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RESUMO

A desnutricdo cronica é capaz de induzir prejuizos muitas vezes
irreversiveis no desenvolvimento, sendo responsavel por altos indices de
mortalidade. A desnutricdo proteica fetal resulta em déficit de crescimento
intrauterino, podendo ocorrer modificacdes epigenéticas e na programacao
da funcdo mitocondrial em varios 6rgdos da prole. Por ocorrer enquanto “in
utero”, estabelece uma resposta permanente no feto, conduzindo a um
aumento da susceptibilidade a doencas crénicas néo transmissiveis na vida
adulta, tais como diabetes, insuficiéncia cardiaca e neurodegeneracao.
Nosso objetivo nesse estudo foi determinar o efeito da dieta hipoproteica
em filhotes de rato submetidos a intervencao nutricional nos periodos fetal e
lactacional, sobre parametros mitocondriais no encéfalo. Ratas Wistar
prenhas foram divididas em grupo controle (C), com livre acesso a ragao
normal com 23% de proteina; e o grupo restricao proteica (RPM), com livre
acesso a dieta com 8% de proteina, ambas isocaléricas. Foram mantidas
nessas dietas durante toda a gestacédo (21 dias) e lactacao (21 dias). Apos
0 nascimento, no dia poés-natal 0 (PNO), um grupo de filhotes foi
eutanasiado, enquanto outro grupo de animais seguiu sob restricao dietética
materna até o desmame (PN21). As amostras de cerebelo e coértex cerebral
total foram utilizadas nas seguintes andlises bioquimicas: atividade
enzimatica da succinato-desidrogenase (SDH), dos complexos Il (succinato-
2,6-dicloroindofenol (DCIP)-oxidorredutase) e IV da cadeia respiratoria,
niveis de superdéxido mitocondrial e medida de massa mitocondrial e
potencial de membrana, por meio de citometria de fluxo. O projeto foi
aprovado pela CEUA/UFRGS sob o N° 25855. A desnutricdo proteica
ocasionou menor ganho de peso das ratas durante a gestacdo. Embora a
dieta hipoproteica ndo tenha influenciado no numero de filhotes por
ninhada, os filhotes submetidos a uma desnutricdo in utero, tiveram menor
peso ao nascer. A dieta materna também resultou em alteragbes nas
atividades das enzimas da cadeia respiratéria no cérebro da prole. No
cerebelo, obtivemos uma diminuigdo da atividade da SDH e do complexo
IV, tanto em filhotes de 0 dias, como apOs lactacdo, assim como uma
diminuicdo dos niveis de superoxido mitocondrial, avaliado por citometria de
fluxo. Ja no cortex total, tivemos alteracdo apenas em ratos de 21 dias,
ocorrendo um aumento da atividade das enzimas da cadeia respiratéria. Em
conclusao, a desnutricdo proteica nos periodos de gestacdo e lactacao é
capaz de induzir efeitos deletérios em estruturas cerebrais, podendo ser
permanentes. Dessa forma, o desenvolvimento do encéfalo no periodo
intrauterino é suscetivel as modificagbes ambientais, tais como a dieta
materna, induzindo uma programacdo metabdlica que pode influenciar o
risco de desenvolvimento de doencas na vida adulta.

Palavras-chave: desnutricdo proteica materna, cadeia respiratoria,
biogénese mitocondrial, programacao metabdlica.



ABSTRACT

Chronic malnutrition is a major health problem, inducing irreversible
impairment to development, being responsible for high mortality rates. The
fetal protein malnutrition results in a deficit of intrauterine growth, which
establishes a permanent response in the fetus and might increase the
incidence of chronic diseases. Considering that a metabolic programming
occurs ‘in utero”, we believe that epigenetic modifications can occur,
resulting in alterations in mitochondrial function in various organs of the
offspring. Our main objective was to determine the effect of low protein diet
in rat pups submitted to nutritional intervention in the fetal period and
lactation, on brain mitochondrial parameters. Pregnant Wistar rats were
divided into control group (C), with free access to standard diet with 23%
protein; and the protein restriction group (RPM), with free access to diet with
8% protein, both isocaloric. Animals were maintained on these diets
throughout pregnancy (21 days) and during the lactation period (21 days).
After birth, on postnatal day 0 (PNO), a group of puppies was euthanized,
while another group of animals followed in maternal dietary restriction up to
weaning (PN21). Cerebellum and total cerebral cortex were used to the
following biochemical analyzes: enzymatic activity of succinate
dehydrogenase (SDH), respiratory chain complexes Il (succinate-2,6-
dichloroindophenol (DCIP)-oxidorredutase) and 1V, mitochondrial superoxide
levels, mitochondrial mass and membrane potential, measured by flow
cytometry. The project was approved by a local ethics commission under the
N° 25855. Our results showed that protein malnutrition reduced the dam
weight gain during pregnancy. Although low protein diet did not influence the
number of pups per litter, the puppies undergo malnutrition in utero had
lower weight at birth. Maternal restricted diet also resulted in changes in the
activities of the respiratory chain enzymes in the brain of the offspring. In the
cerebellum, we found a decrease in the SDH and complex IV activities both
on PNO and PN21 rats, as well as decreased levels of mitochondrial
superoxide assessed by flow cytometry. Conversely, in the total cerebral
cortex, we observed increased activity of those enzymes in PN21 rats. In
conclusion, protein malnutrition in pregnancy and lactation periods is able to
induce deleterious effects on brain structures, concerning mitochondrial
parameters. The brain development in intrauterine period is susceptible to
environmental changes such as maternal diet, and this metabolic
programming may influence the risk of disease development in adulthood.

Keywords: maternal protein malnutrition, respiratory chain, mitochondrial
biogenesis, metabolic programming.



LISTA DE ABREVIATURAS
ADP — Adenosina difosfato
ATP — Adenosina trifosfato
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ERO - Espécies reativas de oxigénio
FAD - Flavina adenina dinucleotideo
FMN — Flavina mononucleotideo
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H202 — Peroxido de hidrogénio
NADH — Nicotinamida adenina dinucleotideo
NRF-1 — Fator respiratério nuclear 1
Oz *" - Superodxido
*OH — Hidroxila

PGC-1a - Coativador de transcricdo 1a do receptor ativado por

proliferacdo peroxissomal
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SNC - Sistema nervoso central
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REFERENCIAL TEORICO

Aspectos gerais sobre desnutricéo

A desnutricdo ainda continua sendo um problema de saude da
populacao brasileira. Embora o perfil nutricional e educacional da populagéo
seja outro quando comparado a décadas passadas, o Brasil, assim como
outros paises em desenvolvimento, preocupa-se com estratégias de saude
publica, a fim de melhorar a atencdo a salude e o cuidado nutricional,
promovendo a prevencdo da desnutricdo e seguranca alimentar (SAUDE,
2008; IYENGAR; NAIR, 2000). De acordo com estudos realizados em
diferentes estados brasileiros, a desnutricdo tém evidenciado uma
tendéncia de diminuicdo, enquanto que a prevaléncia do excesso de peso
estd aumentando, mas sem que haja a substituicdo de um perfil pelo outro
(BATISTA FILHO et al, 2009; CHAGAS et al, 2013) Portanto, acredita-se
que o pais apresenta um grande desafio para as politicas publicas de saude
no momento, pois estd convivendo com essa transicdo nutricional,
caracterizada frequentemente pela ma-alimentacdo (BERMUDEZ,;
TUCKER, 2003). As transformacdes de ordem econbmica, social e
demografica podem nos deparar com a presenca da desnutricdo,
deficiéncia de micronutrientes, excesso de peso e outras doencas cronicas
nao transmissiveis nas mesmas comunidades, até mesmo nas mesmas
familias (STANDING COMMITTEE ON NUTRITION, 2006).

Mesmo apds uma grande expansao nos servicos e programas de saude,
bem como melhora em ganhos econémicos, a principal causa da
desnutricdo infantil continua sendo o quadro de pobreza encontrado em
algumas regibes brasileiras. Sendo associada a baixa escolaridade
materna, condicdes precarias de moradia e saneamento, maior nimero de
moradores na casa, assim como maes com idade inferior a 20 anos
(OLINTO et al, 1993). A alimentacéo insuficiente ou inadequada e o dificil
acesso a comida ainda € uma realidade brasileira (MONTE, 2000; UNICEF,
2007).
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O termo “desnutricdo” pode se referir a diferentes situagdes. Segundo
Morgane et al. (1993), a desnutricdo pode ser energética - uma deficiéncia
global de nutrientes - ou uma “ma nutricao”, a qual implica em proporgdes
desequilibradas de um ou mais nutrientes, com niveis abaixo ou acima do
recomendado. Dessa forma, uma deficiéncia quantitativa (energia) ou
qualitativa (um ou mais nutrientes), o consumo de alimentos de ma
qualidade nutricional em excesso, bem como algumas doencgas metabdlicas
que alteram de alguma forma a nutricdo normal, podem ser considerados
como uma ma nutricdo. Neste trabalho, o termo desnutricdo refere-se a

uma deficiéncia quantitativa de proteina.

