e
o limite de detecgéo do ensaio foi de 0,5 a 100 ng/ml.

Analise Estatistica:

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para a
comparacao entre os grupos de roedores, utilizamos o teste t de Student ndo pareado,
enquanto que para os grupos de ovelhas utilizamos andlise de variancia (ANOVA)
univariada com pos-teste de Newman-Keuls. No acompanhamento do peso corporal e
ingestao alimentar foi utilizada ANOVA bi-variada, com poés-teste de Newman-Keuls. As

diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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RESULTADOS

Subprojeto 1 — Restricao protéica materna na lactac 3o

Massa corporal e Ingestao alimentar
A prole RP mostrou menor ganho de peso corporal (p<0.0001), desde a
lactacdo (-41% ao desmame) até os 180 dias de idade (-18%; fig 1A), apesar de nao

apresentar alteracdo no consumo alimentar apés o desmame (fig 1B).
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Figura 1: Evolucao de massa corporal (A) e ingestdo de ragdo (B) do desmame até os 180 dias de vida
dos ratos controle (C) e restricao protéica (RP), n= 12 animais/grupo. Valores representam média + EPM, *

p<0,0001.
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Avaliacdo da Composicéo Corporal
A massa de gorgura visceral do grupo RP foi menor aos 180 dias de idade (-
19%; p<0,05, fig 2A), assim como o contetdo de gordura total (-14%; p<0,05, fig 2B).
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Figura 2. Massa de gordura visceral ou MGV (A) e gordura total (B) de ratos adultos cujas maes sofreram

restricdo protéica na lactacdo. Dados expressos como média + EPM, onde: * p<0,05. n=12 animais/grupo.
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Homeostase Glicémica

A tabela 2 mostra a avaliagdo do metabolismo glicidico da prole de mées
submetidas a RP na lactacdo. A glicemia dos animais RP foi menor aos 180 dias de
idade (-17%, p<0,05), enquanto que insulinemia mostrou-se reduzida (-24%, p<0,05;
respectivamente). Apesar disto, em relacéo a sensibilidade a insulina, os animais RP nao

apresentaram alteracdo no IRI, nem na adiponectinemia (fig. 3).

Tabela 2: Metabolismo glicidico dos animais programados pela RP materna na lactacéo

180 dias

Glicemia C 80,9+3,7
(mg/dL) RP 67,00 + 2,0
Insulinemia C 67,4+5,8
(RUI/mL) RP 51,4 + 4,3*
C 268,1 + 33,7
IRI RP 238,6 + 33,0

Valores representam média + EPM; n=12 animais/grupo; * p<0,05

Adiponectina (pug/mL)

Figura 3 — Adiponectina sérica em animais programados pela RP materna durante a lactagdo Valores

representam média + EPM; n=12 animais/grupo;
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Determinacao das proteinas séricas

A tabela 3 mostra que os animais RP ndo apresentam alteracbes nas
concentracdes séricas de proteinas e de suas fracdes.

Tabela 3: Proteinas séricas totais e fracdes dos animais programados pela RP na

lactacao
180 dias
Proteinas totais C 6,6+ 0,3
(g/dL) RP 6,3+ 0,1
Albumina C 2,9+0,2
(g/dL) RP 2,8+0,1
Globulina C 3,7+0,1
(g/dL) RP 3,5£0,1

Valores representam média = EPM; n=12 animais/grupo;

Avaliacédo do perfil lipidico

Como mostrado na tabela 4, os ratos RP apresentaram apenas menor
colesterol total aos 180 dias (-16%, p<0.05).
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Tabela 4: Perfil lipidico dos animais programados pela RP materna na lactacéo

180 dias

Colesterol total C 68,0+ 2,7
(mg/dL) RP  57,8+0,9*
HDLc C 239+1,4
(mg/dL) RP 20,9+ 1,4
LDLc C 30,2+ 3,7
(mg/dL) RP 29,1+ 1,3
VLDLc C 8,9+0,9
(mg/dL) RP 10,8+ 1,2
Triglicerideos C 454+ 4,1
(mg/dL) RP 449+ 2,8
indice de Castelli | C 2,7+0,1
RP 2,9+0,2

indice de Castelli Il C 1,3+ 0,2
RP 1,4+ 0,2

Valores representam média = EPM; n=12 animais/grupo; * p<0,05
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Subprojeto 2 - Blogueio da prolactina nos 3 uGltimos dias de lactacao

Massa corporal e Ingestao alimentar
A prole BRO aos 180 dias apresentou maior massa corporal total (+10%,

p=0,002), sem alteracao de ingestao alimentar relativa ao MCT (fig 4).
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Figura 4. Massa corporal (A) e ingestdo de ragéo (B) de ratos adultos cujas mées receberam BRO nos 3

ultimos dias de lactacdo. Dados expressos como média + EPM, onde: * p < 0,002, n = 12 animais/grupo.

Avaliacdo da Composicéo Corporal
Verificamos que a prole BRO apresentou maior massa de gordura visceral
(20%, p = 0,0001; fig 5A), maior gordura corporal total (+41%, p = 0,007; fig 5B).
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Figura 5. Gordura visceral (A) e total (B) de ratos adultos cujas mées receberam BRO nos 3 Ultimos dias

de lactagdo. Dados expressos como média + EPM, onde: * p < 0,007 ou menos, n = 12 animais/grupo.

-32-



Homeostase Glicémica
Como mostrado na figura 6, a prole BRO apresentou maior glicemia (+16%, p
= 0,025), sem qualquer alteracdo na insulina sérica, porém com maior indice de

resisténcia a insulina (+24%, p<0,05) e menor adiponectina sérica (-16%, p=0,02).
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Figura 6. Glicemia (A), insulinemia (B), indice de resisténcia a Insulina — IRI (C) e adiponectinemia (D) de
ratos adultos cujas maes receberam BRO nos 3 Ultimos dias de lactacdo. Dados expressos como média +

EPM, onde: * p < 0,05 ou menos. n = 12 animais/grupo.
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Perfil lipidico

Encontramos maiores concentracdes séricas de colesterol total (+30%,
p=0,003; fig 7A), LDLc (+1,5X, p=0,002, fig 7B), VLDLc (+46%, p<0,05; fig 7D) e menor
HDLc (-28%, p=0,00009; fig 7C).
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Figura 7. Concentragfes séricas de colesterol (A), LDLc (B), HDLc (C) e VLDLc (D) de ratos adultos cujas
méaes receberam BRO nos 3 Ultimos dias de lactacdo: Dados expressos como média + EPM, onde: * p <
0,05 ou menos. n = 12 animais/grupo.
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Os niveis de triglicerideos também foram maiores no grupo BRO (+49%,
p=0,04; fig 8A). Na avaliacdo para risco de aterogénicidade (indice de Castelli),
verificamos maior indice do tipo | (+83%, p=0,001) e do tipo Il (+2X, p=0,005) na prole
BRO (figs 8B e 8C).
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Figura 8. Concentracdo sérica de triglicerideos (A), indice de Castelli | (B) e indice de Castelli Il (C) de
ratos adultos cujas maes receberam BRO nos 3 Ultimos dias de lactacdo: Dados expressos como média +

EPM, onde: * p < 0,005 ou menos. n = 12 animais/grupo.
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Subprojeto 3 - Supernutricdo por reducdo do tamanho da ninhada

Massa corporal e ingestédo alimentar

A partir do 30° dia de vida, observou-se uma diferenca de massa corporal
de 45% (p<0,05). Apesar da reducéo da diferenca durante o desenvolvimento, os
animais superalimentados atingiram a idade de 180 dias com 18% a mais de

massa corporal, quando comparados ao grupo controle (Fig 9).

