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TEODORO, G.F.R. Suplementacdo com aminoacidos de cadeia ramificada
atenua em proles os efeitos mediados pela dieta materna restrita em
proteina. S&o Paulo, 2010. [Defesa de mestrado — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo].

RESUMO

Estudos em animais mostram que a desnutricdo proteica intrauterina pode
acarretar redistribuicdo do fluxo sanguineo intradtero, podendo promover
modificagdes permanentes na estrutura e funcionalidade de alguns 6rgéos, o
que ocasiona modificacdes no metabolismo. Além disso, a desnutricdo
intrauterina pode afetar a secrecdo de hormonios que atuam no crescimento
fetal, podendo conduzir a restricdo do crescimento intrauterino. Esse fendmeno
pode parcialmente ser explicado pela hipétese da programacéo fetal, na qual é
sugerido que ocorra uma adaptacdo metabdlica e fisiolégica do feto a uma
condicéo intrauterina adversa, que pode induzir o desenvolvimento de doencgas
cronicas ndo transmissiveis na vida adulta. Neste contexto, pesquisas com
suplementacdo de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) tém verificado a
capacidade desses nutrientes promoverem a sintese proteica mesmo em
condicdes catabdlicas, por meio da ativacdo de uma via bioquimica intracelular
intercedida pela proteina quinase Alvo da Rapamicina em Mamiferos (nTOR),
a qual esta envolvida no estimulo a etapa de traducdo proteica. Assim, 0
presente trabalho avaliou o efeito da suplementacdo de BCAA em proles
submetidas a desnutricdo proteica materna. Para tanto, ratas Wistar foram
acasaladas com ratos adultos de mesma raca. Uma vez constatada a gravidez,
as matrizes foram distribuidas em grupos de acordo com a dieta que seria
fornecida no decorrer da gestacao: CON (20% proteina); VAL/ISO (5% proteina
+ 2% VAL + 2% ISO); AAE (5% proteina + 4% AAE); e BCAA (5% proteina +
4% BCAA). O protocolo de restricdo proteica materna adotado causou reducéo
no crescimento corporal e na massa de 6Orgdos das proles. Embora a
suplementacdo com VAL/ISO e AAE nao tenha recuperado os efeitos
mediados pela deficiéncia de proteina, foi constatado que a suplementagéo
com BCAA reverteu parte do déficit observado no crescimento das proles, uma
vez que foi eficaz em minimizar ou mesmo em restaurar plenamente diversos
parametros como peso de 6rgdos, massa de gordura da carcaca e parametros
indicativos do estado nutricional proteico, como as concentragdes de proteina e
RNA hepaticas e musculares. Estes efeitos podem parcialmente ser explicados
pelo estimulo induzido pela suplementagdo com BCAA, na via de sinalizacdo
da mTOR, considerando que foi verificado no figado das proles de matrizes
que receberam esta suplementacdo, aumento na fosforilacdo desta proteina (P
< 0,05), a qual é responsavel por desencadear uma cascata de eventos
biomoleculares que culminam, em Ultima instancia, no acréscimo da sintese
proteica. Diante disto, torna-se relevante a realizacdo de pesquisas que
avaliem em longo prazo, os efeitos da suplementacdo com BCAA em proles
submetidas a dieta materna restrita em proteina.

Palavras-chave: Aminoacidos de cadeia ramificada. mTOR. Sintese Proteica.
Dieta restrita em proteina. Gravidez. Desenvolvimento fetal.



TEODORO, G.F.R. Branched-chain amino acids supplementation
attenuates in offspring the effects mediated by maternal protein-restrict
diet. S&o Paulo, 2010. [Master's degree dissertation - Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of S&o Paulo].

