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I. INTRODUCAO

A gravidez ¢ caracterizada por numerosas modificagdes metabolicas com o objetivo de
reunir os requerimentos de energia necessarios para o crescimento fetal. Imediatamente apos a

fertilizagdo, o organismo materno da inicio a uma série de reajustes para dar suporte ao

crescimento normal do feto e para atender aos requerimentos da lactagio'?.

Do ponto de vista metabolico, a gravidez pode ser dividida em dois diferentes
estagios. O primeiro que corresponde aos dois tercos iniciais, quando o crescimento fetal

ainda ¢ muito limitado, a mae armazena uma grande propor¢ao dos nutrientes ingeridos na

)

forma de tecido adiposo, condi¢ao observada tanto em mulheres® como em ratas(4), sendo

reconhecida como fase anabodlica. No ultimo estdgio, que corresponde ao ter¢o final, o

crescimento fetal ¢ muito rdpido, sendo estimulado por elevada transferéncia de substratos

maternos via placental, com predominante mobilizacio de lipidios (fase catabolica)*®".

Na primeira fase da prenhez, o organismo materno desenvolve um estado de

(8.9)

hiperinsulinemia, com sensibilidade a insulina normal ou mesmo elevada™”’, a qual ¢

acompanhada de hiperfagia'”. O aumento da ingestio alimentar'", da lipogénese"'” ¢ da

(13,14)

atividade da enzima lipase lipoprotéica extra-hepatica , sdo responsaveis pela deposi¢ao

progressiva de gordura no tecido adiposo durante os primeiros dois tercos da gravidez®*'?.

A insulina ¢ provavelmente o mais importante fator hormonal que influencia a
lipogénese nessa fase, aumentando a captacdo de glicose na célula adiposa através do

recrutamento de transportadores de glicose para a membrana plasmatica, bem como pela

. ~ . . o . P 15,1
ativacio de enzimas glicoliticas e lipogénicas' .

(17,18,19,20)

Na fase final ocorre um estado de resisténcia a insulina , que ¢ caracterizada

por uma intensa quebra dos estoques de lipidios, observado tanto em mulheres como em

(21,22,2324) (05,06,07,25)
b

ratas na qual a lipolise no tecido adiposo ¢ a condi¢do mais representativa

com reduzida captacdo de triacilglicerdis circulantes por esse tecido®®.



Apesar do aumento da liberacdo de acidos graxos livres e glicerol na circulagao
materna, sua transferéncia placental é quantitativamente baixa®”. Ao contréario, o principal
destino desses produtos ¢é o figado materno® onde, apds a conversdo de 4cidos graxos livres
em acetil-CoA e de glicerol em glicerol-3-fosfato, esses sdo re-esterificados em
triacilglicerdis, sendo incorporados em lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e
liberadas na circulagio'®”.

Em adicdo, o glicerol pode ser usado para a sintese de glicose e os acidos graxos
livres, pela p—oxidagdo podem formar acetil-CoA, favorecendo a producdo de energia e a
sintese de corpos cetonicos. Essas vias encontram-se marcadamente aumentadas em
condicdes de jejum na gravidez tardia®**". Como a atividade lipolitica no tecido adiposo, a
secrecao de VLDL hepatica, a gliconeogénese e a cetogénese sdo inibidas pela insulina, a
condi¢do de resisténcia a esse hormonio ira favorecer o aumento da lipolise e a produgao
hepatica de VLDL, a gliconeogénese ¢ a cetogénese nas mesmas condigdes fisiologicas®*?,

Apesar desse estado de resisténcia ja ser bem documentado, os mecanismos
envolvidos ndo estio devidamente esclarecidos®**¥. Alguns estudos indicam que parece
ocorrer uma reducdo na atividade tirosina quinase dos receptores da insulina e ndo no nimero
desses receptores, o que poderia ser responsavel pelo estado de resisténcia a esse
horménio 36373839
Por outro lado, estudos sugerem que durante a prenhez a elevada produgdo de leptina

. . A . < . . 4
poderia estar relacionada com o estado de resisténcia & insulina®”

. As concentragoes
plasmaticas de leptina permanecem elevadas durante toda a prenhez, o que nao esta associado
com balango energético negativo como poderia ser esperado, talvez porque a resisténcia a
esse hormonio nessa fase, contribui para manter a ingestdo alimentar elevada e o crescimento

fetal“**142*3)_Alguns mecanismos de sinalizagdo intracelular do receptor de leptina poderiam

estar envolvidos nesse estado de resisténcia, sendo explicado pela redugdo da ativagdo de



transdutores de sinal e ativadores da transcrigdo (STAT3) induzida pela leptina,

. ’ , . . , 4
especificamente no nucleo arqueado e no ventriculo medial do hipotalamo™?.

Estudos em ratas adultas tém demonstrado que a prolactina (PRL) age no tecido
adiposo estimulando a sintese e secre¢dao de leptina, sugerindo uma acdo desse hormonio na
regulagdo da ingestdo alimentar™. O efeito estimulatério da prolactina sobre o consumo
alimentar pode contribuir para o aumento na ingestao tanto no periodo da gravidez, como na

lactacio™”. Durante a prenhez, a prolactina é produzida pelas células pituitarias da mie e pela

placenta®®.

A prolactina ¢ um hormoénio de origem tanto pituitiria como extra-pituitaria, com
numerosas fungdes bioldgicas, podendo agir ndo apenas como um hormonio, mas também
como neuro-transmissor, fator de crescimento ¢ modulador da resposta imune tanto humoral,

47,484 ~ ~ . , .
como celular em humanos****”). Todas essas fungdes sdo exercidas através de mecanismos

R ;. , 1
endocrlnos, paracrinos € 21].1'[001'11’108(50’5 ).

Este hormonio também pode exercer diferentes acdes metabdlicas no tecido adiposo

em diversas espécies, tanto in vivo como in vitro. In vitro, esse hormonio parece reduzir a

ligagdo da insulina e a captagdo de glicose em adipécitos isolados de mulheres gravidas®?.

Em ratas, a prolactina reduziu o transporte maximo de glicose em adip6citos isolados, sem

(53)

afetar a ligacdo com a insulina In vivo, a atividade da lipase lipoprotéica em roedores foi

reduzida no tecido adiposo e estimulada na glandula mamaria durante a lactagdo®*>>>%. O

(57,58,59)

pico de prolactina sérica observada na etapa final da prenhez em ratas pode contribuir

para a inibi¢ao da lipogénese hepatica, provavelmente devido a diminui¢do do suprimento de

substratos para o figado materno®”.