Acompanhando o consumo alimentar dos animais apdés o desmame,
observamos que o grupo S exibiu uma ingestdo de racdo superior a dos animais
controle. O maior consumo de racédo pelos animais do grupo S foi observado aos 80
(+20%, p<0,05) e aos 120 (+17%, p<0,05) dias de vida e, semelhante ao observado com
a massa corporal total, a diferengca no consumo alimentar entre os grupos aos 180 dias
(+9%, p<0,05) de vida também foi significativo, porém menor que visto em idades mais

jovens (Fig 10).
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Figura 9 — Evolucdo da massa corporal entre 30 e 180 dias de vida. Os valores estdo expressos como

média * erro padrdo. n=12 para ambos os grupos. * p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 10 : Consumo de ragéo dos animais C e S durante o desenvolvimento. Os valores estdo expressos

como média + erro padrdo. n=12 para ambos 0s grupos. * p<0,05 quando comparados ao grupo controle.

Avaliacdo da Composicao Corporal
Os animais do grupo S apresentaram maior massa de gordura visceral e total
(visceral: +52% e total: +38%; p<0,05) (Fig 11). A gordura subcutanea estimada foi ndo

mostrou diferenca significativa entre os grupos (Fig 11).
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I Controle I Superalimentado

Figura 11: Gordura corporal total, visceral e subcutdnea. As barras em azul representam o GC e em

vermelho o GS. n=12 para ambos 0s grupos. * p<0,05 quando comparados ao grupo controle.
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Homeostase Glicémica

A tabela 5 mostra a avaliacdo do metabolismo glicidico da prole cuja ninhada
foi reduzida. A glicemia e a insulinemia dos animais superalimentados ndo mostrou
alteracdo aos 180 dias, assim, como a estimativa de resisténcia a insulina e a
adiponectinemia (fig 12).

Tabela 5: Metabolismo glicidico dos ratos programados pela supernutricdo na lactacéo

180 dias
Glicemia C 829+24
(MG/dL) s 82,4+ 3,1
Insulinemia C 45,1 + 8,3
(WUYmL) S 442134
C 187,8 + 23,8
IRI

S 1955+115

Valores representam média = EPM; n=12 animais/grupo; * p<0,05

Adiponectina sérica (ng/dl)

Controle Superalimentado
Idade (dias)
I Controle I Superalimentado

Figura 12 — Adiponectina sérica em animais programados pela reducdo da ninhada na lactagdo. Valores

representam média + EPM; n=12 animais/grupo;
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Determinacao das proteinas séricas
A tabela 6 mostra que os animais supernutridos na lactacdo apresentam
concentracao sérica de proteinas totais normais, porém a concentracao de albumina foi

12% menor e a de globulina 8% maior.

Tabela 6: Proteinas séricas totais e fragcdes dos animais programados pela supernutricdo

na lactacao
180 dias

Proteinas totais C 7,74 £0,14

(g/dL) S 7,5+0,17
Albumina C 3,88 £0,11
(g/dL) S 3,4+0,14 %
Globulina C 3,86 = 0,07
(g/dL) S  4,16+0,08*

Valores representam média + EPM; n=12 animais/grupo; * p<0,05
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Avaliacdo do perfil lipidico
Como mostrado na tabela 7, os ratos S, aos 180 dias de idade, apresentaram

como Unica alteracdo, uma menor concentragdo sérica de HDLc (-6%, p<0,05).

Tabela 7: Perfil lipidico dos animais programados pela supernutricao na lactacéo.

180 dias
Colesterol total C 58,65+ 1,0
(mg/dL) S 57,50 £ 1,7
HDLc C 16,52 + 0,6
(mg/dL) S 14,53 +0,7 *
LDLc C 32,78 +1,3
(mg/dL) S 31,94+1,3
VLDLc C 11,19 +0,7
(mg/dL) S 10,60 + 0,7
Triglicerideos C 55,48 + 3,6
(mg/dL) S 52,50 + 3,2
indice de Castelli | C 3,8+0,12

S 3,99 +£0,19
indice de Castelli Il C 2,06 +0,11

S 2,28 +0,17

Valores representam média + EPM; n=12 animais/grupo; * p<0,05
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Subprojeto 4 — Administracdo de leptina nos dez pri meiros dias de vida

Massa corporal e Ingestao alimentar
A prole tratada com leptina ganhou mais massa corporal, a partir dos 60 dias

de vida, e ingeriu mais ragao, a partir de 100 dias de vida, como mostra a figura 13.
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Figura 13 — Massa corporal (A) e ingestédo de ragéo (B) na prole tratada com leptina nos 10 primeiros dias
de lactagdo. Grupo Lep - livre acesso a agua e racéo, recebendo inje¢cdo de 8ug de leptina/100g PC;
Grupo Controle livre acesso a agua e racdo, recebendo injecdo de solucdo salina. Os dados estdo

expressos como média * erro padrdo de 12. A seta indica diferencga significativa entre os grupos * p<0,05
vs C
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Avaliacado da Composicao Corporal
A figura 14 mostra que a gordura corporal total ndo difere do controle aos 150
dias, porém a MGV foi menor (-23,8%, p<0,05).
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Figura 14 — Gordura total relativa a massa corporal (A) e gordura visceral relativa a massa corporal (B) na
prole tratada com leptina (8 png/100g PC/dia) nos 10 primeiros dias de lactagdo. Os dados estdo expressos

como média + erro padrdo de 12 animais, * p<0,05.
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Homeostase Glicémica

A glicemia ndo foi programada pela administracdo de leptina na lactagao.
Porém, o grupo Lep apresentou aumento de insulina sérica aos 150 dias (+1,1 vezes,
p<0,05), assim como diminui¢do de adiponectina sérica (-44,6%, p<0,05) (Fig. 15).
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Figura 15: Glicemia (A) e concentragdes séricas de insulina (B) e de adiponectina (C) dos grupos controle
e Lep aos 150 dias de idade. Grupo leptina - livre acesso a agua e racao , recebendo inje¢do de 8ug de
leptina/100g de PC nos 10 primeiros dias de idade; Grupo C - livre acesso a agua e ragédo , recebendo
injecdo de solucado salina. Os dados estao expressos como média + erro padrdo de 12 animais, em cada
grupo. * p<0,05vs C.
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Perfil lipidico

As concentragBes séricas de triglicerideos, colesterol total e HDL colesterol
aos 150 dias de idade estdo representadas na figura 16. O grupo leptina apresentou
maior concentracdo sérica de triglicerideos (37%, p<0.05). As concentracfes séricas de

colesterol total e HDLc nao foram afetadas pelo tratamento neonatal com leptina
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Figura 16: Triglicerideos e colesterol sérico dos animais do grupo controle (n=12) e programados por
leptina (n=12) aos 150 dias de idade. Grupo leptina - livre acesso a agua e racéo, recebendo injecédo de
8ug de leptina/100g de PC nos 10 primeiros dias de idade; Grupo C - livre acesso a agua e ragao ,

recebendo inje¢cdo de solugéo salina. Dados expressos como média + erro padrdo da media. *p<0.05.
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Subprojeto 5 — Exposicdo materna a nicotina na lact acao

Massa corporal e Ingestao alimentar

Entre 75 e 100 dias de vida, detectamos maior massa corporal na prole
programada (O +10%) pela exposicdo materna a nicotina, sendo que este aumento
significativo sO reaparece a partir dos 150 dias, alcancando 10% aos 180 dias de idade

(fig 17A). A ingestéo alimentar néo foi diferente por todo o periodo analisado (fig 17B).
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Figura 17 : Evolucdo de massa (A) e ingestdo alimentar absoluta (B) da prole controle (C) e nicotina (NIC)
do desmame até os 180 dias de vida, n= 30 por grupo. Valores expressos como média + EPM, p<0,05.
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Composicao corporal
Os animais programados pela administracdo de nicotina as maes na lactacao
apresentaram maior massa de gordura visceral e total, conforme mostrado na tabela 8.