A desnutricdo aguda infantil pode resultar em baixo peso para idade ou
para estatura, evidenciado logo no inicio da infancia. JA a desnutricdo
cronica promove déficits de crescimento linear da crianca, ou seja, baixa
estatura para a idade (MOTTA; SILVA, 2001), que esta associada a
prejuizos muitas vezes irreversiveis durante a vida, tais como aumento na
mortalidade, maior incidéncia de doencas infeciosas, prejuizo no
desenvolvimento psicomotor, menor aproveitamento escolar, bem como
menor capacidade produtiva na vida adulta (BLACK et al, 2008; ETUKUDO
et al, 1999).

Efeitos da desnutricdo no sistema nervoso central

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e da capacidade
cognitiva sdo modulados pelo potencial genético, e por inUmeros estimulos
ambientais, tais como a nutricdo, o exercicio fisico, o estresse, 0 consumo
de alcool, o fumo, utilizagcdo de farmacos e hipoxia (KUMSTA et al, 2007,
MORGANE et al, 1993). O encéfalo continua se desenvolvendo no periodo
pos-natal, ou seja, ap0s o nascimento, o animal ainda possui o0 SNC
imaturo, passando por importantes mudangas tanto quantitativas como

qualitativas. As mudancas quantitativas referem-se ao aumento no numero
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de células (hiperplasia) e as qualitativas a diferenciacdo e migracao celular,
formacao e eliminacdo das sinapses, morte celular programada e formacao
de redes neuronais (ERECINSKA; CHERIAN; SILVER, 2004).

O tempo de maturacdo do encéfalo varia de uma espécie animal para
outra. O SNC passa por uma série de estdgios com uma sequéncia precisa,
que se difere de regido para regiao cerebral, sendo assim, o tempo de
maturacdo do SNC depende do animal estudado (MORGANE; MOKLER;
GALLER, 2002). Em roedores, essa fase ocorre, principalmente, no periodo
pdés-natal, mas ja se inicia na Ultima semana de gestacdo (MORGANE;
MOKLER; GALLER, 2002; SCRIMSHAW; GORDON, 1968). Ja em seres
humanos, a fase de maturacdo cerebral ocorre desde o ultimo trimestre
gestacional até os primeiros anos de vida. Em humanos, os dois primeiros
anos de vida sao considerados periodos criticos para a deplecdo
nutricional, pois nesta idade, a crianga apresenta um crescimento acelerado
do corpo e o encéfalo obtém, aproximadamente, 80% do seu tamanho
adulto. Dessa forma, é evidente a importancia do fornecimento adequado
de nutrientes, sendo que a privacao proteica pré-natal pode resultar em
prejuizos no cerebelo e cortex total, tais como niveis aumentados de
peroxidacao lipidica e alteracBes nas atividades das enzimas antioxidantes
do cérebro (BONATTO et al, 2006). Esses prejuizos podem derivar em
anormalidades comportamentais, piora do funcionamento cognitivo e
disturbios no aprendizado e memoria. Estudos sugerem que 0 mecanismo
que explica essas alteracdes €, possivelmente, a diminui¢cdo da plasticidade
cerebral, o que contribui para o impacto dos desequilibrios nutricionais no
desenvolvimento cerebral, principalmente a plasticidade restaurada que
ocorre como resultado da reabilitacdo nutricional (PAULSEN; MOSER,
1998).

Estruturas do SNC, como, por exemplo, o cértex cerebral, o hipocampo
e o cerebelo, possuem alta susceptibilidade a danos, que, quando causados
pela desnutricdo proteica, geralmente sdo permanentes ou ha muita
dificuldade para se reverter completamente (BRONZINO; AUSTIN-
LAFRANCE; MORGANE, 1990; DEBASSIO; KEMPER, 1985). Os efeitos do
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dano dependem da durac&o da desnutricdo, das caracteristicas dietéticas e
do estagio de desenvolvimento cerebral em que a desnutricdo ocorre
(DEBASSIO; KEMPER, 1985).

O cerebelo é uma estrutura muito utilizada em estudos sobre os efeitos
da desnutricdo devido a sua composi¢do simples e sua morfologia bem
conhecida. A origem e o desenvolvimento cerebelar nos roedores s&o
caracterizados por uma rapida proliferacdo celular pos-natal e pela
composicao celular mais homogénea quando comparada a outras regides
do SNC, o que facilta a correlacdo das alteracbes com processos
morfologicos da estrutura (ANDERSEN, 2003). Em cerebelo de ratos, o
crescimento celular ocorre a partir da proliferacdo celular de uma camada
externa que persiste no rato até o 21° dia pds-natal. Dessa forma, tanto a
proliferacdo quanto o crescimento celular méximo, ocorrem desde o
nascimento até o final do periodo de amamentacdo (ALTMAN; DAS;
SUDARSHAN, 1970; ANDERSEN, 2003)

A desnutricdo proteica no periodo de gestacdo e lactacdo € capaz de
induzir efeitos deletérios em estruturas cerebrais, com altera¢cdes quimicas
e/ou morfolégicas que resultam em disfuncéo e diminuicdo do peso cerebral
dos filhotes (FALCAO-TEBAS et al, 2012; KING et al, 2004). Esses efeitos
sdo particularmente graves no periodo de proliferacdo e crescimento
neuronal (DOBBING; SANDS, 1971). Além disso, a desnutricdo proteica
pode ser considerada como um fator de estresse materno, podendo
predispor uma maior suscetibilidade a distirbios neurodegenerativos
(BALE, 2015). O estresse pré-natal pode causar uma diminuicdo da
proliferacdo neuronal no hipocampo do feto. Apés o desmame, a prole
possui menor mielinizagdo, maior comprometimento estrutural dos
neurbnios e atrofia dendritica apical, também em hipocampo.
Posteriormente, na adolescéncia e na idade adulta, a desnutricdo
demonstrou ainda possuir consequéncias no enceéfalo. Alteragcdes na
neurogénese, na densidade neuronal, na arquitetura dendritica e
conectividade sinaptica permanecem com o passar dos anos (BOERSMA et
al, 2014).
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Programacéao fetal

A programacao fetal € um fendmeno que explica a existéncia de uma
forte relacdo entre o0 meio intrauterino adverso e desenvolvimento de
doencas na vida adulta. Um processo que, por ocorrer enquanto “in utero”,
estabelece uma resposta permanente no feto, conduzindo a um aumento da
susceptibilidade a doengas na vida adulta, por isso, conhecida como “a
origem fetal da doenga no adulto” (ARMITAGE; POSTON; TAYLOR, 2008).
A programacéo fetal foi observada em modelos animais de insuficiéncia
placentaria induzida por meio da ligacdo da artéria uterina, ou por meio de
modelos de manipulacdo dietética como, por exemplo, restricdo proteica
(ARMITAGE et al, 2004). Esses modelos animais sugerem que a
programacao metabdlica pode aumentar as chances de sobrevivéncia do
feto sob condi¢cdes de nutricdo precarias e intermitentes e resultar em um
metabolismo pés-natal alterado e muitas vezes inapropriado (GOTTLIEB;
DA CRUZ; BODANESE, 2008).

Sabe-se que a desnutricdo proteica materna resulta em déficit de
crescimento fetal (PETRY; OZANNE; HALES, 2001), podendo resultar no
desenvolvimento de doencas cronicas nao transmissiveis na vida adulta,
como doengas cardiovasculares, hipertenséo, diabetes tipo 2, hiperlipidemia
e obesidade. Essas condi¢des sao consequéncia da “programacéo fetal”, na
qual o insulto nutricional sofrido em um periodo critico do desenvolvimento
fetal afetaria permanentemente o metabolismo do individuo (HALES;
BARKER, 1992; OZANNE et al, 2005; OROZCO-SOLIS et al, 2009). Nesse
sentido, os tecidos e os 6rgdos possuem periodos criticos de maturagéo e
desenvolvimento. Dessa forma, agressdes sofridas nesses periodos podem
repercutir em alteragbes na estruturacdo fisiolégica e bioquimica do
individuo, resultando em alteracdes fenotipicas. Essa plasticidade refere-se
a capacidade de modificacdo do fendtipo do individuo, uma adaptacao
fisiol6égica, muitas vezes essencial para a salude, o desenvolvimento e a
sobrevivéncia do recém-nascido (KUMSTA et al, 2007; RAVELLI; STEIN;

SUSSER, 1976). Dentre essas adaptacbes podemos verificar um aumento



15

do turnover proteico, uma reducdo do catabolismo de aminoacidos, da
sintese de ureia e da excregdo de nitrogénio urinario (TORUN; CHEW,
1994).