ABSTRACT

Animal studies show that intrauterine malnutrition may cause redistribution of
blood flow in uterus, which may promote permanent changes in structure and
function of some organs, which causes changes in metabolism. Furthermore,
intrauterine malnutrition can affect the secretion of hormones that act on fetal
growth and may lead to intrauterine growth restriction. This phenomenon can
partly be explained by the hypothesis of fetal programming, which is suggested
that occur a metabolic and physiological adaptation of the fetus to an adverse
intrauterine condition, which can induce the development of chronic diseases in
later life. In this context, researches with supplementation of branched chain
amino acids (BCAA), especially leucine, have verified the ability of these
nutrients to promote protein synthesis in catabolic conditions, through the
activation of an intracellular biochemical pathway interceded by protein kinase
Mammalian Target of Rapamycin (mTOR), which is involved in the stimulating
of protein translation stage. Thus, this study evaluated the effect of BCAA
supplementation in offspring subjected to maternal protein-restrict diet. To this,
Wistar rats were mated with adult rats of the same race. Once was confirmed
the pregnancy, the pregnants were distributed into groups according to the diet
that would be provided during pregnancy: CON (20% protein); VAL/ISO (5%
protein + 2% + 2% VAL/ISO), AAE (5% protein + 4% EAA) and BCAA (5%
protein + 4% BCAA). The protocol adopted maternal protein restriction caused
a reduction in body growth and weight of the offspring's organs. Although
supplementation with VAL/ISO and AAE has not recovered the effects mediated
by protein deficiency, it was found that supplementation with BCAA has
reversed part of the deficit observed in the growth of the offspring, since it was
effective in minimizing or even fully restoring various parameters such as organ
weight, carcass fat mass and parameters indicative of nutritional protein, such
as the concentrations of protein and RNA in liver and muscle. These effects
may be patrtially explained by the stimulation induced by BCAA supplementation
on the mTOR signaling pathway, considering that was verified in the liver of the
offspring from dams that received this supplementation augment on the
phosphorylation of this protein (P < 0,05), which is responsible for triggering a
cascade of molecular events that culminate, ultimately, in increased protein
synthesis. Given this, it becomes relevant to conducting research to assess
long-term effects of supplementation with BCAA in offspring subjected to
maternal protein-restricted diet.

Keywords: Branched-chain amino acids. mTOR. Protein synthesis. Protein-
restrict diet. Pregnancy. Fetal development.
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1. INTRODUCAO

No decorrer da gestacdo, o crescimento e desenvolvimento do feto,
processos complexos e dinamicos, e suas necessidades nutricionais s&o
inteiramente dependentes da nutricdo materna. Assim, ndo € surpreendente
que variacdes na dieta das mées neste periodo possam refletir em alteracfes
na saude fetal, provocadas pela adaptacdo do feto ao ambiente intrauterino
adverso (McCARDLE et al., 2006). Essas alteracdes sao de origem fisioldgica e
metabolica, e podem levar a distarbios na vida adulta que culminam no
aparecimento de doencas crénicas ndo transmissiveis (BARKER, 1997).

Nesse sentido, estudos epidemiolégicos que correlacionam o baixo peso
ao nascer a disturbios metabdlicos demonstram as consequéncias da ma
nutricdo materna no desenvolvimento de desordens na vida adulta, tais como:
obesidade (RAVELLI et al.,, 1976), doencas cardiovasculares com incidéncia
aumentada de infarto (RICH-EDWARDS et al., 1997), resisténcia a insulina e
diabetes (FALL et al., 1995), pressédo sanguinea elevada (HOLLAND et al., 1993;
FALL et al., 1995) e dislipidemias, como elevada concentracdo de triglicérides e
reducao das lipoproteinas de alta densidade (HDLc) (FALL et al., 1995).

Baseado nessas observacoes, Barker (1997) desenvolveu a hipétese da
origem fetal de doencas, ao propor que fetos expostos a um suprimento limitado de
nutrientes adaptam-se a esta situacdo alterando seus processos metabdlicos. A
programacao fetal pode, assim, ser definida como um processo adaptativo a
um ambiente adverso intrauterino que resulta na redefinicdo nos processos de
desenvolvimento, garantindo a sobrevivéncia fetal (VICKERS, 2001).

Nessa direcdo, tem-se observado que modificacdes na dieta durante a
gravidez, como a restricdo de proteina, promovem variacdes especificas na
atividade funcional e na expresséo de transportadores placentarios, sobretudo
de transportadores de aminoacidos, que podem contribuir diretamente na
regulacédo do crescimento fetal em resposta a oferta alterada de nutrientes pela
placenta (JANSSON & POWELL, 2006).