Este aumento permanece mesmo, quando se relaciona a gordura por peso corporal,
conforme pode ser visto na figura 18.

Tabela 8: Adiposidade visceral e total em animais adultos cujas mées foram expostas a

nicotina na lactacao

180 dias

C NIC
MGV 3.66 +0.20 487 +0.52*
Gordura corporal total 9.01+£0.74 1226 +1.17 *

n=10 por grupo. Valores expressos como média + EPM; p<0,05.
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Figura 18 Massa de gordura visceral (MGV) relativa a massa corporal e gordura total relativa a massa da

carcaca da prole controle (C) e nicotina (NIC) aos 180 dias de vida, n= 12 por grupo. Valores expressos
como média + EPM, * p<0,05.
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Homeostase glicémica

N&o encontramos alteracdo na glicemia dos grupos controle e nicotina (C: 73.9
+2.7 e NIC: 70.2 = 1.4 mg/dl).

Perfil Lipidico

A administracdo de nicotina para a mée durante a lactacdo ndo programou
modificacdes no perfil lipidico da prole aos 180 dias de idade (Tabela 9).

Tabela 9: Perfil lipidico da prole adulta programada pela exposi¢do a nicotina na lactacao

Proles adultas

Parametros Controle Nicotina
Colesterol total (mg/dL) 59.1+1.9 53.3+3.1
HDLc (mg/dL) 12.7 +0.8 13.8+1.1
LDLc (mg/dL) 33.6+1.9 32.5+34
VLDLc (mg/dL) 12.8+1.1 14.8+4.8
TG (mg/dL) 64.1 +5.6 50.6 £2.9

Valores representam média + EPM de 12 ratos por grupo.

Subprojeto 6 - Desnutricdo protéica e caldrica em o velhas durante a lactacdo

Massa corporal

A desnutricdo materna provocou menor ganho de massa corporal primeiro nos
cordeiros RP (-42%, 6,62 = 0,34Kg vs. 11,55 £ 0,61Kg, p<0,001) a partir dos 15 dias de
idade, enquanto o RC foi 29% menor na metade final da lactacédo (9,2 + 0,5Kg vs. 11,55
+ 0,61Kg, p<0,001). Aos 45 e 60 dias da lactacéo, o menor peso nos cordeiros do RP foi
acentuado, de modo que foi 24% menor que o grupo RC (7,6 £+ ,5Kg vs. 10 + ,53Kg,
p<0,05), como ilustrado na figura 19.
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Os borregos RP e RC tiveram uma massa corporal 25 a 22% menor,

respectivamente, que o C durante todo o desenvolvimento (fig 20).
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Figura 19 - Evolucdo do peso corporal dos cordeiros nos grupos controle (C), restricdo calérica (RC) e
protéica (RP) na lactacdo. Os dados sdo expressos em média + EPM, n = 12 cordeiros/grupo, sendo *RP

vs. C, p<0,001; “RC vs. C, p<0,001 e ®RP vs. RC, p<0,05.
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Figura 20 — Evolucdo do peso corporal dos borregos nos grupos controle (C), restrigcdo caldrica (RC) e
protéica (RP) no pés-desmame. Os dados sdo expressos em média + EPM, n = 8 borregos/grupo, sendo

*RP vs. C, p<0,01; “RC vs. C, p<0,05.
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Consumo de Alimento

Constatamos um consumo de alimento relativo a massa corporal, 35% maior
no grupo RC aos 6 meses de idade em relacdo ao C (fig 21), ndo havendo diferenca
entre os grupos nas idades subsequentes.
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Figura 21 — Consumo de alimentos relativo ao peso corporal dos borregos nos grupos controle (C),
restricdo caldrica (RC) e protéica (RP) no pés-desmame. Os dados s&o expressos em média + EPM, n =8

borregos/grupo, sendo “RC vs. C, p<0,01.

Glicemia
Os cordeiros RP apresentaram menor glicemia aos 45 (-38,6%, p<0,05) e 60

dias (-46%, p<0,01) da lactacdo em relacdo ao C. Apos o desmame, ndo encontramos
diferenca de glicemia dos borregos (fig 22).
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Figura 22 — Glicemia dos cordeiros na lactacdo e nos borregos até os 12 meses de idade nos grupos
controle (C), restri¢cdo calérica (RC) e protéica (RP). Os dados sdo expressos em média + EPM, n = 12

cordeiros/grupo, n = 8 borregos/grupo, sendo *RP vs. C, p<0,05.
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Proteinemia

Os cordeiros RP aos 60 dias da lactacédo apresentaram proteina sérica total 8
e 6% menor que C e o RC (p<0,05), respectivamente. A concentracao de albumina foi
menor no RP (-10,5%, p<0,01) que o C, conforme mostra a figura 23. N&o houve
diferenca significativa no perfil protéico dos borregos.
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Figura 23 — Evolucdo da concentragdo de proteinas totais e suas fragcdes nos (a) cordeiros na lactagéo e
(b) borregos aos 12 meses de idade dos grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e protéica (RP). Os
dados sdo expressos em média + EPM, n = 12 ovelhas/grupo, n = 12 cordeiros/grupo, n = 8

borregos/grupo, sendo *RP vs. C e “RP vs. RC, p<0,05 ou menos.
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Perfil lipidico

O perfil lipidico se alterou nos cordeiros na lactacdo e na vida adulta. Aos 60
dias de idade, o colesterol total foi menor nos cordeiros RP (-27%, p<0,05), enquanto a
concentracdo da fracdo HDLc foi menor no RP (-14,5% vs. C, p<0,05) e no RC (-13%,
p<0,05) e os triglicerideos foram maiores no RP (+21%, p<0,05) e RC (+29%, p<0,05)
(fig 24). Os borregos aos 12 meses de idade, continuam com colesterol total menor no
grupo RP (-17%, p<0,05). O mesmo acontecendo com as fracdes do colesterol, sendo o
LDLc 5% menor (p<0,05) e o HDLc 22% menor (p<0,05), enquanto o grupo RC
apresentou, apenas, a fragdo HDLc menor (-18%, p<0,05) (fig 25).
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Figura 24 - Lipidograma: (a) colesterol total, (b) HDLc, (c) LDLc, (d) VLDLc e (e) triglicerideos nos
cordeiros aos 60 dias da lactagdo nos grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e protéica (RP). Os

dados sdo expressos em média + EPM, n = 12 cordeiros/grupo, * p<0,05 ou menos.
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Figura 25 - Lipidograma: (a) colesterol total, (b) HDLc, (c) LDLc, (d) VLDLc e (e) triglicerideos dos
borregos aos 12 meses de idade nos grupos controle (C), restricdo caldrica (RC) e protéica (RP). Os

dados sao expressos em média + EPM, n = 8 borregos/grupo, p<0,05 ou menos.
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DISCUSSAO

Subprojeto 1 — Restricdo protéica materna na lactacdo

Confirmando dados anteriores de pesquisas realizadas em nosso laboratério
(Passos et al., 2000; Teixeira et al., 2002, Moura et al., 2007; Fagundes et al., 2007) e de
outros laboratérios (Zambrano et al., 2005; Bieswal et al., 2006; Prestes-Carneiro et al.,
2006; Pinheiro et al., 2008), a prole de ratas lactantes submetidas a RP apresentou
menor massa corporal durante todo o periodo de estudo. Uma parte do menor ganho de
massa deve-se a menor acdo do horménio do crescimento (GH), pois verificamos a
menor expressdo do RNAm para o GH neste modelo (Moura et al., 2007).