Além da regulacdo hormonal, a sintese de acidos graxos envolve mudangas na

(61,62,63,64)

concentragdo de enzimas lipogénicas , particularmente a ATP-citrato-liase, a enzima

malica e a glicose-6-fosfato desidrogenase. Estas duas ultimas participam na reducdo de



equivalentes de NADPH para a sintese de novo de 4cidos graxos nos tecidos @79 Ag

atividades da EM e da G6PDH se encontram bem correlacionadas com a taxa de lipogénese

sob varias condi¢des®”.

Na ectapa final da prenhez observa-se também, que a mae tende a desenvolver

hipoglicemia, o que ¢ especialmente evidenciado em condi¢des de jejum. Nestas mesmas

(70)

C o~ 1 A
condigdes estudos em mulheres’” e em ratas prenhes’” tém mostrado um aumento na

gliconeogénese, sendo este efeito manifestado principalmente quando o glicerol ¢ utilizado
como substrato®". Assim, a hipoglicemia gestacional ocorre como resultado da aumentada

(72)

utilizagdo de glicose devido a alta taxa de transferéncia placental desse substrato''”’, que € a

fonte primaria de energia para o feto, enquanto que o nitrogé€nio e a proteina se constituem em
componentes essenciais para o crescimento e a sintese de novos tecidos fetais e maternos'””.
O actimulo de proteinas durante a prenhez é essencial para o crescimento fetal e, tanto
a sintese de proteinas como a retencao de nitrogénio, encontram-se aumentadas em ambos 0s
compartimentos: materno e fetal”™. O balanco nitrogenado é melhorado e a proteina da dieta
¢ utilizada de forma mais eficiente’” ao final da prenhez. Nesta fase, a retencdo de nitrogénio
pode ser explicada pela agdo do estrogeno e, principalmente, da progesterona, que tem agao
inibitoria sobre o catabolismo protéico'”.
A prenhez associada a restricao protéica determina alteragdes na homeostase materna,

\

manifestada por relativa hiperlipidemia e menor responsividade a insulina, o que pode
minimizar o impacto de um inadequado suprimento protéico para o crescimento fetal®.
Nestas mesmas condicdes tem sido observado um estado de resisténcia a leptina, no qual o
consumo alimentar pode se manter estdvel ou mesmo aumentado, apesar das elevadas
concentragoes séricas desse horménio”7".

A desnutricdo ¢ caracterizada por um desequilibrio e/ou deficiéncia de nutrientes no

organismo, sendo considerada como um grave problema de satde publica nos paises em



(78) (79,80)

desenvolvimento ™. Ocorrendo durante a prenhez, a desnutri¢do, tanto aguda quanto

Al 1,82 4 . .
cronica® #2838 vem sendo considerada como um fator determinante de retardo no

desenvolvimento fetal®. Desnutri¢io e anemia maternas sdo reconhecidas como as mais
freqiientes causas de retardo no crescimento fetal humano, em paises em fase de
desenvolvimento social e econdmico®™®.

Estudos em modelos animais abordando o efeito da desnutricdo tanto durante a
prenhez como na lactagdo, demonstraram ocorrer comprometimento na massa corporal das
maes, com conseqiiente repercussao nas crias®”*®. Em outro estudo, foi demonstrado que a
desnutricdo em periodos iniciais de desenvolvimento, pode modificar permanentemente o
crescimento € o metabolismo, determinando alteracdes irreversiveis no tamanho e na fungao

(89)

de orgdos, especialmente o figado e o pancreas” ’, modificando a composi¢do corporal e

diminuindo a secre¢io de horménios que atuam no crescimento fetal ™.

\

A desnutri¢do durante a prenhez em ratos pode reduzir a tolerancia a glicose ©?,

on

devido a menor secrecdo de insulina estimulada por glicose”’ e ao comprometimento no

desenvolvimento das células beta pancreaticas®*®?.

Alguns estudos desenvolvidos a partir das décadas de 1970 e 1980 procuraram
associar a restri¢do nutricional materna e, principalmente a restricdo protéica, ndo s6 com o
retardo no crescimento intra-uterino das crias, mas também com a maior predisposi¢ao para o
desenvolvimento de doencgas cronicas na vida adulta, particularmente a obesidade e o diabetes
mellitus tipo 2.

R . . A 4
No nosso laboratério, um estudo anterior desenvolvido por Macédo et al.*?, com o

objetivo de avaliar o efeito da dieta restrita em proteina na fase anabdlica da prenhez (14° dia)
em ratas, sobre as concentragdes séricas de leptina e insulina, e o envolvimento desses
hormonios no comportamento alimentar e no acréscimo de gordura corporal materna, mostrou

reducdo na glicemia e na propor¢ao dos depositos de tecido adiposo branco gonadal como



efeito da prenhez, enquanto que a restricdo protéica diminuiu a propor¢ao de gordura na
carcaga. Em todos os grupos as concentragdes séricas de leptina e insulina foram similares e

ndo se correlacionaram com a ingestao alimentar.

O objetivo deste estudo foi avaliar alguns parametros relacionados a sintese de acidos
graxos em ratas submetidas a restrigdo protéica na fase tardia da prenhez, considerando a

escassez de estudos na literatura sobre os impactos dessa associagdo no organismo materno.

1. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar na fase tardia da prenhez se a restrigdo protéica materna promove alteragdes na

velocidade de sintese de acidos graxos em ratas.

2.2 Especificos:

» Monitorar a massa corporal, o consumo alimentar ¢ a ingestdo protéica de ratas

controle e submetidas a restri¢do protéica durante o periodo experimental.



» Avaliar a massa, o conteudo de lipidios e a velocidade de sintese de acidos graxos no
figado, glandula mamaria e no tecido adiposo branco gonadal.

» Avaliar o conteido de glicogénio e a atividade das enzimas glicose-6-P-
desidrogenase, malica e ATP-citrato liase no figado.

» Determinar as concentragdes séricas de glicose, proteina, albumina ¢ dos hormonios
insulina, leptina, glucagon e prolactina.

» Determinar a massa da placenta, a massa e o numero de fetos de ratas prenhes.

I1l. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Avaliagdo Bioldgica de
Alimentos/LABA, do Departamento de Alimentos e Nutricdo/DAN, da Faculdade de

Nutri¢ao/FANUT, da Universidade Federal de Mato Grosso/UFMT, Cuiaba—MT, Brasil.