Em contraponto, a placenta possui extrema importancia para o
adequado desenvolvimento do feto quando exposto a um insulto ambiental
materno. Com a privagédo nutricional de curto ou longo prazo durante a
gestacdo, a placenta tem a funcdo de proteger o feto, mantendo seu
crescimento normal através de um mecanismo de autofagia placentéaria
(BALE, 2015).

Funcéo e biogénese mitocondrial

Estudos que visam explicar a relacdo da desnutricdo durante a gravidez
e o0 desenvolvimento de doencas na vida adulta, tais como diabetes e
obesidade, sugerem que, em condicbes adversas do meio ambiente
intrauterino, podem ocorrer modificacdes epigenéticas e programacao da
funcdo mitocondrial (REUSENS; THEYS; REMACLE, 2011).

As mitocéndrias sao organelas celulares responsaveis pela respiracdo
celular, presentes nas células eucaridticas, que possuem como finalidade
principal converter a energia contida nos nutrientes em uma forma
bioquimicamente utilizavel nas variadas reacfes celulares (ALBERTS,
2008). Interessantemente, a morfologia, tamanho e quantidade das
mitocondrias variam de acordo com o tecido estudado, e podem ser
alteradas por diferentes estimulos, dentre os quais o exercicio fisico
(NISOLI et al, 2004). Essas organelas possuem uma membrana externa e
outra interna, sendo essa altamente especializada e seletiva. As
membranas estdo separadas por um espaco intermembranas, enquanto o
contetdo fluido compreendido pela membrana interna contém o Acido

desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial e diversas enzimas pertencentes as
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vias metabdlicas oxidativas (LANOUE; SCHOOLWERTH, 1979). Essas
enzimas sdo responsaveis, por exemplo, pela oxidacdo do piruvato, dos
acidos graxos (B-oxidacao) e do seu produto, o acetil-CoA, via ciclo dos
acidos tricarboxilicos (NELSON; COX, 2014). As enzimas da cadeia
transportadora de elétrons e fosforilacdo oxidativa estdo incrustadas na
membrana mitocondrial interna (NELSON; COX, 2014; SCARPULLA, 2008).

A disfuncdo mitocondrial esta implicada em diversas doencas humanas,
incluindo diabetes, insuficiéncia cardiaca e neurodegeneracdo (GLEYZER,;
SCARPULLA, 2008). Portanto, o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que visam a modulacao das vias de sinalizacdo que controlam

a funcéo mitocondrial e sua biogénese possui elevada importancia.

Com relacdo a biogénese mitocondrial, estudos demonstram que a
restricio caldrica, em mamiferos, parece modular a atividade de
importantes reguladores de transcricdo, afetando a atividade mitocondrial
(GENARO; SARKIS; MARTINI, 2009). Nesse sentido, existe uma complexa
rede de fatores de transcricAo que regulam a expressdo de genes
responsaveis pelo controle da massa e funcdo mitocondriais, sendo eles,
principalmente, receptores ativados por proliferadores de peroxissomos o
(PPARa), fator nuclear respiratério 1 (NRF-1) e fator de transcricdo
mitocondrial A (TFAm) (GLEYZER; SCARPULLA, 2011). O coativador de
transcricdo 1a do receptor ativado por proliferacédo peroxissomal (PGC-1a)
serve como um coativador de transcri¢cdo direta do PPARy. A expresséo do
gene PGC-1la é induzida rapidamente pela exposicdo ao frio, ao exercicio
de curto prazo e ao jejum; condicdes fisiolégicas conhecidas por aumentar a
demanda de mitocbndrias para produzir calor e/ou Adenosina trifosfato
(ATP) (TERADA et al, 2002). Além do seu papel na biogénese mitocondrial
através da sua interacdo com o PPAR vy, o PGC-1a regula outras funcoes,
como por exemplo, controle da termogénese, do metabolismo glicidico, da
oxidacdo de acidos graxos e de anabolizantes mitocondriais (REUSENS;
THEYS, REMACLE, 2011). NRF-1 ativa a expressédo de TFAm, um fator de
transcricdo chave que é translocado para a mitocdndria, onde promove a

biogénese mitocondrial através da replicacdo e transcricdo do mtDNA. NRF-
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1 também pode afetar a expressdo de genes mitocondriais
(RAMACHANDRAN; YU; GULICK, 2008).

S6 muito recentemente € que foi dada atencdo ao envolvimento das
mitocdndrias como possiveis alvos para a programacao fetal, que definiréo
a suscetibilidade a doencgas na vida adulta. Tem sido proposto que a chave
gue permite a adaptacdo de um feto sobreviver num ambiente limitado de
energia pode ser uma programacao da funcdo mitocondrial (REUSENS;
THEYS, REMACLE, 2011). Durante o periodo de gestacdo, uma alteracao
do metabolismo e da condicdo nutricional da mae é capaz de afetar a
atividade mitocondrial em véarios o6rgdos da prole, sendo que as
consequéncias dessas alteracbes podem ser observadas logo apds o
nascimento, mas podem se agravar com o passar dos anos (SIMMONS;
SUPONITSKY-KROYTER; SELAK, 2005).

Estudos com mesmo protocolo de desnutricdo proteica gestacional,
mostraram que o insulto nutricional ocasionou alteracbes nos parametros
mitocondriais em ilhotas pancreéticas da prole, ocorrendo uma diminui¢éo
da codificacdo génica mitocondrial de uma subunidade da ATP-sintase, com
consequente reducdo da capacidade de producdo de ATP através da
fosforilacdo oxidativa, o que pode predispor a intolerancia a glicose (THEYS
et al, 2009). No figado e no musculo esquelético, o conteudo de DNA
mitocondrial, assim como a expressdao do gene codificado pelo DNA
mitocondrial também foram reduzidos em ratos submetidos a desnutricdo
proteica fetal (PARK et al, 2003).

Cadeia transportadora de elétrons

Uma série de funcdes do organismo necessita de energia para sua
realizagdo. Sintese de neurotransmissores, vias de sinalizagdo celular,
expressao génica, sintese de hormoénios, entre outros, sdo exemplos de

fungbes que, para seu bom funcionamento, precisam de energia celular
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obtida com oxidacdo de substancias através da respiracao celular. Sabe-se
que o principal combustivel da célula para processos que requerem energia
€ 0 ATP, que, por meio de hidrdlise fornece energia as reac¢des bioquimicas
e impulsiona reacdes com delta de energia livre desfavoravel (NELSON;
COX, 2014).

Como ja comentado anteriormente, a mitocondria é a principal fonte de
ATP em organismos aerobios. Nela ocorrem os processos de oxidacao de
acetil-CoA no ciclo de Krebs, com consequente reducdo das coenzimas
Flavina adenina dinucleotideo (FAD) e Nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADY em FADH: e NADH.H*, respectivamente. Outras fontes dessas
coenzimas sdo a oxidacdo de &cidos graxos, que também ocorre na
mitocdndria, a oxidacdo de aminoacidos e a via glicolitica citosdlica. Essas
coenzimas sdo reoxidadas na cadeia respiratoria, responsavel pela
transferéncia de elétrons até o aceptor final, oxigénio, resultando em agua.
A energia de transferéncia dos elétrons é conservada como um gradiente
de prétons, que sdo acumulados no espaco intermembranas. O gradiente
eletroquimico é utilizado para a sintese de ATP na fosforilacdo oxidativa,
catalisada pela ATP-sintase (NELSON; COX, 2014).

A cadeia respiratoria € formada por quatro complexos. De uma forma
geral, os complexos | e Il sdo responséaveis pela transferéncia dos elétrons
para a ubiquinona a partir dos doadores NADH, no complexo |, e do
succinato, no complexo Il. Em sequéncia, o complexo Ill catalisa o
transporte dos elétrons da ubiquinona até o citocromo c e, por fim, o
complexo IV transfere os elétrons do citocromo ¢ até o oxigénio (NELSON;
COX, 2014).

No complexo I, a transferéncia de elétrons do NADH para a ubiquinona
(CoQ) forma ubiquinol (QH2). A NADH-desidrogenase, componente do
complexo I, & responsavel pela reoxidacdo do NADH e tem como grupo
prostético a flavina mononucleotideo (FMN), que, assim como o FAD, € um
derivado da riboflavina. Ao receber dois prétons e dois elétrons é reduzido a

FMNH:. Através da NADH-desidrogenase ocorre 0 bombeamento de quatro
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prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas (NELSON;
COX, 2014; LIEBERMAN; MARKS; SMITH, 2008; BERG et al, 2007).