Partindo desta premissa, alguns estudos em animais mostram que a
desnutricdo intrauterina pode acarretar redistribuicdo do fluxo sanguineo
intrattero, acompanhando mecanismos metabolicos compensatorios para

proteger tecidos vitais, especialmente o cérebro (FALL et al., 2003). Essa



protecdo causa reducdo no crescimento de alguns érgdos, como figado e
pancreas, podendo promover modificagbes permanentes de suas estruturas o
que, em Ultima instancia, acarreta modificacdes em suas funcbes (DESAI et al.,
2005). Além disso, a desnutricdo intrauterina pode afetar a imunocompeténcia
(LANDGRAF et al., 2005), a composicdo corporal e a secre¢cdo de hormonios
que atuam, sobretudo, no crescimento fetal (DESAI et al., 2005; FALL et al.,
2003), podendo conduzir a restricdo do crescimento intrauterino (RCIU) (DESAI
et al., 2005).

Varios modelos experimentais tém sido utilizados a fim de induzir a
RCIU e avaliar suas consequéncias em diferentes sistemas (HUIZINGA et al.,
2004), sendo o modelo de dieta materna pobre em proteina um dos mais
extensamente estudados (OZANNE & HALLES, 1999). A aplicacdo deste
modelo em ratos envolve o consumo de uma dieta restrita em proteina (5-10%)
durante a gravidez (DESAI et al., 1996).

Nesse sentido, algumas pesquisas que avaliaram o efeito da desnutricdo
proteica materna verificaram que proles de ratas alimentadas no decorrer da
gestacdo com dieta deficiente em proteina, além de serem menores e mais
leves do que as de fémeas alimentadas com dieta normoproteica, também
apresentaram alteracdes na estrutura e no funcionamento de seus o6rgaos
acarretando em reduzida tolerancia a glicose e hipertensdo na vida adulta
(LANGLEY-EVANS et al.,1996; DESAI et al., 1996). Em um estudo conduzido
por Rees et al. (1999) constatou-se diferenca significativa no peso fetal,
placental e de orgaos (figado, rins, coracdo e céerebro) nas crias de fémeas que
sofreram restricao proteica ao longo da gravidez.

Outros estudos ainda d&o suporte a teoria de que a desnutricdo materna
pode programar o metabolismo do tecido adiposo levando a posterior
obesidade (BUDGE et al., 2005; TAYLOR & POSTON, 2007). Estudos
conduzidos por Ozanne et al. (2004) e por Zambrano et al. (2006) evidenciaram
que uma restricdo proteica no periodo gestacional (reducdo de 50% no
consumo de proteinas) aumenta a suscetibilidade em desenvolver obesidade
na vida adulta em proles de ratos e camundongos.

Embora se conhegam os efeitos desta modulagdo dietética no feto,
ainda nao estéo totalmente esclarecidos os mecanismos pelos quais a restricao

proteica afeta o crescimento fetal. Ja se sabe que as células embrionarias sao



capazes de responder diretamente a deficiéncia de aminoacidos por alterar a
expressdo de uma variedade de genes que regulam o crescimento, a
diferenciacao e a apoptose (FLEMING et al., 1998).

Aparentemente, esta habilidade associada ao papel central dos
aminoécidos no metabolismo do feto e da placenta, sugere que pode haver
uma interacdo direta entre o suprimento de aminoacidos e o crescimento fetal.
O metabolismo proteico em ratos durante o crescimento fetal subdivide-se em
duas fases. Inicialmente, nas duas primeiras semanas, é caracterizado por uma
fase anabdlica em que h& acréscimo no contetdo de proteina corporal materno
e insignificante mobilizacdo deste estoque de proteina para o feto. A fim de
suprir o rapido crescimento fetal, no decorrer da segunda fase, que ocorre na
terceira semana de gestacdo, as reservas de proteinas sdo utilizadas
(NAISMITH et al.,, 1976; REMESAR et al.,, 1987). Contudo, ndo esta
evidenciado se este mecanismo pode compensar o consumo reduzido de
proteina e manter o fornecimento de aminoacidos livres para o feto.