Os animais adultos do grupo RP apresentaram menor massa de gordura total e
visceral, menor glicemia e insulinemia, com adiponectina sérica normal. Como a
secrecdo de insulina pode estar diminuida, conforme ja relatado por outros autores
(Moura et al., 1997; Zambrano et al., 2006), o efeito da insulina sobre o tecido adiposo
pode ser menor, 0 que explicaria a lipogénese diminuida. De fato, Garcia-Souza et al.
(2008) demonstraram menor sinalizacdo da insulina em tecido adiposo, neste modelo de
programacdo. Além disso, Sampaio de Freitas et al. (2003) demonstraram que a RP
materna na lactacdo programa para maior atividade da PI3K e ma ior translocacdo de
GLUT4 em musculo de ratos, o que pode explicar uma menor glicemia associada a
menor insulinemia, devido ao aumento da eficiéncia da acao da insulina.

N&o houve programacado para disfuncdes na concentracdo sérica de proteinas e
fracbes na idade adulta, ao contrario do estudo de Zambrano et al. (2006), que
encontraram maior concentracdo sérica de proteinas totais na prole adulta de ratas em
desnutricdo protéica na lactacdo. A diferenca entre nosso estudo e o do grupo de
Zambrano, reside no fato de que eles usaram caseina a 10%, enquanto no nosso houve
diluicdo da dieta com amido, para 8% de proteina de soja.

A desnutricdo protéica provocou poucas alteracdes no perfil lipidico da prole
adulta, que pode ser consequiente a modificacdes no perfil lipidico do leite (Passos et al.,
2000). M&es em desnutricdo protéica apresentaram redugdo no teor protéico do leite,
apesar de nado terem alteracdo na concentracdo total de lipid ios. Porém, como estas

maes produziram menos leite, a quantidade total de lipidios transferida pelo leite foi
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menor. Se algo acontece do ponto de vista de programacado, € até um efeito protetor,
haja vista haver uma diminuicdo no colesterol total do grupo cuja mée foi desnutrida,
guando se tornam adultos. Este resultado corrobor a achados anteriores de Zambrano et
al. (2006), em que a restricdo protéica na lactacdo programou para menor concentracdo
sérica de lipidios totais nos animais adultos. Ndo encontramos outra referéncia na
literatura, comparavel ao nosso estudo. Esta alteracéo pode se dever ao maior efeito da
insulina no figado ou pela acdo dos HTs, que se encontram elevados neste modelo
experimental (Passos et al., 2002; Dutra et al., 2003; Lisboa et al., 2008) e tem efeito
conhecido, aumentando a excrecéao biliar de coleste rol (Berkenstam et al., 2008).
Portanto, resumindo € possivel crer que a nossa prole RP tenha desenvolvido

uma sensibilidade diferenciada a insulina, apresentando uma maior sensibilidade no

hepatdcito e no masculo e uma resisténcia no adipdcito.

Subprojeto 2 — Bloqueio da prolactina nos 3 ultimos dias de lactacao

O encurtamento da lactacdo, devido a inibicdo da prolactina materna com
bromocriptina, programou para a prole adulta alterag6es no perfil lipidico que podem ser,
em parte, explicadas pelas alteracdes ja previamente relatadas no peso e composi¢ao
corporal dos animais adultos (Bonomo et al.,, 2007). Estes animais apresentaram
concentracdes seéricas elevadas de colesterol total, LDLc, VLDLc e triglicerideos,
enquanto o HDLc foi menor e, consequentemente, os indices de Castelli encontraram -se
elevados. Além disso, o hipotireoidismo observado nestes animais (Bonomo et al., 2008)
também esclarece, parcialmente, as alte racdes no perfil lipidico aqui relatada, desde que
€ bastante conhecida a associacdo de hipotireoidismo e dislipidemia (Duntas &
Wartofsky L, 2007; Romaldini et al., 2004).

Os animais estudados apresentaram maior massa corporal total sem alteracao de
ingestdo alimentar (Bonomo et al., 2007), o que caracteriza um provavel
hipometabolismo. Varios fatores podem afetar o gasto energético neste modelo
experimental, tais como: estado nutricional e hormoénios, dentre eles, insulina, leptina,
HTs e catecolaminas.

A prole BRO adulta exibiu acimulo de gordura na regido abdominal (MGV), sendo

esta fortemente relacionada com elevacéo de fatores de risco para DCV e resisténcia a
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insulina. A gordura visceral produz mais citocinas pro -inflamatérias (como TNF-a e
interleucina 6) e menos adiponectina. Tais alteracdes induzem a resisténcia insulinica e
atuam na patogénese da disfuncao endotelial e subsequente aterosclerose (Hamdy et
al., 2006). Também é bastante conhecida a relacdo entre resisténcia a insulina e
dislipidemia.

Como descrito, excesso de gordura visceral estd associado a resisténcia a
insulina (Belfiore & lannello, 1998); como resultado desta resisténcia, ha hiperglicemia.
Nossos achados estdo de acordo com estas informacdes, pois detectamos maior
glicemia e IRI, apesar da insulinemia normal, evidenciando a resisténcia insulinica na
vida adulta neste modelo experimental.

A adiponectina € a adipocitocina associada ao aumento da sensibilidade insulinica
(Shimomura et al., 1999; Berg et al., 2001; Fruebis et al., 2001; Yamauchi et al., 2001).
Ao contrério da leptina, que é proporcional a massa adiposa, a concentracdo de
adiponectina é maior em mulheres e em individuos eutroficos magros (Arita et al., 1999).
Com base na reducdo de adiponectina encontrada nos animais BRO, que pode ser
relacionada com a maior adiposidade, reforcamos a hipotese de resisténci a a insulina.

Véarios estudos mostram hiperleptinemia em obesos (Lonnqvist et al., 1995;
Considine et al., 1995; Schwartz et al.,, 1996; Caro et al., 1996), que, portanto,
apresentam resisténcia a leptina (Maffei et al., 1995; Chung et al., 1997; Halaas et al.,
1997). A injecao de leptina em ratos adultos reduz a ingestdo alimentar apds 2 horas
(Martin et al., 2000); em nosso modelo, os animais adultos BRO ndo apresentaram
alteracdo no consumo ap0s a administracdo aguda e sistémica do hormonio,
caracterizando uma resisténcia hipotalamica ao seu efeito anorexigénico (Bonomo et al.,
2007). Podemos justificar a resisténcia a leptina dos animais adultos do grupo BRO, pela
sua hiperleptinemia, provavelmente, desde o desmame (Bonomo et al., 2005). Estes
dados se assemelham aos observados em dois outros modelos de programacao
desenvolvidos em nosso laboratorio: injecdo de leptina na lactacao, onde verifica -se, na
vida adulta, hiperleptinemia, aumento de peso corporal e resisténcia ao efeito
anorexigénico (Cravo et al., 2002; Lins et al., 2005; Toste et al., 2006a) e modelo de
desnutricdo materna na lactacéo (Passos et al., 2004).