O complexo Il € formado pela succinato-desidrogenase (SDH), alguns
centros de Fe-S e pelo citocromo b560. A SDH € uma enzima responsavel
pela oxidacdo do succinato a fumarato, com a geracédo de FADH2. Com a
transferéncia dos elétrons e prétons do succinato para o FAD, ocorre a
reducdo deste a FADH2 que permanece no complexo como grupo
prostético, e da sequéncia a cadeia transportadora de elétrons via reducéo
da CoQ. A glicerol-fosfato-desidrogenase e a acil-CoA-desidrogenase, via
proteina transferidora de elétrons, também sdo enzimas que catalisam a
transferéncia de elétrons do FADH2 para CoQ, reduzindo a QHz (NELSON;
COX, 2014; LIEBERMAN; MARKS; SMITH, 2008; BERG et al., 2007)

O complexo Il € responséavel pela transferéncia de elétrons do ubiquinol
para o citocromo c, ocorrendo o bombeamento de mais quatro prétons para
0 espaco intermembranas. E, por fim, o complexo 1V, recebe os 4 elétrons,
um a um do citocromo c e 0s doa para o oxigénio molecular que, ao receber
0s 4 prétons provenientes da matriz, € convertido em 2 moléculas de agua
(NELSON; COX, 2014)

O bombeamento de prétons pela cadeia respiratéria mitocondrial forma
um gradiente eletroquimico, o qual € utilizado pela ATP-sintase como uma
forca motriz, para a formacéo de ATP, a partir de adenosina difosfato (ADP)
e fosfato inorganico. O ATP é transportado para fora da mitocéndria com o
concomitante transporte de ADP para dentro da mitocéndria, através de um
sistema antiporte QHz2 (NELSON; COX, 2014; BERG et al, 2007).

A demanda de ATP varia de acordo com o estado fisiol6gico, e com o
tecido. O cérebro é um tecido de alta demanda energética, mesmo estando
em repouso, representando em torno de 20% do consumo de todo
organismo. Dessa forma, deficiéncias no funcionamento normal da cadeia
respiratéria mitocondrial, com consequente diminuicdo da sintese de ATP,
pode acarretar em sérios prejuizos ao tecido. Além disso, sabe-se que

alteracbes na cadeia respiratéria podem ocasionar morte celular e,
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possivelmente, diminuir a longevidade (ANKARCRONA et al, 1995;
CADENAS; DAVIES, 2000).

Espécies Reativas

As espécies reativas sdo produzidas naturalmente no metabolismo, e
possuem muitas fung¢des fisioldgicas relevantes tais como a sinalizacdo
celular, a defesa do organismo pelo sistema imune, a vasodilatacdo e a
neurotransmissédo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Quando produzidas
em excesso, ou ndo eliminadas adequadamente pelas defesas
antioxidantes, podem gerar uma condicdo conhecida como estresse
oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Estudos que relacionam os
efeitos da desnutricdo sobre o estresse oxidativo demonstram que o
desequilibrio entre a geracéo de radicais livres e a capacidade antioxidante
pode ter um significativo efeito na patofisiologia da desnutricdo proteica
(GOLDEN, 2002).

Os radicais livres de oxigénio sdo capazes de reagir com outras
moléculas por possuirem um elétron desemparelhado em sua Orbita
externa, possibilitando a retirada de elétrons de outras moléculas, o que
resulta na modificacdo estrutural dessa molécula (YU, 1994). A respiracao
mitocondrial utiliza cerca de 85 a 90% do oxigénio consumido, através da
cadeia de transporte de elétrons, enquanto o restante € utilizado por
oxidases e oxigenases, além de reacdes quimicas de oxidacdo diretas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A respiracao mitocondrial € a principal

fonte de radicais livres de oxigénio, especialmente o superoxido (O2*),

formado pela redu¢cdo monoeletronica do O2. Esse radical livre é convertido
em peroxido de hidrogénio (H202), uma espécie reativa de oxigénio (ERO)
nao radicalar, pela enzima superoxido-dismutase. O peroxido de hidrogénio
€ eliminado por diferentes sistemas enzimaticos, dentre eles a catalase,
glutationa-peroxidase, peroxirredoxinas e tiorredoxinas (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). A deficiéncia na atividade enzimatica pode resultar
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em acumulo de H202, que, na presenca de ions Fe?* ou Cu*, pode gerar um
dos mais danosos radicais livres, o hidroxil (*OH), via reacdes de Fenton e
Haber-Weiss, respectivamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Além
das enzimas antioxidantes citadas acima, as células contam ainda com o0s
antioxidantes n&o-enziméticos obtidos da dieta ou sintetizados
endogenamente, tais como as vitaminas C e E, polifenois, acido Urico,
creatina, e glutationa (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O cérebro € um tecido com alta demanda metabdlica, e altamente
suscetivel ao ataque oxidativo. Alguns dos fatores que contribuem para
essa caracteristica sdo: alta concentracao de acidos graxos poli-insaturados
nas membranas, alta concentracao de ferro, deficiéncia em alguns tipos de
antioxidantes, e alto consumo de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). O cortex cerebral, o hipocampo e o0 cerebelo sdo altamente
susceptiveis a alteracdes no estado oxidativo quando submetidos a
desnutricdo proteica, tanto pré como pds-natal. Estudos que avaliaram tais
alteracbes demostraram um aumento nos niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico e do indice de peroxidacéao lipidica no cerebelo e cortex
cerebral, assim como uma diminuicdo na atividade da catalase em ratos
qgue sofreram desnutricdo proteica intrauterina (BONATTO et al, 2006;
EVANS, 1993; FEOLI et al, 2006; GARCIA; RODRIGUEZ-MALAVER,;
PENALOZA, 2005).

JUSTIFICATIVA

Considerando a forte relacdo entre o meio intrauterino adverso e o
possivel envolvimento da programagdo metabdlica mitocondrial no
desenvolvimento de doengcas na vida adulta e que, atualmente,
encontramos estudos que avaliam os efeitos da desnutricdo proteica na
producdo de espécies reativas, alteracdes nas atividades enzimaticas
antioxidantes e marcadores de dano oxidativo em cérebros de ratos adultos

e que poucos visam avaliar o efeito da dieta hipoproteica materna nos
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filhotes, acreditamos que  estudos o0s quais verifiguem parametros
mitocondriais como, a atividade enzimatica da cadeia respiratoria,
biogénese e massa mitocondrial da prole submetida a desnutricdo proteica
in utero, complementariam a literatura, esclarecendo os efeitos do consumo

de proteina inadequado durante a gestacéo.

OBJETIVOS

Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da dieta hipoproteica
sobre parametros mitocondriais no encéfalo de filhotes de rato submetidos a

intervencgdo nutricional no periodo fetal e lactacional.

Objetivos especificos

- Avaliar a atividade enzimatica da SDH, dos complexos Il e IV da cadeia
transportadora de elétrons, em amostras encefélicas de filhotes de maes
submetidas a dieta restrita em proteinas no periodo gestacional e

lactacional.

- Verificar o efeito da desnutricdo proteica pré-natal e lactacional sobre
0os niveis de superoxido mitocondrial, medida de massa mitocondrial e
potencial de membrana em cerebelo e cortex cerebral de ratos, utilizando

citometria de fluxo.

HIPOTESE

Considerando que o desenvolvimento do SNC no periodo intrauterino e
lactacional é suscetivel a modificacbes ambientais, tais como a dieta
materna, e que essa programacdo metabdlica pode influenciar o risco de
doencgas na vida adulta, acredita-se que uma restricdo proteica durante a
gestacdo pode ocasionar alteracdes definitivas no feto, como, por exemplo,

uma alteracédo na funcéo e biogénese mitocondrial.
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RESUMO