A maioria dos estudos envolvendo a utilizacdo de modelo com dieta
materna restrita em proteina tem focado o0s seus resultados sobre o
crescimento fetal e suas consequéncias em longo prazo, entretanto os
mecanismos sinalizatérios de transporte de nutrientes, alterados pela nutricdo
materna no feto, ndo estdo bem estabelecidos. Poucas pesquisas avaliaram a
implicacdo do transporte placentario de nutrientes alterado em resposta a
desnutricdo proteica (GAZZOLA et al., 2001; JONES et al., 2006).

Partindo dessa premissa, Malandro et al. (1996), mostraram que ratas
submetidas a desnutricdo proteica ao longo da gestagdo apresentam reducao
significativa da atividade de transportadores placentarios especificos para
aminoacidos (Sistema A), o que poderia prejudicar o crescimento e
desenvolvimento fetal.

Recentemente uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos
no fornecimento de aminoacidos pela placenta no metabolismo fetal, permitiu
definir que os aminoacidos atuam como reguladores do desenvolvimento fetal e
placentario, por influenciar vias metabolicas entre a placenta e o feto. Estes
também atuam diretamente na regulacéo da sintese proteica em varios tecidos
do feto e da placenta por regular a atividade e/ou a expressao de proteinas
envolvidas na traducao proteica (REGNAULT et al., 2005).



A funcdo primaria dos aminoacidos, como substratos diretos para
sintese proteica, é evidente, por outro lado, ainda ndo estd bem estabelecida
se a maior oferta de proteina em condi¢des catabdlicas, como envelhecimento,
cancer e desnutricdo, também pode estimular processos anabolicos, mediante
a ativacao de vias especificas de sinalizacao (KIMBALL e JEFFERSON, 2006).

Alguns pesquisadores demonstraram que este estimulo é dependente,
principalmente, dos aminoéacidos de cadeia ramificada (Branched-Chain Amino
Acids- BCAA), que sao constituidos pela leucina, valina e isoleucina (GARLICK
e GRANT, 1988). Dentre estes, o aminoacido leucina, em especial, destaca-se
por estimular a sintese proteica no musculo esquelético (BUSE e REID, 1975;
LI e JEFFERSON, 1978; ANTHONY et al., 2000a,b) e em outros tecidos
(LYNCH, 2002).

De acordo com as evidéncias experimentais recentes, tem sido
demonstrado que a leucina modula a iniciagdo do processo de traducao
proteica, o qual é fundamental no controle da sintese de proteinas realizado
pela célula (GARLICK, 2005; KIMBALL e JEFFERSON, 2006). Esta modulacdo
ocorre por meio da fosforilacdo e consequente ativacdo da proteina quinase
Alvo da Rapamicina em Mamiferos (Mammalian Target of Rampacyn - mTOR).
Esta proteina é considerada um sensor celular de nutrientes, ou sensor
nutricional (SN), capaz de integrar fatores ambientais com a capacidade de
sobrevivéncia do organismo (KIMBALL e JEFFERSON, 2004). O termo SN tem
sido interpretado e definido de diferentes maneiras. De forma objetiva, um SN é
uma proteina cuja ligacdo a um determinado nutriente conduz a uma mudanca
na sua funcao que, em alguns casos, podem ativar alvos downstream, ou seja,
proteinas quinases que podem ser sinalizadas abaixo de um determinado alvo de sua
cascata de sinalizagao.

Ja é reconhecido, que a mTOR é estimulada na presenca de mitogenos
como a insulina e alguns nutrientes, especialmente a leucina (ANTHONY et al.,
2002). Assim, quando os estogues de aminoacidos, em particular de leucina,
estdo aumentados, a mTOR forma um complexo com outras proteinas a fim de
fosforilar componentes chave do complexo que traduzem o &cido ribonucleico
mensageiro (RNAmM) em proteinas.

A mTOR atua na via de sinalizagc&o que regula o crescimento celular e a

sintese proteica. Neste processo, a mTOR fosforila a proteina 1 ligadora do



fator de iniciacdo eucarittico 4E (4E-BP1), inibindo-a, o que leva a dissociacdo
do complexo 4E-BP1. O resultado é o favorecimento da formacgéo do fator de
iniciacao eucaridtico-4E (elF4E), essencial a iniciacdo do processo de traducdo
(STIPANUK, 2007).