A resisténcia a leptina em obesos pode ocorrer por diversas razdes. A leptina

pode ndo conseguir atravessar a barreira hemato -encefalica (Burguera et al., 2000;
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Banks et al., 2001; Jéquier, 2002), pode ocorrer down-regulation do seu receptor ou sua
sinalizagao intracelular pode estar inibida (Considine et al., 1996; Chua et al., 1996;
Schwartz et al., 1996; Martin et al., 2000, Korner et al., 2001).

E descrito uma associagido entre resisténcia a leptina e resisténcia a insulina,
devido ao cross-talking nas vias de sinalizacdo de insulina e leptina, em especial no
aumento da SOCS3 (Supressor de Sinalizacdo de Citocinas 3), que bloqueia a
fosforilacdo da JAK2, segundo mensageiro da via de sinali zacao da leptina e também da
PI3K, enzima importante na via de sinalizacdo de insulina (Howard & Flier, 2006).

Recentemente, Quijada et al. (2008) mostraram uma relacdo direta entre a
leptinemia e a relagcdo TG/HDLc, em criancas obesas, entre 6 e 12 anos de idade. Da
mesma forma, Nakatani et al. (2008) encontraram relacéo direta da leptina sérica com o
indice HOMA e triglicerideos e indireta com o HDLc. Em uma populacéo de brasileiras
de origem japonesa, maiores de 30 anos de idade, Almeida-Pititto et al. (2005)
encontraram uma relagdo direta entre leptinemia e resisténcia a insulina, mas néo
encontraram relacdo com triglicerideos e HDLc. Porém, em mulheres p0s -menopausa,
Wildman et al. (2008) encontraram uma relagéo direta entre a leptinemia e a resisténcia
a insulina e indireta com o HDLc sérico. Assim, a relagcédo leptina/lipidios séricos parece
depender do sexo e da idade do individuo.

Também a adiponectinemia parece depender do sexo e da idade na sua rel acédo
com a resisténcia a insulina. Em uma populacédo de japoneses, Nakatani et al. (2008)
ndo encontrou relacdo entre adiponectina sérica e indice HOMA, em adolescentes,
apesar de encontrar relagcéo inversa em adultos. Da mesma forma, o grupo de mulheres
pOs-menopausa apresentou relacdo inversa entre a adiponectina e a resisténcia a
insulina e relagdo direta com os baixos niveis de HDLc (Wildman et al., 2008).

Os dados em ratos da interacdo das adipocitocinas com o metabolismo lipidico
sdo ainda escassos. Recentemente Huang et al. (2007), demonstraram que a leptina
corrige as alteracdes no perfil lipidico causada pela administracdo de sacarose. Estes
animais desenvolvem esteatose hepatica e aumento de triglicerideos e VLDL c, que sdo
corrigidos pela administracdo de leptina. Entretanto, a leptina foi incapaz de corrigir a
resisténcia a insulina observada nos animais tratados com sacarose. Assim, N0 NOSSO
modelo de programacéo pelo bloqueio da prolactina ao final da lactacdo, a resisténcia

central a leptina (Bonomo et al., 2007), também deve comprometer perifericamente o
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efeito da leptina sobre o metabolismo lipidico, visto que, apesar da hiperleptinemia,
temos hipertrigliceridemia.

Da mesma forma, a leptina corrige as alteracbes no metabolismo de colesterol em
ratos com resisténcia parcial a leptina por mutacdo no receptor deste hormonio (ratos
Zucker fal/fa). Estes animais desenvolvem obesidade e apresentam deficiéncia na
excrecdo de colesterol que leva a formacdo de calculos biliares. Nestes animais, a
injecdo de leptina reduz a formacdo de calculos biliares e aumenta a excrecao de
colesterol, por diminuir a expressdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)
redutase e aumentar a da esterol 27 -hidroxilase e colesterol 7alpha-hidroxilase, levando
a diminuicdo na biossintese de colesterol, com reducdo de LDLc e aumento do
catabolismo de sais biliares (VanPatten et al., 2001). Portanto, no nosso modelo o
aumento do colesterol e do LDLc, na presenca de hiperleptinemia, se justifica se
considerarmos a resisténcia a agdo deste hormonio.

A funcéo tirebidea normal é essencial para regular o metabolismo lipidico. O
estado funcional tiredideo influencia as atividades noradrenérgicas e lipolitica no tecido
adiposo abdominal subcutaneo in vivo (Levey & Klein, 1990; Haluzik et al., 2003) e ha
evidéncias de que este efeito lipolitico possa, em parte, ser mediado pelas
catecolaminas (Haluzik et al., 2003). Podemos relacionar o hipometabolismo a baixa
concentracdo de T3, pois os HTs sdo conhecidos por sua acdo estimuladora do
metabolismo e da termogénese (Jameson, 2001). Assim, neste modelo experimental, o
hipotireoidismo central (Bonomo et al., 2008), provavelmente devido a resisténcia a
leptina, pode ter sido responsavel pela menor taxa metabdlica basal destes animais,
promovendo um menor gasto energético e favorecendo a deposi¢ao de gordura corporal.
Conforme ja& mencionado, os animais adultos programados pelo bloqueio da lactacéao
exibem hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, maior fragdo LDL ¢, menor fracdo HDLc
e aumento dos indices de aterogenicidade, ocasionado um risco maior de
desenvolvimento de DCV (Després, 1991), fatores estes que podem também estar
associados a diminuicdo da funcdo tiredidea (DeGroot & Jameson, 2005).

Resumindo, podemos dizer que a desnutri¢ &0 neonatal provocada pela inibicdo da
producdo de leite programou para aqueles animais adultos: obesidade com acumulo de
adiposidade central e total, alteracbes na composi¢ao corporal, resisténcia central e

periférica a leptina, resisténcia a insulina e alteracdes do perfil lipidico.
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Subprojeto 3 — Supernutricdo por reducdo do tamanho da ninhada

Como ja descrito na literatura, animais criados em ninhadas reduzidas (trés a
quatro filhotes por lactante), apresentam maior massa corporal quando comparados
agueles criados em ninhada inteiras (dez a 12 filhotes). Nossos dados mostram uma
grande diferenca de massa (45%) ao desmame e que vai se reduzindo (18%) até os 180
dias de vida. A analise da composicao corporal demonstrou que a superalimentagcéo poés -
natal leva ao maior ganho de massa, principalmente, devido ao aumento na gordura
corporal, sendo este aumento devido, fundamentalmente, a gordura visceral.