A desnutricdo € capaz de induzir prejuizos muitas vezes irreversiveis no
desenvolvimento, sendo responsavel por altos indices de mortalidade. A
desnutricdo proteica fetal resulta em déficit de crescimento intrauterino,
podendo ocorrer modificacdes epigenéticas e na programacdo da funcdo
mitocondrial em varios 6rgdos da prole. Por ocorrer enquanto “in utero”,
estabelece uma resposta permanente no feto, conduzindo a um aumento da
susceptibilidade a doencas cronicas nao transmissiveis na vida adulta.
Nosso objetivo foi determinar o efeito da dieta hipoproteica em filhotes de
rato submetidos a intervencéo nutricional nos periodos fetal e lactacional,
sobre pardmetros mitocondriais no encéfalo. Ratas Wistar prenhas foram
divididas em grupo controle, com livre acesso a racdo normal (23% de
proteina); e o grupo restricdo proteica, com livre acesso a dieta hipoproteica
(8% de proteina), isocaléricas. Permaneceram nessas dietas durante toda a
gestacdo e lactacdo. Apdés o nascimento (PNO), um grupo de filhotes foi
eutanasiado, enquanto outro grupo seguiu sob restricdo dietética materna
até o desmame (PN21). O cerebelo e cortex cerebral total foram utilizadas
nas seguintes andlises bioquimicas: atividade enzimatica da succinato-
desidrogenase (SDH), dos complexos Il (succinato-2,6-dicloroindofenol
(DCIP)-oxidorredutase) e IV da cadeia respiratéria, niveis de superéxido
mitocondrial e medida de massa mitocondrial e potencial de membrana, por
meio de citometria de fluxo. O projeto foi aprovado pela CEUA/UFRGS sob
0 N° 25855. A desnutricdo proteica ocasionou menor ganho de peso das
ratas durante a gestacdo. Embora a dieta hipoproteica ndo tenha
influenciado no namero de filhotes por ninhada, os filhotes submetidos a
uma desnutricdo in utero, tiveram menor peso ao nascer. A dieta materna
também resultou em alteracdes nas atividades das enzimas da cadeia
respiratoria no cérebro da prole. No cerebelo, obtivemos uma diminuicdo da
atividade da SDH e do complexo 1V, tanto em filhotes de 0 dias, como apds
lactacdo, assim como uma diminuicdo dos niveis de superéxido
mitocondrial, avaliado por citometria de fluxo. Ja no cortex total, tivemos
alteracdo apenas em ratos de 21 dias, ocorrendo um aumento da atividade
das enzimas da cadeia respiratoria. Em conclusdo, a desnutricdo proteica
nos periodos de gestacao e lactacdo € capaz de induzir efeitos deletérios
em estruturas cerebrais, podendo ser permanentes. Dessa forma, o
desenvolvimento do encéfalo no periodo intrauterino é suscetivel as
modificacbes ambientais, tais como a dieta materna, induzindo uma
programacao metabdlica que pode influenciar o risco de desenvolvimento
de doencas na vida adulta.

Palavras-chave: desnutricdo proteica materna, cadeia respiratoria,
biogénese mitocondrial, programacao metabdlica.
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INTRODUCAO

Mesmo com as mudancas e transformacdes de ordem econdmica, social
e demogréfica, a desnutricdo infantil continua sendo um problema de saude
em algumas localidades brasileiras. Estratégias de salde publica e
programas que garantam a seguranca alimentar ainda constituem uma
preocupacao para a politica nacional [1, 2], pois a alimentacéo insuficiente
ou inadequada e o dificil acesso a comida continuam sendo uma realidade
brasileira [3, 4]. A desnutricdo pode ser definida como uma deficiéncia
global de nutrientes ou uma ma nutricdo, a qual implica em proporcées
desequilibradas de um ou mais nutrientes, com niveis abaixo ou acima do
recomendado [5]. Ocorrendo essa deficiéncia ou desequilibrio nutricional na
infancia, as consequéncias podem resultar em baixo peso para idade ou
para estatura, assim como um déficit de crescimento linear da crianca, ou
seja, baixa estatura para idade [6]. Essas alteracfes estdo associadas a
maior mortalidade, maior incidéncia de doencas infecciosas, prejuizo no
desenvolvimento psicomotor, menor aproveitamento escolar e menor
capacidade produtiva na idade adulta, prejuizos muitas vezes irreversiveis

durante a vida [7, 8].

Existe uma forte relagdo entre o meio intrauterino adverso e o
desenvolvimento de doencas na vida adulta [9]. Essa relacdo é explicada
por um fendmeno conhecido por “programacao fetal” que, por ocorrer
enquanto “in utero”, estabelece uma resposta permanente no feto,
conduzindo a um aumento da susceptibilidade a doencas na vida adulta
[10]. A desnutricAdo proteica fetal resulta em déficit de crescimento
intrauterino [11] e no aumento do risco de desenvolvimento de doencas
cronicas, como doencas cardiovasculares, hipertensdo, diabetes tipo 2,
hiperlipidemia e obesidade. Dessa forma, a “programacéo fetal” € uma
resposta ao insulto nutricional sofrido em um periodo critico do
desenvolvimento, afetando permanentemente o metabolismo do individuo
[12-14]. Os estudos que visam explicar a origem fetal da doeng¢a no adulto
sugerem que, em condicdes adversas do meio ambiente intrauterino,

podem ocorrer modificagbes epigenéticas e uma programacao da funcao
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mitocondrial [15]. S6 muito recentemente é que foi dada atencdo ao
envolvimento das mitocdndrias como possiveis alvos para a programacao
fetal. A mitocondria exerce uma série de fungdes no metabolismo humano,
desde a sintese de ATP até o controle da morte celular por apoptose, e
danos em sua integridade e funcionalidade podem interferir na viabilidade
celular [16]. O comprometimento da fungcdo mitocondrial tem grandes
implicagbes para doencas como diabetes, insuficiéncia cardiaca e
neurodegeneracao [16, 17]. Com relacdo a biogénese mitocondrial, estudos
demonstram que a restricdo calérica, em mamiferos, parece modular a
atividade de importantes reguladores de transcricdo, afetando a atividade
mitocondrial [18]. Durante o periodo de gestacdo, uma alteracdo do
metabolismo e da condi¢do nutricional da mée é capaz de afetar a atividade
mitocondrial em varios 6rgdos da prole, sendo que as consequéncias
dessas alteracdes podem ser observadas logo ap6s nascimento, mas
podem se agravar com 0 passar dos anos [19]. Em adi¢cdo, a desnutricao
proteica também altera o status antioxidante celular, ja que se tem
observado alteracdes nas concentracfes das defesas antioxidantes nao-
enzimaticas, principalmente da glutationa (GSH) [20]. Estudos que
relacionam os efeitos da desnutricio sobre o0 estresse oxidativo
demonstram que o desequilibrio entre a geracdo de radicais livres e a
capacidade antioxidante pode ter um significativo efeito na fisiopatologia da
desnutricdo proteica [21, 22]. O cérebro € especialmente sensivel ao
estresse oxidativo, pois apresenta alta taxa de atividade metabdlica, alta
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados, regides ricas em ferro e

moderados niveis de antioxidantes [23].

Dessa forma, com o pressuposto de que a chave que permite a
adaptacao de um feto sobreviver num ambiente limitado de energia pode
ser uma programacao da fungdo mitocondrial e que a desnutricdo proteica
pré-natal pode ser capaz de promover alteracdes na atividade mitocondrial
em varios orgaos da prole, acreditamos que mais estudos sdo necessarios
para elucidar se o metabolismo mitocondrial esta envolvido no mecanismo
pelo qual a desnutricdo proteica exerce seus efeitos deletérios. Regides

como o cortex cerebral e o0 cerebelo sdo altamente susceptiveis a
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alteracdes no estado oxidativo quando submetidos a desnutricdo proteica,
tanto pré como pds-natal [21, 22], podendo ocasionar deficiéncias no
funcionamento normal da cadeia respiratéria mitocondrial, com consequente
diminuicao da sintese de ATP [24]. Considerando o exposto, nosso trabalho
tem como objetivo verificar o efeito da desnutricdo proteica pré-natal e
lactacional sobre paradmetros mitocondriais no cortex total e cerebelo da

prole.

METODOS
Animais e Reagentes

Foram utilizados ratos Wistar (34 fémeas e 17 machos adultos de 90
dias para o acasalamento, 68 filhotes machos) provenientes do biotério do
Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS. Os animais foram mantidos a
temperatura constante de 22°C + 1°C com acesso a alimento, de acordo
com o grupo o qual pertence e a agua ad libitum. Os animais ficaram
durante todo o periodo de estudo em sala destinada para tratamento e
manipulacdo de animais, no biotério do Departamento de Bioquimica. A
prole foi mantida com a mée em caixa individual (41 x 34 x 16 cm) forrada

com maravalha até o desmame aos 21 dias de vida pés-natal.

A utilizacdo de animais seguiu as normativas nacionais que regem o uso
de animais em pesquisa, a Lei 11.794/2008 e as Resolu¢bes Normativas do
CONCEA, incluindo o principio dos 3R’s (reduction, replacement, and
refinement). Todos os esforcos foram realizados a fim de reduzir o nUmero
de animais utilizados nesse estudo, bem como reduzir a dor e o0 estresse
durante os experimentos. O protocolo experimental foi aprovado na CEUA,
de acordo com carta em anexo sob o N° 25855.

Os reagentes utilizados para as técnicas descritas a seguir foram
adquiridos da empresa SIGMA® Chemical Co. (St.Louis, Missouri, USA) e
Invitrogen (Carlsbad, USA).
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Modelo Experimental

Ratas Wistar adultas foram colocadas em caixas com machos na
proporcao de 1 macho para 2 fémeas durante a fase noturna e, assim, o dia
seguinte foi considerado o primeiro dia de gestacdo. As ratas gravidas
foram alojadas em grupos de trés ratas por caixa, € préximo ao dia de
nascimento dos filhotes as ratas foram alojadas em caixa individuais para o

parto.