3.1 Animais e dietas
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), adotado pela

UFMT®Y,



Foram utilizadas ratos fémeas da linhagem Wistar - Rattus Novergicus, variedade
Albinus, ordem Rodentia Mammalia, familia Muridae, com aproximadamente 90 dias e peso
médio de 250g, que foram fornecidas pelo Biotério Central da UFMT.

O acasalamento foi realizado durante a noite, abrigando 4 fémeas e 1 macho, em
gaiolas coletivas de polipropileno, medindo 37,0 x 31,0 x 16,0 cm, sendo a prenhez

confirmada por esfregago vaginal e constatacao da presenga de espermatozoides.

De acordo com o estado fisiologico, as ratas foram divididas nos seguintes grupos: controle
ndo-prenhe (CNP) e prenhe (CP)- ratas tratadas com dieta controle (17% de proteina) e
hipoproteicas nao-prenhe (HNP) e prenhe (HP)- ratas tratadas com dieta hipoprotéica (6% de

proteina).

Os animais foram mantidos sob temperatura constante (24+1°C) e ciclo de luz
claro/escuro (12/12h), tendo livre acesso a agua e a dieta, do 1° ao 18° dia de prenhez (periodo

experimental).

As dietas controle e hipoprotéica eram isocaloricas (15,74 kl/g), recomendadas para
roedores em fases de crescimento, gravidez e lactagdo, segundo as recomendacdes do Instituto
Americano de Nutri¢do (AIN 93-G)“® (Tabela 1). As dietas foram elaboradas na forma de po,
sendo os ingredientes secos pesados em balanga marca Marte (modelo A500), com precisao
de 0,01g, peneirados (malha 20) e homogeneizados. Preparou-se quantidade suficiente para
atender toda a fase experimental, sendo acondicionadas em porgdes, em recipientes de
polipropileno hermeticamente fechados e armazenadas a 5°C, para serem oferecidas aos

animais gradualmente.

Tabela 1: Composicao das dietas normoprotéica e hipoprotéica, utilizadas durante 18 dias
de tratamento de ratas ndo-prenhes e prenhes dos grupos controle (CNP e CP) e

hipoprotéico (HNP e HP).




Dieta Controle Dieta Hipoprotéica

Ingredientes (17% proteina) (6% proteina)
(&/Kg) (2/Kg)
Caseina (84% proteina) 202,0 71,5
Amido de milho' 397,0 480,0
Amido de milho dextrinizado' 130,5 159,0
Sacarose 100,0 121,0
Oleo de soja 70,0 70,0
Fibras 50,0 50,0
Mistura de minerais (AIN-93G)* 35,0 35,0
Mistura de vitaminas (AIN-93G)* 10,0 10,0
L-cistina 3,0 1,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5

*Para composi¢do detalhada, Reeves et al. (1993)
'Fornecidos por Corn Products of Brazil

3.2 Procedimentos Experimentais

3.2.1 Determinacdo do consumo alimentar, evolucdo da massa corporal e ingestédo
proteica

O consumo de dietas e a evolucdo da massa corporal das maes foram registrados trés
vezes por semana, durante os 18 dias de prenhez. O consumo alimentar absoluto foi calculado
pela diferenca entre a quantidade de racdo oferecida e a dieta rejeitada apds 48h, sendo as
sobras peneiradas antes da sua pesagem. Para calcular o consumo relativo, considerou-se o
consumo absoluto dividido pela massa corporal final de cada rata, em percentual, sendo os
valores expressos em g.

A avaliagdo da massa corporal das maes foi realizada sempre pela manha, sendo estas
colocadas em recipiente de polietileno com tampa e pesadas em balancga semi-analitica, marca
Marte, (modelo A500), previamente tarada e com precisdo de 0,01 g. Determinou-se a massa

corporal, o consumo alimentar absoluto (g) e proporcional a massa corporal (g/100g).



Para o célculo da ingestdo total de proteina, considerou-se o consumo total de cada
rata, relacionada a concentracdo de proteina de cada dieta oferecida (17% e 6%), sendo os
valores expressos em g. A ingestdo protéica relativa foi calculada considerando a ingestao
protéica absoluta dividida pela massa corporal final de cada rata, em percentual, sendo os

valores expressos em g/100g.

3.2.2 Coleta de amostras de sangue e de tecidos

Todos os procedimentos experimentais tiveram inicio as 7:00h e se estenderam por
toda a manha. Inicialmente, foram retiradas amostras de sangue para a determinacdo de
glicose no estado alimentado, através de uma pequena incisdo na extremidade inferior da
cauda dos animais.

Para a medida da velocidade de sintese de acidos graxos, foram injetados em cada
animal intra-peritonealmente, 3mCi de ’H,0 contidos em 0,3mL de salina, 60 minutos antes
do sacrificio.

Os animais foram eutanasiados com CO;, sendo posteriormente decapitados, para a
coleta de sangue, separando-se o soro ¢ o plasma para avaliagdes bioquimicas, hormonais e
para a determinagdo da atividade especifica de *HO.

Ap6s laparotomia mediana foram retirados o tecido adiposo branco gonadal (GON), a
glandula mamaria (GMA), o figado (FIG) e a carcaga (CARC), os quais foram pesados
imediatamente para a obtencdo da massa em valor absoluto (g) e relativo (g/100g de massa
corporal), sendo armazenados em freezer a -80°C para andlises posteriores. Também foi

mensurada a massa da placenta de cada rata, e dos fetos foram obtidos o nimero e a massa em

g.



3.3 Dosagens Bioquimicas e Hormonais

3.3.1 Determinacdes Bioquimicas
3.3.1.1 Glicose

Foi determinada utilizando monitor com tiras de teste para determinagdo da glicemia
(glicosimetro) por fotometro de refletincia da marca Accu-Chek®, Laboratério Roche
Diagnosticos, Alemanha. Os resultados foram expressos em mg/dL.
3.3.1.2 Proteinas Totais

A determinagdo de proteinas séricas totais foi realizada segundo o método de reativo

DO ensaio baseia—se na rea¢io de ions cobre com as ligagdes

de biureto modificado
peptidicas das proteinas séricas. A concentragdo de proteinas totais foi avaliada em

espectofotdometro modelo 395, marca Micronal, em comprimento de onda de 545 nm e os

resultados foram expressos em g/dL.

3.3.1.3 Albumina

A concentragdo de albumina sérica foi determinada pelo método colorimétrico do
verde de bromocresol®® tamponado em pH 3,8, empregando Kit comercialmente disponivel
(Labtest). A concentragdo de albumina foi medida em espectrofotdmetro com comprimento

de onda de 630 nm, sendo os resultados expressos em g/dL.