Corroborando nossos dados, estudos experimentais (Dubuis et al., 1996) e
clinicos (Fiorotto et al., 1991) demonstram que a massa corporal total é altamente
correlacionada com a adiposidade corporal. Outros trabalhos, com este mesmo modelo
experimental, também revelam claramente um aumento na gordura corporal total
avaliada pelo método da carcaga de animais jovens e adultos (Fiorotto & Davies, 1997;
Boullu-Ciocca et al., 2005). E sugerido que o maior depésito de gordura dos animais
criados em ninhadas reduzidas esteja relacionado ao aumento na atividade de enzimas
lipogénicas nos adipécitos (Mozes et al., 2004). Reforcando essa hipétese, Velkoska et
al. (2005) demonstraram que animais com 120 dias superalimentados apds o
nascimento, apresentam aumento no mMRNA da enzima 11 B-hidroxiesteroide
desidrogenase 1 (11B-HSD1) nas células adiposas. Esta enzima converte cortic osterona
em cortisol, que aumenta a lipogénese, principalmente, em adipocitos abdominais
(Livingstone et al., 2000). Tem sido bem descrito que o aumento na gordura visceral esta
diretamente relacionado a sindrome metabdlica e a mortalidade cardiovascular (Barroso
et al., 2002; Carneiro et al., 2003; Ribeiro-Filho et al., 2006).

O aumento na taxa de crescimento dos filhotes criados em ninhadas reduzidas
pode ser influenciado ndo so6 pelo aumento de 20% a 30% no consumo de leite (Morris et
al., 2005), mas também por altera¢cdes na composicao lipidica do leite materno. Fiorotto
et al. (1991) e Mozes et al. (2004), demonstraram maior concentracdo de lipidios no leite
de maes que amamentavam trés ou quatro filhotes (ninhada reduzida), comparado
aquelas que amamentavam 16 filhotes (ninhadas grandes). Portanto, a composicédo do

leite, associada as alteracbes hormonais e enzimaticas, pode ser um dos fatores
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determinantes das diferengas metabdlicas e corporais existentes entre os animais
criados em ninhadas de diferentes tamanhos.

Além de alterar a adiposidade corporal, os animais superalimentados na lactacao
apresentaram hiperfagia desde o desmame até os seis meses de idade. Esta persistente
hiperfagia pode ser consequiéncia de um distirbio no mecanismo de feedback negativo
da insulina, acompanhado de ma formacé&o do ndcleo hipotalamico ventromedial, regido
envolvida no controle da ingestdo alimentar e da massa corporal (Oomura, 1983;
Schwartz et al., 1992). Plagemman et al. (1999a) defendem a idéia de que o sobrepeso e
a hiperfagia também podem se dever a reducdo na sensibilidade a leptina no hipotdlamo
desses animais. Normalmente, a injecdo de leptina reduz a ingestdo alimentar, porém
em varios tipos de obesidade em animais experimentais e em seres humanos, observa -
se um quadro de hiperfagia, apesar de hiperleptinemia, sugerindo o desenvolvimento de
resisténcia a esse hormonio (Levine & Rout, 1996; Mantzoros, 1999).

N&o encontramos alteracdo na homeostase glicémica em nosso grupo
experimental. Entretanto, estudos anteriores demonstraram que 0s animais desse
modelo experimental apresentam, aos 21 dias de vida, normoglicemia acompanhada de
hiperinsulinemia (Plagemman et al., 1999a; Plagemman et al., 1999b, Pereira et al.,
2006) sendo que, aos oito meses, a hiperinsulinemia ja passa a ser acompanhada de
hiperglicemia e hipertensdo, componentes da sindrome metabdlica (You et al., 1990;
Plagemman et al., 1992). E possivel, que pelo fato dos nossos animais, ainda terem seis
meses de idade, estas alteracbes nao estejam implantadas .

Os animais superalimentados na lactacdo programaram, na idade adulta, para
menor concentracdo seérica de albumina e maior de globulina, sem alteracdo das
proteinas totais. Esta inverséo da relacao albumina/globulina esta associada a doencas
renais, tais como a sindrome nefrética. Portanto, seria interessante investigar a fungéo
renal destes animais. Ja foi demonstrado que a superalimentacdo na lactacdo leva a
hipertensdo arterial aos dois meses (Boubred et al.,, 2007) e aos 8 meses de idade
(Plagemann et al.,1992), o que realmente nos leva a concluir que esta manipulagdo no
tamanho da ninhada programa para maior risco cardiovascular na vida adulta.
Curiosamente, esse perfil de reducéo de albumina e aumento de globulina foi encontrado
nos animais superalimentados na idade adulta, indicando um possivel quadro de

inflamacao crénica, o que ja € bem descrito em individuos obesos. Corroborando esta
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idéia, Bourbred et al. (2007), mostraram que aos 12 meses de vida, 0s animais
superalimentados apresentam aumento na taxa de excrecdo renal de proteina,
consequentemente, levando a reducdo sérica de albumina. Neste mesmo estudo, os
autores descreveram que 0s animais superalimentados aos 22 meses de idade
desenvolvem glomeruloesclerose, o que pode ser consequéncia da elev acao na pressao
arterial sistolica observada desde os dois meses de vida.

Ao contrario dos modelos anteriores, a diminuicdo da ninhada programou somente
uma menor concentracdo de HDL c na idade adulta. Isto produziria um potencial maior
risco de aterogenicidade. Hahn (1984) relatou que a reducdo da ninhada produziu
aumento de colesterol em ratos adultos. Neste modelo, a ninhada foi reduzida para
quatro animais e comparada com ninhadas de 14 animais. Duff e Snell (1980) mostraram
que animais criados em ninhadas pequenas, apresentavam, quando adultos, super-
expressao de enzimas hepaticas envolvidas na sintese de lipidios, tais como: a enzima
malica, a glicose-6-fosfato desidrogenase, acido graxo sintetase e ATP -citrato ligase.

As concentracfes séricas de triglicerideos, colesterol total e LDLc n&o diferiram
entre os grupos nesta idade. Esta relacdo de aumento na gordura central e ndo alteracao
das fracdes lipidicas, comparada a modelos experimentais induzidos por dietas ricas em
gorduras ou seres humanos obesos, pode se dever ao fato da alimentacdo apos
desmame, ser com dieta comercial padrdo, ou seja, pobre em gordura saturada e
acucar, componentes dietéticos que estdo diretamente relacionados ao aumento na
sintese enddgena de LDLc e triglicerideos. Assim, para produzir alteracées no perfil
lipidico, teriamos que oferecer dietas hiperlipidicas logo ap6s o desmame.

Por outro lado, em estudos de desnutricdo por aumento da ninhada, Lopez -
Soldado et al. (2006) encontraram que a prole adulta proveniente de ninhadas g randes
(16 animais) apresentava menores concentracdes sericas de AGLs, triglicerideos e
VLDLc, mostrando uma programacao pela desnutri¢cdo calorica.

Subprojeto 4 — Administracdo de leptina nos dez primeiros dias de vida

Nossos resultados confirmam dados anteriores de nosso laboratério em que a
administracdo de leptina nos dez primeiros dias de vida programa para maior massa

corporal e hiperfagia (Oliveira Cravo et al., 2002). Este resultado foi confirmado,
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posteriormente, por Vickers et al. (2008). Tal efeito parece depender da via de
administracdo, haja vista que, por via oral, a leptina previne o ganho de peso em animais
alimentados por dieta rica em lipidios (Pico et al., 2007). Apesar da maior massa
corporal, estes ratos apresentam menor adiposidade central e, como a gordura total n&o
se alterou, supde-se que exista maior massa de gordura subcutanea, ou que ocorra
maior acumulo de gordura intra-hepatica ou intramuscular. Ao mesmo tempo, estes ratos
apresentaram alteragcbes sugestivas de resisténcia a insulina, por apresentarem
hiperinsulinemia e menor adiponectinemia (Toste et al., 2006b). A menor gordura
visceral pode também ser explicada por uma maior acdo simpatoadrenérgica, devido ao
fato que estes animais programados apresentaram maior secrecdo de cat ecolaminas
pela adrenal (Trevenzoli et al., 2007).