Os animais foram divididos em grupo controle (C), com livre acesso a
racdo normal com 23% de proteina e o grupo restricdo proteica (RPM), com
livre acesso a dieta com 8% de proteina, ambas isocaléricas (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao das dietas

CONTROLE HIPOPROTEICA
Ingredientes (g)
Proteina 230,00 80,00
Amido de milho 676,00 826,60
Oleo de soja 50,00 50,00
Mistura de vitaminas** 4,00 4,00
Mistura de minerais** 40,00 40,00
Analise
Energia Total (kcal) 4070,4 4070,4
Proteina % 23,0% 8,0%
Carboidrato % 66,0% 81,0%
Lipidios % 11,0% 11,0%

** As misturas de sais e vitaminas foram formuladas de acordo com as recomenda¢des do American

Institute of Nutrition Rodents Diets, AIN-93G, nas mesmas quantidades da dieta controle 23],

As ratas Wistar foram mantidas nessas dietas durante toda a gestacao
(21 dias) e durante o periodo de lactacdo (21 dias). Diariamente e durante
todo o periodo experimental as ratas foram avaliadas quanto ao peso
corporal, para avaliacdo de perda ou ganho de peso. Completamos
diariamente 100g de racdo e pesamos no dia seguinte no mesmo horario a
quantidade de racdo residual, possibiltando avaliacdo do consumo

alimentar das ratas Wistar.
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Apos o nascimento (PNO), um grupo de filhotes foi eutanasiado,
enquanto outro grupo de animais seguiu sob restricdo dietética materna até
o desmame (PN21), e, entdo, foram eutanasiados por decapitacdo sem

anestesia.

As estruturas cerebelo e cortex cerebral total foram dissecadas, sendo
utilizadas imediatamente (parametros avaliados por citometria) ou
armazenadas a -80°C e descongeladas quando oportuno (avaliacdo da

atividade da cadeia respiratoria).

Ensaios Bioquimicos
Atividade das enzimas da cadeia respiratoria

As amostras foram homogeneizadas (1:20, v/v) em tampao SET
(sacarose 250 mM, EDTA 2 mM e trisma base 10 mM) pH 7,4 e
centrifugados a 800 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante utilizado para a

determinacao das atividades enzimaticas.

A atividade da SDH e do complexo Il (succinato-2,6-dicloroindofenol
(DCIP)-oxidorredutase) foi medida espectrofotometricamente a 600 nm [26].

A atividade da citocromo ¢ oxidase (complexo V) foi medida de acordo
com Rustin et al. [27] por um decréscimo na absorbancia devido a oxidagéo

do citocromo ¢ a 550 nm.

Parametros de biogénese mitocondrial, medida de massa mitocondrial

e potencial de membrana mitocondrial

O tecido foi dissociado em tampdo PBS pH 7,4 contendo 1 mg% de
colagenase e 0,5 mg% de DNase. Os niveis de superoxido mitocondrial, 0
potencial de membrana e o numero de mitocdondrias foram determinados
por meio de citometria de fluxo utilizando-se as sondas moleculares da
marca Invitrogen®, MitoSOX® Red, MitoTracker® Red CM-H2XRos e



34

MitoTracker® Green FM, respectivamente [28]. Os protocolos utilizados
seguiram as diretrizes dos fabricantes, com algumas modificacbes
desenvolvidas em nosso laboratorio para adaptacdo das técnicas. Foi
realizada a analise de 10.000 eventos no citbmetro, e a quantificacédo foi

realizada por meio do software FlowJo®.

Concentracéo de proteinas

A determinacdo da concentracdo proteica foi realizada utilizando-se

albumina bovina sérica como padrdo, de acordo com Lowry et al. [29].

Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias, seguido
do teste de Tukey, quando o F teste foi significativo. Os dados foram
avaliados pelo programa Graph Pad 6.0. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05.
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RESULTADOS

A dieta hipoproteica materna reduz o ganho de peso durante a

gestacao

A figura 1 mostra a média de ganho de peso das ratas durante a
gestacdo (21 dias). O grupo C apresentou ganho continuo de peso,
enquanto que o grupo RPM teve seu peso diminuido nas primeiras
semanas de gestagdo e uma pequena recuperacao até o parto, entretanto
ndo evidenciamos diferencas estatisticas (p>0,05 em todos os tempos

avaliados).

Em relacdo as ninhadas, embora ndo tenhamos verificado diferenca no
namero de filhotes por ninhada nos diferentes grupos (média das
normotratadas de 9 filhotes/ninhada e das hipotratadas de 8
filhotes/ninhada), tivemos diferenca na média dos pesos. Os filhotes que
sofreram a desnutricdo proteica no periodo fetal tiveram menor peso ao

nascer comparado aos controles (t(9)=2,488; p<0,05).

A restricdo proteica pré-natal e lactacional altera a atividade das
enzimas da cadeia respiratéria em cerebelo e cértex cerebral da prole

No cerebelo verificamos uma diminuicdo da atividade enzimatica da
SDH (Figura 2A) em relacdo ao controle no grupo restricdo proteica, em
amostras de ratos de 0 [t(7)=2,952, p=0,0121] e 21 dias [t(6)=4,800,
p=0,0007], enquanto ndo houve diferenca significativa na atividade do
complexo Il (p>0,05; Figura 2B). A citocromo oxidase é considerada uma
marcadora da atividade de toda a cadeia respiratdria, e encontrou-se
diminuida no cerebelo de ratos de 0 [t(6)=3,019, p=0,0129] e 21 dias
[t(6)=7,056, p<0,0001] submetidos a restricdo proteica prenatal, mostrado

pela Figura 2C.

No entanto, no cortex total a dieta hipoproteica materna causou um
aumento na atividade enzimatica da SDH (Figura 3A) [t(7)=2,184, p=0,049]
e do complexo IV (Figura 3C) [t(6)=4,346, p=0,0015] em amostras de ratos
de 21 dias de vida, embora ndo tenha tido diferenca significativa entre os

grupos nos animais neonatos (p>0,05).
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Em relacdo aos parametros de massa mitocondrial e potencial de
membrana mitocondrial medidos em cerebelo e cortex cerebral, avaliados
por citometria de fluxo utilizando as sondas MitoTracker® Green e
MitoTracker® CMX-H-Red respectivamente, ndo foi encontrada diferenca
estatistica entre os filhotes dos grupos com dieta materna normo ou

hipoproteica nas duas idades avaliadas (Figuras 4AB e 5AB; p>0,05).

A restricdo proteica materna reduz a sintese de superoxido

mitocondrial cerebelar na prole

A dieta hipoproteica induziu uma diminuicdo nos niveis de superoxido
mitocondrial no cerebelo dos filhotes em ambos os periodos analisados
(Figura 4C), demonstrada pelo aumento do nimero de eventos com alta
fluorescéncia marcado com MitoSox® Red e avaliado por citometria de
fluxo. Essa reducado foi estatisticamente significativa quando comparada
com o grupo controle em ratos logo apés o nascimento [t(7)=2,747, p=
0,0177] e apbs o desmame [t(9-10)=2,504, p=0,0228].

A dieta hipoproteica ndo modificou os niveis de superéxido mitocondrial
no cortex total em ambos os periodos em comparacdo ao grupo de dieta

materna normoproteica (PNO e 21; p>0,05).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo descrever efeitos da desnutricdo
proteica, imposta nos periodos gestacional e lactacional, sobre parametros
mitocondriais em cortex total e cerebelo, a curto e médio prazo. Os
resultados neste trabalho permitem concluir que a desnutricdo proteica
materna durante a gestacdo e lactacdo pode ocasionar adaptacdes e
alteracdes metabolicas nos filhotes. Verificamos a reducdo da atividade da
cadeia respiratoria em cerebelo, acompanhada pela diminuicdo nos niveis
de superoxido mitocondrial. O cOrtex cerebral apresentou um aumento na

atividade da cadeia respiratéria apenas em ratos de 21 dias de idade.
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A dieta hipoproteica gestacional causou uma reducdo no ganho de
massa corporal nas maes, e principalmente em seus filhotes. O baixo peso
corporal em ratos submetidos a desnutricdo proteica € um fenémeno
conhecido e largamente relatado na literatura [11, 30, 31]. O insulto
nutricional durante a gestacdo, neste caso uma dieta com 8% de proteina,
demonstrou que a mae encontrou meios de fornecimento adequado de
proteinas ao feto, por meio do estimulo ao catabolismo endégeno, podendo
interferir no seu proprio ganho de peso na tentativa de compensar a falta de

proteinas provenientes da dieta [32].