3.3.2 Determinacdo dos horménios: insulina, prolactina, leptina e glucagon
As concentragdes séricas dos hormonios foram determinadas por ELISA, utilizando-se
Kits comercialmente disponiveis: Insulina (Rat Insulin Elisa Kit — Linco Research - USA),

sendo os resultados expressos em pg/mL; Prolactina (Rat Prolactin EIA — ALPCO



Diagnostics - USA) ¢ os resultados foram expressos em ng/mL; Leptina (Antigenix América’s
Leptin Elisa Consctruction Kit, Inc. USA), e os resultados expressos em pg/mL; Glucagon

(Rat Glucagon Elisa Kit Wako — USA), com os resultados expressos em pg/mL.

3.4 Determinacéao de glicogénio hepatico

O contetdo de glicogénio no FIG foi determinado segundo o método descrito por
Sjogren et al. (1938)°. Foram colocados 0,5g do respectivo tecido em tubos de centrifuga
graduados, contendo 2,0mL de KOH a 30%. Os tubos foram entdo transferidos para um
banho-maria a temperatura de 100° C durante 1 hora para a fase de digestdo e adicionadas
cinco gotas de Na,SOy e alcool etandlico PA, de tal maneira que a solugdo apresentasse uma
concentragdo suficiente para a extragdo do glicogénio. A dosagem foi entdo realizada
mediante a adi¢do do reagente de fenol. Tomando-se como referéncia uma curva padrao de
glicose determinou-se o teor de glicose obtido nas amostras. Calculou-se, posteriormente, a
concentragdo de glicogénio e os valores foram expressos em mg de glicogénio/100mg de peso

fresco de tecido hepatico.

3.5 Determinacéo do conteudo de lipidios nos tecidos

A determinag¢do do contetido de lipidios do GON, GMA e FIG foi realizada pelo
método descrito por Folch et al. (1957)"%. Os tecidos foram colocados em solugdo de
cloroférmio:metanol (2:1), homogeneizados e o volume completado para 10mL de solugio.
As amostras eram deixadas em “overnight” para a extragao dos lipidios, sendo posteriormente
filtradas. A uma aliquota de 8mL do filtrado eram adicionados 1,6mL de salina. Apds
separagdo da fase cloroférmica e aquosa, o material era centrifugado a 2500rpm durante 5
minutos. Uma aliquota da fase cloroférmica e aquosa do material era transferida para tubos

previamente pesados e mantidos em capela para evaporacdo em temperatura ambiente. A



quantidade de gordura em gramas foi obtida pela diferenca entre a pesagem do tubo apos
evaporagdo e a pesagem inicial (tubo vazio). Os valores foram expressos em mg de

lipidio/100mg de peso fresco dos tecidos.

3.6 Determinacdo da atividade de enzimas no figado

Um fragmento do FIG foi extraido, imediatamente armazenado em nitrogénio liquido
e mantido em freezer a -80°C até sua utilizagdo. Todos os procedimentos ap6s a retirada do
tecido foram realizados em gelo e para o ensaio das enzimas glicose-6-P-desidrogenase
(G6PDH), enzima malica (EM) e ATP-citrato liase (ATP-Cit) foram utilizados os mesmos
homogeneizados. Cada 0,5g de FIG foi homogeneizado em 5 ml de tampao Tris 10mM, pH
7,4 contendo sacarose 0,32M, EDTA 2mM e 2-B-mercaptoetanol SmM e centrifugado por 10
minutos a 8.500rpm. A camada superior foi descartada e a fragdo sobrenadante centrifugada a
11.000rpm a temperatura de 4°C por duas horas, para obtengdo da fragdo citosolica. As
atividades das enzimas avaliadas foram expressas em nmol de NADP'/mg de proteina.min. O

conteudo protéico do homogenado foi determinado pelo método de Lowry et al. (1951)1%Y.

3.6.1 Glicose-6-P desidrogenase (G6PDH)

A atividade da G6PDH foi medida em espectrofotometro a 340nm, de acordo com o
método de Lee (1982)%? que se baseia na redugdo de NADP". A mistura de reagdo continha
Tris 0,1M, pH 8.0, NADP" ImM e D-glicose-6-fosfato 1mM, a qual se adicionava a proteina

citosolica. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de glicose-6-fosfato sendo omitida no branco.

3.6.2 Enzima mélica (EM)
A atividade da EM foi avaliada medindo-se a formag¢dao de NADPH a partir de L-

malato e NADP". O método utilizado foi descrito por Ochoa (1955)"'*, e modificado por Hsu



e Lardy (1969)"°Y. A formacdo do NADPH foi monitorada em espectrofotdmetro a 340nm e
o ritmo de sua formagdo, foi proporcional a concentragdo da enzima. O sistema de ensaio
continha tampao trietanolamina 67mM, L-malato 5mM, MnCl, 4H,0 4mM, NADP" 0,2mM.

A reagao foi iniciada com L-malato, sendo omitida no branco.

3.6.3 ATP-citrato liase (ATP-cit)

O ensaio da ATP-cit foi realizado de acordo com o método descrito por Srere
(1959)"% acompanhando a oxidagio do NADH', em espectrofotdmetro a 340nm por 3
minutos. A mistura da reagdo continha tampao trietanolamina 50mM, pH 7,7, ATP-Mg 7mM,
citrato de potassio 10mM, NADH" 0,1mM, 2-B-mercaptoetanol 10mM, coenzima A 0,24mM,
NADH-malato desidrogenase 1U/ml. A reagao foi iniciada pela adi¢do de citrato de potéssio e

o NADH" sendo omitido no branco.

3.7 Determinacéo da velocidade de sintese de 4cidos graxos “in vivo” com *H,O

A determinacdo da velocidade de sintese de 4cidos graxos (AG) foi medida no FIG,
GON e GMA dos grupos avaliados, por meio da incorporagdo de *H,O em lipidios, segundo
o método de Robinson et al (1978)"%. Esta técnca estima sintese de acidos graxos, através da
incorporagio do *H da agua nas moléculas de lipidios, independente dos substratos
fisiologicos (glicose, piruvato, aminoacidos, etc), que estejam sendo utilizados.

Para a medida da sintese de 4cidos graxos, os animais receberam, intraperitonealmente
3mCi de 3H20 em 0,3mL de salina. Ap6és 60minutos foram eutanasiados com CO; e
posteriormente decaptados para a coleta do sangue e determinacgdo da atividade especifica da
3HzO no plasma.