Poucos trabalhos relatam alteracdes da concentracdo sérica de lipidios na
programacédo pela administracdo de leptina. Em nosso estudo, a administracdo de
leptina nos primeiros dez dias de vida, diretamente na prole, programou para
hipertrigliceridemia na idade adulta, o que confirma resultado anterior de nosso proprio
grupo (Toste et al.,, 2006b). A resisténcia a insulina pode, em parte, explicar a
hipertrigliceridemia, j& que diabéticos apresentam concentra ¢des séricas elevadas de
triglicerideos (Despres e Marette, 1994). Por outro lado, o fato destes animais
apresentarem maior secrecao de catecolaminas (Trevenzoli et al., 2007), sugere maior

lipdlise, que também poderia explicar este aumento dos triglicerideos séricos.

Subprojeto 5 — Exposicdo materna a nicotina na lactacao

A exposicdo materna a nicotina na lactacdo programou a prole para maior massa
corporal aos 180 dias de idade, a custa de uma maior massa de gordura visceral e total.
E importante ressaltar que este aumento da adiposidade corporal (~30%) detectada em
nosso estudo ocorre em uma magnitude maior que o aumento de massa corporal
(~10%). Ratos expostos a nicotina na gestacao e apds o nascimento (até o 10° dia de
vida) apresentaram sobrepeso a partir dos 35 dias de idade. Apenas no sex o feminino,
este aumento de massa persistiu até os 90 dias de vida (Chen & Kelly, 2005). Também

foi relatado que o peso corporal de ratos cujas maes foram injetadas com nicotina na
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gestacdo e lactacdo tornou-se maior aos 70 dias de idade, assim como eles
apresentaram maiores valores de massa ventricular cardiaca e das gorduras epididimal,
mesentérica e peri-renal aos seis meses de vida (Gao et al., 2005).

Foi relatado que o tratamento com nicotina em ratas adul tas modifica o perfil
lipidico (Abd el Mohsen et al., 1997). No entanto, ndo observamos efeitos da exposicao
materna a nicotina pés-natal sobre as concentracdes séricas de triglicerideos, colesterol
total, LDLc, HDLc e VLDLc na prole de ratos machos quando adultos, apesar do seu
maior acimulo de adiposidade corporal. E provavel que as concentra¢es séricas de
lipidios da prole NIC adulta ndo estejam alterados devido ao consumo normal de uma
racao equilibrada e, talvez se modificassem, caso expostos a dietas hiperlipidicas, como
em trabalhos anteriores, com outros modelos (Vickers et al.,, 2008, Zambrano et al.,
2006).

Subprojeto 6 — Desnutricdo protéica e calérica em ovelhas durante a lactacdo

A diminuicdo da massa corporal, bem como a hipoproteinemia apresentada ao fim
da lactacdo, tornaram-se importantes indicadores de balanco energético negativo dos
cordeiros lactentes. Apesar do esforco metabdlico das ovelhas lactantes RC e RP para
assegurar um suprimento nutricional adequado aos seus cordeiros, garantindo a sua
sobrevivéncia a adversidade nutricional, isto ndo evitou 0 menor ganho de massa, bem
como importantes modificagdes na lipidemia, proteinemia, glicemia ao longo da lactagéo
nos cordeiros e programacgéo nos borregos. Estes resultados demonstram claramente,
os efeitos da desnutricdo energética -protéica materna na lactacdo, causando imprinting
metabolico e hormonal em sua prole. Do desmame até a idade adulta (12 meses),
guando os borregos RC e RP receberam dieta “ad libitum” balanceada , a menor massa
corporal e o desenvolvimento de dislipidemia reforcaram a hipétese de programacéo,
como ja descrito em estudos realizados em outros modelos animais, particularmente, em
ratos e, mais recentemente, em ovinos a partir da gestacao.

O ganho de massa corporal dos cordeiros foi menor na lactacdo nos grupos
desnutridos (-61% RP e -41% RC vs. C). Este achado corrobora o estudo de Passos et
al. (2000), cuja massa corporal da prole de ratas lactantes Wistar desnutridas também foi

menor. Porém, na prole das ratas ndo houve diferenca de massa entre os dois grupos
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desnutridos, enquanto nos cordeiros, a desnutricdo protéica neonatal parece ser mais
prejudicial sobre o ganho de massa corporal.

Se associarmos estes resultados a menor concentracao de proteina total sérica e
suas fracOes (albumina e globulina) nas ovelhas RP e seus cordeiros, constatamos que
a desnutricdo protéica nas ovelhas parece ter sido mais severa que a calorica.

Apos o desmame, a massa corporal dos borregos RP e RC foi menor que o C (-25
e -22%, respectivamente). Outra questao importante é que houve aumento do consumo
relativo nos borregos RC (35% vs. C) aos seis meses de idade, fazendo com que ao final
do estudo, o grupo RC se recuperasse mais que o grupo RP. Isto sugere que o
imprinting ocorrido na massa corporal durante a lactagdo nos cordeiros RP e RC
programaram para uma menor massa corporal na idade adulta. Este resultado €
parcialmente semelhante aos trabalhos realizados em nosso laboratorio, onde a prole de
ratos RP também foi programada para menor massa corporal quando adultos (Passos et
al., 2000; Fagundes et al., 2007). Por outro lado, ratos cuja méae recebeu dieta RC,
apresentaram sobrepeso aos 180 dias de vida (Passos et al., 2000). Em nosso
experimento, os borregos RC foram programados de for ma diferente, ou seja, tiveram
menor massa corporal quando adultos, de forma semelhante ao relatado por Husted et
al. (2007), no qual borregos cujas ovelhas foram submetidas a RC no terco final da
gestacdo, programaram para menor massa corporal aos cinco meses de idade. Todavia,
Oliver et al. (2002), quando avaliaram cordeiros cujas ovelhas foram desnutridas na
gestacdo, observaram a menor massa dos fetos nos grupos desnutridos apenas ao
nascimento, deixando de existir diferenca a partir dos trés meses de idade. Isto sugere
que, em ovinos, a desnutricdo materna na lactacdo exerca um efeito mais importante
sobre a massa corporal de seus cordeiros comparado a desnutricio materna na
gestacao.

Na lactacdo, os cordeiros RP apresentaram menor colesterol total, o que poderia
significar um efeito protetor de aterosclerose, mas estes também apresentam reducao do
HDLc e aumento de triglicerideos, o que representa um risco maior de aterosclerose. O
grupo RC apresentou menor HDLc e maior triglicerideos, assim estes animais podem
apresentar um risco maior de aterosclerose . Apesar das alteracdes diferirem no animal
adulto, ocorre uma clara programacao do perfil lipidico pela desnutricdo na lactagéo,

caracterizada pela menor concentracao seérica de colesterol total e LDLc no grupo RP e
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menor de HDLc em ambos os borregos desnutridos. Novamente, isto sugere que 0s
animais RC apresentam um maior risco de aterosclerose que o borrego RP. Na idade
adulta, ndo houve programacao para triglicerideos séricos. HDLc baixa e triglicerideo s
altos sdo dois componentes importantes da sindrome metabdlica (Howard, 1999). Como
a exposicdo a elevadas concentracdes séricas de triglicerideos € cumulativa sobre a
parede dos vasos, mesmo que a hipertrigliceridemia nos cordeiros lactentes seja
corrigida, o efeito lesivo na génese da aterosclerose pode permanecer.