O estado nutricional materno é decisivo no desenvolvimento fetal,
alterando a expressdo genbmica, por meio de modificacdes epigenéticas,
podendo ter consequéncias permanentes na vida adulta do filhote [9, 33].
Essas alteracdes provenientes de uma programacdo metabdlica com fins
adaptativos repercutem no risco de desenvolvimento de diversas
enfermidades na vida adulta, tais como diabetes, doencas
neuropsiquiatricas e cardiovasculares [9, 18, 33, 34]. Em nosso estudo, a
dieta com baixo teor de proteina durante a gestacdo implicou em uma
programacao metabdlica do feto, ocasionando alteragcbes na atividade
enzimatica da cadeia respiratoria no cerebelo. Os resultados foram
encontrados tanto em filhotes de 0 dias de vida como em 21 dias. Ou seja,
os efeitos encontrados logo apdés o nascimento, permaneceram apos a
lactacdo, isso nos pressupde que a dieta hipoproteica afeta a prole ja no
periodo in utero, o qual estabelece uma resposta permanente no feto, assim
como afirmam Armitage et al. [10], tornando-se mais evidentes apoés
amamentacdo. Outros estudos, 0s quais avaliaram a atividade da
citocromo-oxidase, SDH e NADH-desidrogenase em ratos submetidos a
desnutricdo proteica 30 dias ap0s o periodo de lactacdo, também
demostraram uma diminuicdo significativa das atividades enzimaticas da
cadeia respiratéria quando comparado ao grupo com dieta normoproteica
[35]. A inibicdo da atividade da cadeia respiratoria pode reduzir o potencial
de membrana, e consequentemente a sintese de ATP pela fosforilacdo
oxidativa [36]. Os resultados obtidos nesse trabalho, utilizando a sonda

marcadora do potencial de membrana, ndao demonstraram diferenca de
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potencial mitocondrial, entretanto a sintese de superoxido mitocondrial

encontra-se reduzida, corroborando com os dados da literatura [24].

A principal fonte celular de superdxido € a cadeia transportadora de

elétrons mitocondrial, onde até 5% do O2 é incompletamente reduzido pelos
complexos | e lll, gerando o radical superoxido (O2*) [23, 37]. Esse radical

livre pode reagir com outras espécies reativas como o oxido nitrico (NO?®)
produzindo peroxinitrito, ou ser reduzido a peroxido de hidrogénio pela
enzima superoxido-dismutase, a qual estd presente na mitocondria na
isoforma ligada ao ion manganés. O perdxido de hidrogénio é uma espécie
reativa que possui a capacidade de atravessar membranas bioldgicas, e
apesar de ser pouco reativo, pode gerar o altamente reativo radical hidroxil
(*OH) via reacdes de Fenton (Fe?*) ou Haber-Weiss (Cu*), que possui a
capacidade de oxidar proteinas, DNA e lipideos [23]. Um elaborado sistema
enzimatico atua sobre o perdxido de hidrogénio, a fim de evitar a sintese de
hidroxil, cujas principais representantes s&o as enzimas catalase,
glutationa-peroxidase, tiorredoxinas e peroxirredoxinas [23, 37]. Além do
papel danoso exercido pelas espécies reativas, participando muitas vezes
da inducdo de morte celular, elas também possuem um papel fisiolégico
protetor, mediando a sinalizacdo celular de diversos estimulos,
promovendo, por exemplo, o aumento da capacidade antioxidante celular
[23, 24] e a comunicacdo da mitocondria com o restante da célula [38, 39].
Dessa forma, a reducdo na sintese de superéxido mitocondrial ou o
aumento da sua eliminagdo, podem resultar em disfuncéo celular [24, 38,
39]. A diminuicdo pode estar associada a modulacdo da atividade das
enzimas antioxidantes mitocondriais, tais como a superéxido-dismutase,

glutarredoxinas e peroxirredoxinas [23].

Em contrapartida, observamos um aumento da atividade enzimatica da
cadeia respiratéria em cOrtex cerebral e apenas nos animais submetidos a
restricdo proteica no periodo pré-natal e lactacional. O aumento na
atividade da cadeia respiratoria ndo foi acompanhado por alteracdes nos
niveis de superoxido mitocondrial. Ao nascer, os filhotes ndo apresentaram

diferenca significativa, o que nos faz acreditar que o efeito da dieta
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hipoproteica in utero nao foi suficiente para induzir qualquer alteragéo,
somente revelada apos a lactacdo, na forma de uma possivel biogénese
mitocondrial, que pode representar uma adaptacdo fisiologica do feto
essencial para sua sobrevivéncia diante ao insulto ambiental. Este
fendmeno esta descrito na literatura como “plasticidade fenotipica”,
conceituado como a capacidade de o individuo modificar o fenétipo de
acordo com alteracbes ambientais [40]. Nesse contexto, a desnutricdo
perinatal € um dos fatores ambientais mais bem caracterizados como

indutor de plasticidade fenotipica [40, 41].

Acreditamos que a diferenca de resposta nas diferentes estruturas
cerebrais pode estar relacionada a funcdo intrinseca de cada regiao,
refletindo em alteragcBes funcionais. Nesse sentido, o cerebelo contribui para
o controle da postura e do equilibrio, coordenacdo dos movimentos
voluntarios e aprendizado motor [42, 43], enquanto o cortex cerebral
centraliza funcdes diversas como memaria, atencao, percepcao, linguagem
e controle motor [44]. Por fim, considerando que o desenvolvimento do SNC
no periodo intrauterino é suscetivel as modificacdes ambientais, tais como a
dieta materna, e que essa programacao metabdlica pode influenciar o risco
de doencas na vida adulta, acreditamos que nossos resultados possam
contribuir para elucidar os mecanismos pelos quais a restricdo proteica

interfere no metabolismo mitocondrial.
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Legendas

Figura 1. Gréfico comparativo do ganho de massa corporal durante a
gestacdo dos grupos normoproteico e hipoproteico. Os resultados foram
expressos como meédia + erro padrdo para um n=6-7 (Teste T mdultiplo). C:

controle; RPM: restricdo proteica materna

Figura 2. Efeito da dieta hipoproteica materna na atividade enzimatica
da SDH (A), do complexo Il (B) e do complexo IV (C) em cerebelo de ratos
de 0 e 21 dias. Os resultados foram expressos como média + erro padréo
para um n=6-7. Diferenca do controle, *p<0,05; ***p<0,001 (ANOVA de
duas vias, seguido do teste de Tukey). C: controle; RPM: restricdo proteica

materna

Figura 3. Efeito da dieta hipoproteica materna na atividade enzimatica
da SDH (A), do complexo Il (B) e do complexo IV (C) em cértex total de
ratos de 0 e 21 dias. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo para um n=6-7. Diferenca do controle, *p<0,05; **p<0,01 (ANOVA
de duas vias, seguido do teste de Tukey). C: controle; RPM: restricdo

proteica materna

Figura 4. Efeito da dieta hipoproteica materna sobre a massa
mitocondrial (A), o potencial de membrana mitocondrial (B) e os niveis de
superéxido mitocondrial (C) em cerebelo de ratos de 0 e 21 dias. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo para um n=7-10.
Diferenca do controle, *p<0,05 (ANOVA de duas vias, seguido do teste de

Tukey). C: controle; RPM: restricdo proteica materna

Figura 5. Efeito da dieta hipoproteica materna sobre a massa
mitocondrial (A), o potencial de membrana (B) e os niveis de superoxido (C)
em cortex total de ratos de 0 e 21 dias. Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo para um n=7-10 (ANOVA de duas vias). C:

controle; RPM: restricdo proteica materna
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PERSPECTIVAS

Avaliar os mecanismos de controle da biogénese mitocondrial, tais como PGC-
lo, TFAmM e NRF-1.

Avaliar, também, as atividades das demais enzimas do complexo da cadeia
transportadora de elétrons.



50

ANEXO | - CARTA DE APROVACAO DA CEUA

UFRG S PRO-REITORIA DE PESQUISA %‘,C E U/\
U RG
@ UNIVERSIDADE FEDERAL Comissao De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comisséo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 25855

o Efeito da dieta hipoproteica materna durante a prenhez sobre parametros mitocondriais em

encéfalo da prole

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

CRISTIANE MATTE - coordenador desde 01/01/2014

THIAGO BELTRAM MARCELINO - pesquisador desde 01/01/2014
KAREN YURIKA KUDO - pesquisador desde 01/01/2014
VINICIUS STONE SILVA - pesquisador desde 01/01/2014

Pauline Maciel August - pesquisador desde 01/01/2014

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
07/04/2014 - Sala | do Gabinete do Reitor - Prédio da Reitoria - Campus Centro - UFRGS, em
seus aspectos éticos e metodoldgicos, para a utilizagcao de 72 ratos Wistar( 8 machos
adultos, 16 ratas prenhas e 48 filhotes), de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a
criagao e utilizacao de animais em atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Quarta-Feira, 23 de Abril de 2014

:—ﬁ‘(—\( f{ D S Lr:_:,

STELA MARIS KUZE RATES
Coordenador da comissao de ética



51

ANEXO Il - NORMAS DA REVISTA ANNALS OF NUTRITION AND
METABOLISM

Conditions

All manuscripts are subject to editorial review. Manuscripts are received with
the explicit understanding that they are not under simultaneous consideration by
any other publication. Submission of an article for publication implies the
transfer of the copyright from the author to the publisher upon acceptance.
Accepted papers become the permanent property of ‘Annals of Nutrition and
Metabolism’ and may not be reproduced by any means, in whole or in part,
without the written consent of the publisher. It is the author's responsibility to

obtain permission to reproduce illustrations, tables, etc. from other publications.
Types of Articles
The journal consists of the following sections:

Original Papers are full-length research papers which will be considered for the
journal. These articles cover topics relevant to clinical studies. Basic and
experimental work appears only if directly related to clinical issues (max. 3,000
words).