Os tecidos eram homogeneizados e a extragdo dos lipidios foi realizada empregando-

se cloroforimo:metanol 2:1 (Folch et al.,1957)"°” completando-se o volume para 10mL. Apos



a extracao, o material era filtrado ¢ a 8mL do filtrado eram adicionados 1,6mL de solu¢ao
salina (NaCl) 0,9%. As amostras eram entdo centrifugadas a 2500rpm por 10 minutos e a fase
superior aquosa era aspirada, sendo a fase inferior lavada 3 vezes com a mistura da fase
superior, preparada com cloroformio, metanol e mistura salina na propor¢do de
21,1:337:330mL, respectivamente. A mistura salina era preparada com 0,528g de
CaCl,.2H,0, 0,732g de MgCl,.6H,0, 5,8g de NaCl e 940mL de H,O. Uma aliquota de 2mL
do extrato cloroférmico era evaporada e o residuo dissolvido em 10mL do coquetel de
cintilagdo Econo 22,5 para contagem da radiacdo dos lipidios totais.

Para o isolamento de acidos graxos, uma aliquota de 4mL do extrato cloroféormico era
separado para evaporagdo ¢ os lipidios saponificados com 2mL de KOH etandlico (1mL de
KOH saturado para 20mL de etanol). Os tubos eram fechados com tampas de vidros e
submetidos a aquecimento em banho-maria a temperatura de 70-80°C por duas horas. Eram
entdo, adicionados 3mL de agua deionizada e os tubos mantidos a temperatura entre 40-50°C,
até a evaporagao da fragdo alcoolica. O material saponificado era entdo lavado 3 vezes com
o6mL de éter de petroleo, para remogao dos lipidios ndo saponificaveis. Posteriormente, o
material era acidificado com acido perclorico (HCIO4) a 6% e os acidos graxos extraidos com
éter de petroleo. Todo o material etéreo era evaporado em capela e o residuo era dissolvido
em 10mL de coquetel de cintilicdo tolueno-PPO (0,5%), para contagem dos acidos graxos
(Migliorini & Linder,1966)'%. A radioatividade incorporada foi medida em contador beta
(Tri-Carb 2100 TR Parckard, A Canberra Company, Alemanha).

A velocidade de sintese de acidos graxos foi determinada empregando a férmula

abaixo, sendo os resultados obtidos expressos em nmol de AG/h.:

umol de AG/h= DPM/g de tecido x h x 10°

DPM do plasma x 1620 x 13,3



3.8 Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados em média e erro-padrao da média (EPM) com o
numero de animais indicados entre parénteses.

Todas as analises foram submetidas ao teste de Bartlett para verificar a
homogeneidade das variancias. Os resultados com variancias heterogéneas e sem distribui¢ao
normal foram inicialmente transformados (logaritmica-Log;o, logaritmico neperiano-Ln, ou
raiz quadrada da variavel) para correcdo da heterogeneidade ou anormalidade. Ao comparar
os grupos, utilizou-se a andlise de varidncia (ANOVA) a dois fatores (estado nutricional e
fisiologico), seguido por testes de comparagdes multiplas de médias (Tukey HSD para grupos
com n iguais e diferentes).

Quanto comparados apenas dois grupos, os valores obtidos foram avaliados pelo test-t
de Student para amostras independentes, apds as varidncias homogéneas e distribuicdo
normal.

Em todas as anélises estabeleceu-se um nivel de significancia para rejei¢ao da hipotese
de nulidade de 5%.

Para a analise dos resultados utilizou-se o programa ““Statistic for Windows”, versdo

4.3 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).



IV. RESULTADOS

Independente do estado nutricional, o consumo alimentar em termos absolutos foi
maior no grupo de ratas prenhes (p<<0,001). Quando expresso em propor¢ao a massa corporal
final, o consumo dos grupos HNP e HP foi similar ao CNP e CP. A ingestao protéica absoluta
foi menor nos grupos restritos em proteina, comparados aos controles (p<0,001) e maior nos
prenhes, em relagdo aos nao-prenhes (p<0,001). Em termos relativos, nos grupos restritos em
proteina ocorreu uma reducgdo significativa na ingestao protéica (p<0,001) e no grupo CP a
ingestdo foi menor que no CNP . A massa corporal final das ratas prenhes foi mais elevada

que a das nao-prenhes (p<0,001) (Tabela 2).



Tabela 2. Consumo alimentar absoluto e relativo, ingestao protéica absoluta e relativa e massa
corporal inicial e final de ratas ndo-prenhes e prenhes tratadas com dieta controle (CNP e CP)

ou hipoprotéica (HNP e HP) durante 18 dias de prenhez.

GRUPOS (n=7)

CNP CPpP HNP HP
Consumo absoluto (g) 280+£10  344£18%** 271£10 371£9%**
Consumo relativo (g/100g) 107+3° 96+3* 98+3% 106+2%
Ingestio protéica absoluta (g) 48+1,77 58+3,09%**%  16+0,61 " 22+0,51%%*
Ingestdo protéica relativa (g/100g)  18+0,5° 1640,5° 6,0+0,2" 6,0+0,1*
Massa corporal inicial (g) 234+3 250+7 250+5 249+10
Massa corporal final (g) 260+4  358+9%** 280+8 351£10%**

Valores representam média + EPM de 7 animais. ***p<0,001 comparado as ratas ndo prenhes
(ANOVA a dois fatores). "*p<0,001 comparado as ratas controle (ANOVA a dois fatores).

Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (Teste de Tukey HSD; p<0,001).

A Tabela 3 apresenta as massas dos tecidos: FIG, GON, GMA e CARC. Em termos
absolutos, no FIG, GON e CARC, a prenhez aumentou esse parametro (p<0,001; p<0,008 e
p<0,001, respectivamente). Quando expresso em g/100g, observou-se que a massa do FIG
aumentou em fung¢do da prenhez (p<0,02), mas foi reduzida pela restricdo protéica (p<0,05).
No entanto, no GON ndo ocorreu diferenga significativa. A prenhez reduziu a massa

proporcional da CARC (p<0,001).



Em valores absolutos e relativos, na GMA observou-se que tanto na restricdo de
proteinas (p<0,005 e p<0,001) como na prenhez (p<0,001 e p<0,001) ocorreu aumento desse
parametro.