Os borregos adultos ndo apresentaram hiperglicemia, um outro componente da
Sindrome Metabdlica. Contudo, ndo avaliamos a resisténcia a insulina, pois nao
medimos a concentracdo sérica deste horménio em nossos grupos experimentais. Varios
estudos com ratas RP tém demonstrado modificagdes no metabolismo da glicose e,
consequentemente, na sintese e na secre¢do de insulina (Moura et al., 1997; Burns et
al., 1997; Bertin et al., 1999). Em nosso laboratério, Fagundes et al. (2007) mostraram
que ratos adultos programados pela RP na lactacdo apresentaram maior sensibilidade a
insulina, indicada pelo menor HOMA, além de menor glicemia e menor insulinemia. Mais
recentemente (dados ndo publicados Fagundes, 2008), detectou-se maior conteudo de
glicogénio em musculo esquelético na prole RP aos 180 dias, reforcando a idéia de
maior resposta a acdo da insulina. Estes achados corroboram com estudos prévios
(Moura et al., 1997; Caldeira Filho & Moura, 2000) que mostraram uma menor secrec¢ao
de insulina e maior sensibilidade em ratos adultos submetidos a RP po0s-natal severa
(0% ou 4% de proteina). Zambrano et al. (2006) também evidenciaram hipoglicemia e
maior sensibilidade a insulina em ratos adultos cujas maes fo ram submetidas a RP (10%
de proteina) na lactacdo. Além disso, Sampaio de Freitas et al. (2003) demonstraram
que a RP neonatal programa para maior atividade da PI3K e maior translocacdo de
GLUT-4 em musculos de ratos, o que ajuda a explicar os dados de maior conteudo de
glicogénio muscular. Para justificar este provavel aumento da sensibilidade insulinica,
seria esperado um aumento na adiponectina sérica nestes ratos adultos programados
pela RP na lactacdo, o que néo foi verificado (como ja descrito no subprojeto 1). Porém,
a adiponectina nado € o Unico fator responsavel pela sensibilidade a insulina.

Portanto, a desnutricdo em ovelhas lactantes teve efeito na impressdo metabolica
e hormonal de seus cordeiros, bem como foi capaz de programar para menor massa

corporal e dislipidemia na vida adulta e, em parte, estes resultados diferem dos
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encontrados em ratos. Estas adaptagBes a desnutricdo neonatal foram diferentes e
podem estar associadas ao modelo animal utilizado. A ovelha, assim como a mulher, é
unipara, enquanto a rata € multipara, o que pode contribuir para diferentes adaptacoes
de suas proles frente & desnutricdo na lactacdo apresentando estratégias diferentes de
sobrevivéncia da espécie, através da sele¢do natural durante a evolucdo . Talvez seja por
isto que a maioria dos estudos com seres humanos desnutridos na lactacdo, mostre nao
haver alterac6es importantes na composicao do leite (Méndez et al., 1982). Desta forma,
o modelo experimental de programacao em ovinos pode ser melhor do que os estudos

em roedores, para a extrapolagcéo dos resultados para seres humanos.

Comparacdo da programacdo do perfil lipidico nos diferentes modelos de
impressao

Os modelos de programacdo hormonal foram desenvolvidos a partir do fato de
que, na desnutricdo protéica, encontramos hiperleptinemia e hipoprolactinemia
maternas. A prole, ao desmame, também apresentou hiperleptinemia. Assim, 0s
modelos experimentais de bloqueio da prolactina materna ao final da lactacdo e
administracdo de leptina ao rato neonato, visaram reproduzir a programacao causada

pela desnutricdo protéica neonatal.

O animal programado por restricdo protéica materna parece estar proteg ido de
alteracbes no perfil lipidico que levem a maior aterogenicidade, pois apresentaram
somente menor concentracdo sérica de colesterol total que o do grupo controle. Da
mesma forma, a administracdo materna de nicotina ndo foi capaz de produzir alteracdes
no perfil lipidico. O animal que recebeu leptina na lactacdo, programou para
hiperinsulinemia, hipoadiponectinemia e hipertrigliceridemia. Porém, o caso mais grave €
o da hipoprolactinemia ao final da lactacdo, pois reproduziu alteracbes metabdlicas
compativeis com a sindrome metabdlica, apresentando a prole adulta, hiperinsulinemia,
com menor concentragcdo  sérica de  adiponectina, hipertrigliceridemia,
hipercolestorelemia e piora nos indices de Castelli. Por outro lado, a superalimentacao
neonatal parece produzir alteracdbes menos importantes, haja vista que, apesar do
aumento da massa de gordura visceral, ndo se verificou alte racdo na homeostase

glicémica, e apesar de discreto, contudo significativa, reducéo de HDLc.
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Comparativamente ao rato, a desnutricdo de ovelhas lactantes programou poucas
alteracbes em seus borregos adultos. Quando a desnutricdo neonatal foi apenas
caldrica, assemelhou-se, paradoxalmente, a supernutricdo neonatal em ratos, pelo fato
de que a Unica alteracdo foi a reducdo dos niveis de HDLc. No entanto, os borregos
adultos cujas maes sofreram restricdo protéica, parecem estar relativamente protegidos,
pois, assim como os ratos programados, apresentaram menor colesterol total. Como
estes borregos também apresentaram menor HDLc, tal fato pode neutralizar o efeito

benéfico da menor concentracdo de colesterol total.

Assim, este nosso estudo inicial abre grandes perspectivas para se desvendar o
mecanismo basico pelo qual, impressées hormonais ou metabdlicas, assim como
disruptores farmacoldgicos, podem produzir modificacbes no perfil lipidico na idade

adulta, com possiveis consequ éncias para a saude do individuo.
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CONCLUSOES

O conjunto dos nossos dados nos leva a concluir que modificacdes nutricionais e
hormonais apenas no periodo critico da lactacdo podem produzir futuras alteracdes no

perfil lipidico, repercutindo na saude do individuo adulto.

Os seguintes modelos de programacao em roedores protegeram de alteracdes no
perfil lipidico, prevenindo o risco de maior aterogenicidade:

- A restricdo protéica materna na lactacdo, pois a prole adulta programada

apresentou menor concentracao sérica de colesterol total.

- A exposicdo materna a nicotina, pois a prole adulta, apesar do sobrepeso,
nao exibiu alteracdes do perfil lipidico.

Os seguintes modelos de programacdo em roedores causaram alteracbes no

perfil lipidico, aumentando o risco de desenvolvimento d a Sindrome Metabdlica:

- A hipoprolactinemia materna ao final da lactacdo, pois a prole adulta

obesa apresentou hipertrigliceridemia, hipercolestorelemia e piora nos indices de
Castelli.

- A administragdo de leptina no inicio da lactagdo, pois o animal adulto
apresentou hipertrigliceridemia.

- A superalimentacdo na lactacdo, pois produziu uma reducdo de

concentracao sérica de HDLc na idade adulta, quando os animais sao obesos.

A desnutricdo materna neonatal em ovinos programou alteragbes mais graves na
restricdo caldrica que na protéica nos borregos adultos, com destaque para a menor
concentracao sérica de HDLc.
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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