Review Articles/Systematic Reviews Reviews in which a specific field is
reviewed through an exhaustive literature survey. An Abstract is required and
should be divided into Background, Summary and Key Messages. Review

Articles should consist of a maximum of 4,000 words.

Commentaries and Viewpoint of an editorial nature may be submitted to the
journal. In these communications, usual manuscript subdivisions do not apply
and a summary statement is not needed; however, a very brief reference list

may be included (max. 500 words).

Meeting Reports are brief summaries of scientific meetings in the field of
nutrition and metabolism. Authors should write to the Editor inquiring about

potential interest before submitting the paper (max. 1,500 words).



52

Letters to the Editor are encouraged if they directly concern articles previously
published in this journal or clinical subjects related to the matters discussed.
The Editor reserves the right to submit copies of such letters to the authors of
the articles concerned prior to publication in order to permit them to respond in

the same issue of the journal (max. 500 words).

Editorials are usually invited by the Editor (max. 1,000 words). Please send

suggestions to the Editor.
Conflicts of Interest

Authors are required to disclose any sponsorship or funding arrangements
relating to their research and all authors should disclose any possible conflicts
of interest. Conflict of interest statements will be published at the end of the

article.
Ethics

Published research must comply with the guidelines for human studies and
animal welfare regulations. Authors should state that subjects have given their
informed consent and that the study protocol has been approved by the
institute's committee on human research. Further, they should also state that

animal experiments conform to institutional standards.
Plagiarism Policy

Whether intentional or not, plagiarism is a serious violation. We define
plagiarism as a case in which a paper reproduces another work with at least
25% similarity and without citation. If evidence of plagiarism is found
before/after acceptance or after publication of the paper, the author will be
offered a chance for rebuttal. If the arguments are not found to be satisfactory,
the manuscript will be retracted and the author sanctioned from publishing

papers for a period to be determined by the responsible.

Arrangement

Title page: The first page of each paper should indicate the title, the authors'

names, the institute where the work was conducted, and a short title for use as



53

running head.
NB: Authors wishing to preserve the phonetic meaning of diacritics (PubMed
reduces diacritics to their root characters) must spell their names accordingly

when submitting manuscripts (e.g. Muller should be Mueller)

Full address: The exact postal address of the corresponding author complete
with postal code must be given at the bottom of the title page. Please also

supply phone and fax numbers, as well as e-mail address.

Key words: Please supply 3—10 key words in English that reflect the content of

the paper.

Abstract of Reviews: Should be divided into the following subsections:
Background, Summary and Key Messages. The Background should provide a
brief clinical context for the review and is followed by the Summary, which
should include a concise description of the main topics covered in the text. The

Key Messages encapsulate the main conclusions of the review

Abstract: Each paper needs an abstract of up to 200 words. It should be

structured as follows:

Background/Aims: What is the major problem that prompted the study?
Methods: How was the study performed?

Results: Most important findings?

Conclusions: Most important conclusion?

Footnotes: Avoid footnotes.

Tables and illustrations: Tables are part of the text. Place them at the end of the
text file. lllustration data must be stored as separate files. Do not integrate
figures into the text. Electronically submitted b/w half-tone and color illustrations
must have a final resolution of 300 dpi after scaling, line drawings one of 800—
1,200 dpi.

Color lllustrations



54

Online edition: Color illustrations are reproduced free of charge. In the print
version, the illustrations are reproduced in black and white. Please avoid
referring to the colors in the text and figure legends.

Print edition: Up to 6 color illustrations per page can be integrated within the text
at CHF 960.00 per page.

References

In the text identify references by Arabic numerals [in square brackets]. Material
submitted for publication but not yet accepted should be noted as ‘unpublished
data’ and not be included in the reference list. The list of references should
include only those publications which are cited in the text. Do not alphabetize;
number references in the order in which they are first mentioned in the text. The
surnames of the authors followed by initials should be given. There should be
no punctuation other than a comma to separate the authors. Preferably, cite all
authors. Abbreviate journal names according to the Index Medicus system. Also
see International Committee of Medical Journal Editors: Uniform requirements

for manuscripts submitted to biomedical journals (www.icmje.orq).

Examples

€) Papers published in periodicals:
Chatel J-M, Bernard H, Orson FM: Isolation and
characterization of two complete Ara h 2 isoforms cDNA.
Int Arch Allergy Immunol 2003;131:
14-18.

(b) Papers published only with DOl numbers:
Theoharides TC, Boucher W, Spear K: Serum
interleukin-6 reflects disease severity and osteoporosis in
mastocytosis patients. Int Arch Allergy Immunol DOI:
10.1159/000063858.

(c) Monographs:


http://www.icmje.org/

55

Matthews DE, Farewell VT: Using and Understanding

Medical Statistics,
ed 3, revised. Basel, Karger, 1996.
(d) Edited books:

DuBois RN: Cyclooxygenase-2 and colorectal cancer; in
Dannenberg AJ, Dubois RN (eds): COX-2. Prog Exp Tum
Res. Basel, Karger, 2003, vol 37, pp 124-137.

Reference Management Software: Use of EndNote is recommended for easy

management and formatting of citations and reference lists.

Digital Object Identifier (DOI)S. Karger Publishers supports DOIs as unique
identifiers for articles. A DOI number will be printed on the title page of each
article. DOIs can be useful in the future for identifying and citing articles

published online without volume or issue information. More information can be

found at www.doi.org

Supplementary Material

Supplementary material is restricted to additional data that are not necessary
for the scientific integrity and conclusions of the paper. Please note that all
supplementary files will undergo editorial review and should be submitted
together with the original manuscript. The Editors reserve the right to limit the
scope and length of the supplementary material. Supplementary material must
meet production quality standards for Web publication without the need for any
modification or editing. In general, supplementary files should not exceed 10
MB in size. All figures and tables should have titles and legends and all files
should be supplied separately and named clearly. Acceptable files and formats
are: Word or PDF files, Excel spreadsheets (only if the data cannot be

converted properly to a PDF file), and video files (.mov, .avi, .mpeg).

Author's Choice™


http://www.doi.org/

56

Karger's Author's Choice™ service broadens the reach of your article and gives
all users worldwide free and full access for reading, downloading and printing at
www.Karger.com. The option is available for a one-time fee of CHF 3,000.00,
which is a permissible cost in grant allocation. More information can be found

at www.karger.com/authors choice.

NIH-Funded Research

The U.S. National Institutes of Health (NIH) mandates under the NIH Public
Access Policy that final, peer-reviewed manuscripts appear in its digital
database within 12 months of the official publication date. As a service to
authors, Karger submits your manuscript on your behalf to PubMed Central
(PMC) immediately upon publication. It usually receives a PMCID within
approximately a month and will appear in PMC after 12 months. For those

selecting our premium Author's Choice™ service, the usual embargo will be

overridden, accelerating the accessibility of your work. More details on NIH's

Public Access Policy are available here.
Self-Archiving

Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-refereeing) or post-
prints (i.e. final draft post-refereeing) on their personal or institution's servers,
provided the following conditions are met: Articles may not be used for
commercial purposes, must be linked to the publisher's version, and must
acknowledge the publisher's copyright. Authors selecting Karger's Author's
Choice™ feature, however, are also permitted to archive the final, published
version of their article, which includes copyediting and design improvements as

well as citation links.
Page Charges

There are no page charges for papers of 3 or fewer printed pages (including
tables, illustrations and references). Each additional complete or partial page is
charged to the author at CHF 325.00. The allotted size of a paper is equal to

approx. 10 manuscript pages (including tables, illustrations and references).

Proofs


http://www.karger.com/Services/AuthorsChoice
http://www.karger.com/Services/AuthorsChoice
http://publicaccess.nih.gov/FAQ.htm
http://www.karger.com/Services/AuthorsChoice
http://www.karger.com/Services/AuthorsChoice

57

Unless indicated otherwise, proofs are sent to the first-named author and
should be returned with the least possible delay. Alterations made in proofs,
other than the correction of printer's errors, are charged to the author.

Reprints

Order forms and a price list are sent with the proofs. Orders submitted after the

issue is printed are subject to considerably higher prices.