Tabela 3. Massa absoluta e relativa dos tecidos e da carcaga (g) de ratas ndo-prenhes e

prenhes tratadas com dieta controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP e HP) durante 18 dias

de prenhez.
GRUPOS (n=7)
CNP CP HNP HP
g
FIG 8,28+0,29 12,3040,38%%** 8,09+0,41 11,35+0,37%%*
GON 11,46+0,81 18,01+1,83%* 15,05+1,42 16,84+1,48%*
GMA 5,45+0,37 12,70+£0,97%%* 8,18+0,72" 15,04£1,02%%*"
CARC 188 +2,77 218+3,99%** 200+4,19 22046,59%**
g/100g
FIG 3,20+0,12 3,44+0,05% 2,92+0,14" 3,24+0,13*"
GON 4,43+0,35 4,99+0,41 5,38+0,37 4,75+0,30
GMA 2,09+0,13 3,53+0,19%** 2,94+0,20" 4,26+0,22%*+"%
CARC  72,7140,56 61,09+0,69%** 72,22+0,64 62,5140,27%%*

Valores expressam média = EPM de 7 animais. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparado
as ratas ndo prenhes (ANOVA a dois fatores). “p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 comparado as

ratas controle (ANOVA a dois fatores).

As concentragdes séricas de proteinas totais e albumina foram significativamente

influenciadas pela prenhez e pela restri¢ao protéica. Assim, ratas CP, HP e HNP apresentaram



hipoproteinemia e hipoalbuminemia, quando comparadas as ratas CNP (p<0,001; p<0,001 e
p<0,001; p<0,02).

Ocorreu redugdo significativa nas concentragdes séricas de glicose nos grupos de ratas
prenhes (p<0,001), comparados aos ndo-prenhes e no grupo HNP a glicemia foi maior que no
CNP. O conteudo proporcional de glicogénio hepatico foi significativamente menor nas ratas
prenhes, comparadas as nao-prenhes (p<0,001). No entanto, no grupo HP o conteudo foi

maior do que no CP (Tabela 4).

Tabela 4. Concentragdes séricas de proteinas totais, albumina, glicose ¢ glicogénio hepatico
em ratas nao-prenhes e prenhes tratadas com dietas controle (CNP e CP) ou hipoprotéica

(HNP e HP) durante 18 dias de prenhez

GRUPOS (n=7)

CNP CP HNP HP
Proteinas Totais (g/dL) 6,4£0,11  5,6+0,17%%*  57+0,06™"  4,9+0,18"kxx*
Albumina (g/dL) 2,840,05  2,3+0,09%%*  27+0,06"  2,1£0,07"***
Glicose (mg/dL) 12143 97+3" 13543° 89+2°
Glicogénio hepatico 7,16+£0,0  2,29+0,04" 7,18+0,15°¢ 3,45+0,08°

(mg/100mg)

Os valores representam média =+ EPM de 7 animais. ***p<0,001 comparado as ratas nao
prenhes (ANOVA a dois fatores). “p<0,01, **p<0,001 comparado as ratas controle (ANOVA
a dois fatores). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (Teste de Tukey HSD;

p<0,001).



A restricdo de proteinas (p<0,04) aumentou a velocidade de sintese de acidos graxos
no FIG, mas esta foi reduzida pela prenhez (p<0,03). Na GMA, o grupo HNP apresentou
maior velocidade de sintese que os demais (p<0,001) e, no GON, ocorreu redu¢ao em fungao
da prenhez (p<0,036) (Figura 1 e Tabela 5).

A atividade das enzimas G6PDH, EM e ATP-cit no figado encontra-se descrita na
Figura 2 e Tabela 6. A restri¢do protéica ndo modificou a atividade da enzima G6PDH, porém
no grupo controle prenhe esta foi reduzida em relagdo aos demais (p<0,005). A atividade da
EM foi significativamente aumentada pela restricio protéica e diminuida pela prenhez
(p<0,04 e p<0,03).

A atividade da enzima ATP-cit foi semelhante nos grupos de ratas submetidas a
restrigdo protéica (HNP e HP) (p<0,04), sendo estes maiores que o grupo CP e menores que o

CNP (p<0,04).
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Figura 1. Velocidade de sintese de 4cidos graxos medida pela incorporagio de *H,O no FIG
(A), GMA (B) e GON (C) de ratas ndo-prenhes e prenhes tratadas com dieta controle (CNP e
CP) ou hipoprotéica (HNP e HP) durante 18 dias de prenhez. Valores expressam média +
EPM de 5 animais. *p<0,05 comparado as ratas ndo prenhes (ANOVA a dois fatores).
#p<0,05 comparado as ratas controle (ANOVA a dois fatores). Letras diferentes indicam

diferengas estatisticas (Teste de Tukey HSD; p<0,05).



Tabela 5. Velocidade de sintese de acidos graxos medida pela incorporacdo de *H,O no FIG,
GON ¢ GMA (umol g.' h™") em ratas ndo-prenhes e prenhes, tratadas com dieta controle

(CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP e HP) durante 18 dias de prenhez.

GRUPOS (n=5)

CNP CP HNP HP
FIG 0,95+0,22 0,66+0,06~ 1,87+0,44" 0,91+0,13"*
GON 0,19+0,02 0,13+0,01" 0,29+0,08 0,15+0,02"
GMA 0,30+0,05 0,1840,06" 0,75+0,05" 0,360,9°

Valores expressam média =+ EPM de 5 animais. *p<0,05 comparado as ratas ndo prenhes
(ANOVA a dois fatores). #p<0,05 comparado as ratas controle (ANOVA a dois fatores).

Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (Teste de Tukey HSD; p<0,05).
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Figura 2. Atividade das enzimas G6PDH (A), EM (B), ATP-cit (C) no FIG de ratas nao-
prenhes e prenhes, tratadas com dieta controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP ¢ HP)
durante 18 dias de prenhez Valores expressam média + EPM de 5 animais. *p<0,05
comparado as ratas ndo prenhes (ANOVA a dois fatores). "p<0,05 comparado as ratas
controle (ANOVA a dois fatores). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (Teste de

Tukey HSD; p<0,05).



Tabela 6. Atividade das enzimas lipogénicas no FIG (nmol.mg de prot.” min™") de ratas nio-
prenhes e prenhes tratadas com dieta controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP ¢ HP)

durante 18 dias de prenhez.

GRUPOS (n=5)

CNP CP HNP HP
G6PDH 278+36" 117+14% 292+15° 185+5°
EM 58+8 33+4% 68+11" 567" *
ATP-cit 128+28° 64+7° 98+11° 95+11°

Valores expressam média = EPM de 5 animais. *p<0,05 comparado as ratas ndo prenhes
(ANOVA a dois fatores). “p<0,05 comparado as ratas controle (ANOVA a dois fatores).

Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas (Teste de Tukey HSD; p<0,05).

A prenhez reduziu o conteudo proporcional de lipidios no FIG e no GON (p<0,002 e
p<0,001). Na GMA, tanto a prenhez como a restrigdo protéica, reduziram esse parametro
(p<0,041 e p<0,020). Com relagdao a razao lipidio/glicogénio no FIG, houve aumento em

fungdo da prenhez (p<0,001) e reducao com a restri¢ao protéica (p<0,03) (Tabela 7).

Tabela 7. Conteudo de lipidios no FIG, GON e GMA (mg/100mg) e Razao lipidio/glicogénio,




nas ratas dos grupos nao-prenhes e prenhes tratadas com dieta controle (CNP e CP) ou

hipoprotéica (HNP e HP) durante 18 dias de prenhez.

GRUPOS (n=7)

CNP CP HNP HP
FIG 5,9240,15 3,94+0,08" 4,90+0,22 4,16+0,12"
GON 73,88+0,32  67,63+0,58°  70,93+0,21 67,21£0,37"""
GMA 66,15+0,76 58,45+1,02" 57,48+1,61"  52,72+0,71"
Razio 0,85+0,1 1,6540, 1 %% 0,75+0,1" 1,18+0,1 "%

lipidio/glicogénio

Valores expressam média + EPM de 7 animais. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,001 comparado
as ratas nio prenhes (ANOVA a dois fatores). "p<0,05 comparado s ratas controle (ANOVA

a dois fatores).

A insulinemia foi mais elevada no grupo de ratas prenhes em relagdo as ndo-prenhes
(p<0,005). No entanto, nas ratas hipoprotéicas prenhes esse aumento foi aproximadamente
50% menor que o valor encontrado nas ratas controles prenhes. Nao ocorreu variagdo nas
concentragdes séricas de glucagon entre os grupos.

Quanto as concentragdes de leptina e prolactina, estas foram influenciadas tanto pela
restricdo protéica (p<0,001 e p<0,007) como pela prenhez (p<0,001 e p<0,03). A restricao
protéica elevou em cerca de cinco vezes a leptinemia e, no grupo de ratas prenhes, o HP
apresentou aumento desse hormoénio duas vezes maior comparado ao HNP. A prolactina
aumentou acima de duas vezes nos grupos restritos em proteina (HP ¢ HNP) em relagdo aos
controles. A prenhez também provocou aumento significativo nas concentragdes desse
horménio, sendo de 1,5 vezes no HP e de sete vezes no CP, comparados aos ndo-prenhes.

As razdes insulina/glicose e insulina/glucagon foram significativamente maiores nas

ratas prenhes em comparacao as nao-prenhes (p<0,002 e p<0,005) (Tabela 8).



Tabela 8. Concentracdes séricas de insulina, glucagon, leptina e prolactina e razdo

insulina/glicose ¢ insulina/glucagon, em ratas nao-prenhes e prenhes tratadas com dieta

controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP e HP) durante 18 dias de prenhes.

GRUPOS (n=5)

CNP HNP HP
Insulina (pg/mL) 15904380  4540+770 1570370 22904620
Glucagon (pg/mL) 440+100 450+100 530+100
Leptina (pg/mL) 2890+490 9000+179"" 17610+294"** 39810+450" "™
Prolactina (ng/mL) 0,5+0,1 4,6+13"" 7,0£1,4" "
Razdo insulina/glicose ~ 42,4+£10,3 152,2429,2"  38,449,9 85,8425,6"
(pmol/L:mmol/L)

Razao insulina/glucagon  2,1+0,3 2,1+0,3 2,5i0,4**

(pmol/L)

Valores expressam média £ EPM de 5 animais. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparado

as ratas ndo prenhes (ANOVA a dois fatores). "p<0,05, #p<0,01, "*p<0,001 comparado as

ratas controle (ANOVA a dois fatores).

A restri¢ao protéica materna provocou reducdo nas massas da placenta e dos fetos

quando comparado ao controle (p<0,001 e p<0,002). Entretanto, o nimero de fetos entre os

grupos nao foi alterado (Figura 3).
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Figura 3. Massa (g) da placenta (A), dos fetos (B) e numero de fetos (C) de ratas prenhes,
tratadas com dieta controle (CP) ou hipoprotéica (HP) durante 18 dias de prenhez. Valores
expressam média + EPM de 7 animais. “p<0,001 e “p<0,001 comparado as ratas controle

(Teste t-Student).

V. DISCUSSAO



Embora a restri¢ao protéica neste estudo tenha determinado elevacao na velocidade de
sintese de acidos graxos e concomitante aumento na atividade da enzima malica no figado,
também provocou redugdo na massa relativa desse tecido e menor razao lipidio/glicogénio.

O aumento na velocidade da produgdo hepatica de acidos graxos, acompanhada da
maior atividade da EM observada com a restricdo protéica, mostra que a sintese de acidos
graxos de novo ¢ bastante responsiva a mudangas na dieta. Alguns estudos na literatura
mostram que o maior aporte de carboidratos estimula a sintese de acidos graxos no figado,

(109,110)

aumentando as concentragdes de triacilglicerois no plasma Diferentes condig¢des

(61,62,111,112)

nutricionais e hormonais também podem alterar a atividade das enzimas

lipogénicas no figado, as quais podem ser estimuladas pela insulina e deprimidas pelo
glucagon(l]3’ll4’115).

Por outro lado, este estudo mostrou que a prenhez reduziu a velocidade de sintese de
acidos graxos ¢ a atividade da EM, a deposicio de lipidios e o contetido de glicogénio no
figado. Porém, elevou as massas total e percentual e a razdo: lipidio/glicogénio nesse tecido.
Foi observado ainda, reducdo na sintese de acidos graxos e menor contetdo de lipidios no
GON, acompanhado de menor concentracdo de gordura na GMA.

A insulinemia apresentou elevacdo significante nas ratas prenhes, independente da
restri¢do protéica, assim como as razdes: insulina/glicose e insulina/glucagon.

Como anteriormente relatado, a fase tardia da prenhez se caracteriza por intensa

(5,6,7)

quebra dos estoques de lipidios, com lipdlise acentuada no tecido adiposo , acompanhada

de reduzida captacdo de triacilglicerdis circulantes por esse tecido®®. Encontra-se bem

\

T A e (17,18,19,2
documentado que o estado de hiperinsulinemia e resisténcia a insulina!'”'®!2%

seria
r ro: ~ r1: 142 .- (116,117
responsavel pelas vérias alteragdes metabélicas observadas nesse Gltimo estagio'® ) A

insulinemia foi influenciada pela prenhez, sendo que sua concentracdo nestes grupos foi

aproximadamente duas vezes mais elevada, comparada a dos ndo-prenhes. O aumento nas



concentragdes plasmaticas de insulina e a diminuigao da glicose encontradas nas ratas prenhes
sugerem um estado de resisténcia a insulina tipica da prenhez tardia, o que também pode ter
sido confirmado pelo menor armazenamento de glicogénio no figado, pela elevagdo das

razdes insulina/glicose e insulina/glucagon, como evidenciado em  estudos

. 118,1119,120,121
anteriores'' '®1119:120:121)

Na fase catabolica da prenhez, a hipoglicemia ocorre em conseqiiéncia da maior

utilizagdo de glicose, apesar da reducdo no consumo desse substrato pelos tecidos

(116,122)

maternos , 0 que ocorre em fung¢do do aumento de sua transferéncia para o feto, que

corresponde & captagio de 50% da glicose total utilizada pela mae(®'3!"7%123:124)

Estudos recentes®” demonstraram que a resisténcia a insulina no tecido adiposo pode
ser explicada por mecanismos moleculares relacionados a redug¢do da fosforilacdo de

receptores da insulina (IR e IRS-1) em tirosina e ao aumento da fosforilagao desses receptores

\

em serina, o que reduz a tolerancia a glicose. Alguns mecanismos relacionados com

moduladores da funcdo inflamatdria também podem estar envolvidos no desenvolvimento da

(125)

resisténcia a insulina na prenhez Dentre estes, a adiponectina, quando em baixas

~ . . . \ . C AL e s . 39
concentragoes no sanguc € no tCCIdO, poderla ser associada a maior resisténcia a 1nsu11na( ).

A leptinemia no presente estudo aumentou em fungdo da restricdo protéica sendo,

entretanto, acentuadamente mais elevada quando associada a prenhez. A hiperleptinemia pode

(126,127)

estar relacionada com a resisténcia a insulina na prenhez , contribuindo para manter o

consumo alimentar elevado, estimular o crescimento fetal e garantir as demandas para a

lactag50(43’128’]29’130)

Resisténcia a leptina também tem sido observada durante a prenhez, podendo estar
associada com redugdo na expressdo de receptores hipotaldmicos de leptina e a menor
fosforilacdo do fator de transcri¢gdo (STAT3) no nuicleo hipotalamico ventromedial, que regula

. ~ . - (48,128,131
a0 mesmo tempo a ingestdo alimentar e o gasto de energia®®'?**"),



Uma outra causa para explicar essa resisténcia pode estar relacionada com alteragdes
hormonais caracteristicas dessa fase, que inclui elevacdo nas concentragdes de progesterona,
prolactina, lactogénio placentario e, também de leptina, bem como na reducdo da elevacdo
ciclica do estradiol sérico"*”.

Consistente com o papel proposto da leptina como um fator de crescimento fetal,
Smith & Waddell (2003) mostraram que a passagem transplacental de leptina materna, que se
encontra significativamente aumentada na fase final da prenhez, representa uma fonte
importante desse hormonio para o feto. Existem evidéncias sugerindo que a producgdo de
leptina na placenta, no tecido adiposo fetal e sua concentracdo na circulacio materna em
roedores, agem por acdo de receptores de leptina fetais para regular o crescimento e
desenvolvimento do feto. Assim, as concentracdes de leptina séricas e do corddo umbilical
encontram-se positivamente correlacionadas com o peso ao nascer ¢ com a adiposidade
neonatal'*?.,

Esse estado de resisténcia a leptina também foi observado no presente estudo nos
grupos prenhes, o que favoreceu a manuten¢ao do consumo alimentar e o desenvolvimento
adequado das massas da placenta e dos fetos no grupo controle prenhe. Entretanto, no grupo
HP, apesar da hiperleptinemia, a restricdo protéica possivelmente interferiu, reduzindo as
massas tanto da placenta, como dos fetos.

Adicionalmente, foi observado nas ratas, a ocorréncia de hipoproteinemia e
hipoalbulminemia, em conseqiiéncia tanto da prenhez como da restri¢do protéica, porém isso
ndo interferiu na massa corporal final. Alguns estudos mostram que a redug¢do na ingestao
alimentar durante a prenhez, ou a alteragdo na ingestao de proteinas ¢ deletério a formagao
fetal e ao desenvolvimento da gravidez, podendo desencadear por vezes, quadros de

C o~ . . : 133,134,1
desnutricao e nascimento de crias com massa corporal reduzida"**134139),



Assim como a leptina, a prolactina apresentou aumento tanto em funcao da prenhez
como da restrigdo protéica, sendo que no grupo prenhe restrito em proteina (HP), a
concentragdo desse hormdnio foi aproximadamente duas vezes maior que no controle.

As concentragdes de prolactina materna encontram-se aumentadas durante os ultimos

dias de prenhez em ratas®”

, sendo um fator importante para o desenvolvimento da glandula
mamaria, para o inicio ¢ manuten¢do da lactagcdo, além do seu envolvimento com outras
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fungdes, como o metabolismo lipidico e a modulagio do sistema imune**'*®, desempenhando
um papel importante como potente imunoregulador, com propriedades pro-
. oo (137,138,139) i
inflamatorias . Estes dados encontram-se de acordo com o presente estudo, pois as
ratas prenhes apresentaram aumento na massa total e percentual da glandula mamaria, embora
com menor concentragdo de gordura nesse tecido.

@9 a hiperprolactinemia na prenhez pode

Conforme descrito por Gualillo et al. (1999)
estimular a secre¢do de leptina no tecido adiposo branco materno e, dessa forma, participar da
regulacdo da ingestdo alimentar. Também foi demonstrado que a prolactina sérica elevada na

etapa final da prenhez em ratas®’~*>"

pode contribuir para a inibi¢ao da lipogé€nese hepatica,
possivelmente pela diminui¢do do suprimento de substratos para o figado materno®”. Em
estudo recente'*” foi observado que a hiperprolactinemia na gravidez tardia de ratas restritas
em proteina, pode interferir na proliferagdo de hepatdcitos e também induzir a resisténcia dos
hepatdcitos fetais a esse hormonio.

No presente estudo, a restricdo protéica avaliada na fase final da prenhez, alterou a
velocidade de sintese de acidos graxos e a atividade de enzimas lipogénicas no figado, a

disponibilidade de lipidios para os tecidos, modificou o perfil hormonal e reduziu a massa da

placenta e dos fetos, com interferéncia no desenvolvimento adequado da prenhez.
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