A leucina também estimula um segundo fator de iniciagdo eucariotico-4G
(elF4G), mediante uma via independente da mTOR. O fator elF4E associado
ao elF4G forma o complexo ribossomal elF4F, que regula a iniciacdo da
traducao, por mediar a ligacdo dos RNAmM com o complexo de pré-inicializacao
43S. Além disso, a mTOR fosforila a proteina ribossomal S6 quinase-1 de 70
kDa (S6K1), ativando-a. A S6K1, quando ativada, fosforila e ativa a proteina
ribossomal S6, que por sua vez, favorece a traducdo do grupo de RNAmM
caracteristico de proteinas ribossomais e fatores de elongacdo (YANG e
GUAN,2007). Dessa maneira, a leucina também consegue estimular a sintese
de complexos que sdo responsaveis pelo processo da traducdo proteica,
aumentando, em Uultima analise, a capacidade celular de sintese proteica
(KIMBALL e JEFFERSON, 2006).

Membrana
celular

Figura 1. Regulacdo da via da mTOR pela leucina. Adaptado de Hinault et al.
(2006).



Também podemos assinalar que, foi observado que a leucina estimula
essa sintese de proteinas durante condi¢cdes catabolicas (VOLPI et al., 2003;
DONATO et al., 2007). Alguns autores observaram que a suplementacdo de
leucina (3 %) foi capaz de promover retencéo de nitrogénio na carcaca de ratas
Wistar gravidas com cancer (VENTRUCCI et al., 2001; 2002). O mesmo foi
verificado em ratos suplementados com dieta rica em leucina (18 % de proteina
+ 3% de leucina) durante a fase de recuperacdo nutricional, apés um periodo
de desnutricdo proteica (60 dias recebendo dieta pobre em proteina, 6 % de
proteina na dieta) (VENTRUCCI et al., 2004).

Além disso, O’'Connor et al. (2003) observaram que a elevacdo da
sintese proteica no musculo esquelético de porcos neonatos em resposta a
infusdo de aminoacidos € mediada pela ativacdo de elF da traducdo. De
maneira semelhante, Escobar et al. (2006) reportaram que uma oferta
suprafisiolégica de leucina (400 pumol/kg), mas ndo de isoleucina e valina,
permite que este aminoacido atue como um nutriente sinalizador para induzir
elevacdo da sintese proteica no musculo esquelético e cardiaco de porcos
neonatos, pela elevagéo da ativacdo de elF da traducdo, mais especificamente
de elF4E, que é necessario a formagéo do complexo elF4F (Figura 1).

Nessa perspectiva Ventrucci, Mello e Gomes-Marcondes (2007)
constataram que a suplementacéo de leucina (3 %) na dieta de ratas gravidas
com cancer elevou a expressdo da proteina quinase S6K1 e de elF da
traducdo. Diante dos resultados, foi sugerido que a dieta rica em leucina
promove aumento na sintese proteica no musculo esquelético de ratas
gravidas com tumor, possivelmente, por meio da ativacdo de fatores elF e/ou
da via S6K1, demonstrando o papel da leucina na estimulagcéo do processo de
traducdo proteica.

Mais recentemente, Ross et al. (2007) averiguaram que a mTOR é
altamente expressada no epitélio placentario humano e que a inibicdo da
MTOR placentaria promove diminuicdo significativa na captacdo de leucina
pela célula em amostras de vilos placentarios. Os autores sugeriram que a
diminuicdo do crescimento celular mediado pela inibicdo da mTOR poderia ser
reforcado pela redugdo no transporte celular de leucina, considerando que a
concentragdo intracelular de leucina é um ativador potente da via de

sinalizacdo da mTOR. Aliado a isto verificou-se que a atividade da mTOR



placentaria € diminuida na RCIU, uma vez que foi constatado reducdo na
expressao de S6K1 fosforilada na placenta de fetos com RCIU, definida pelo
peso ao nascer inferior ao percentil 3 para bebés a termo (37-41 semanas e 6 dias).

Nesse sentido, Zhu et al. (2004) observaram que a restricdo alimentar
materna (50 %) afeta negativamente a sintese proteica muscular do feto,
manifestada por um retardo no desenvolvimento muscular com redug&do no
namero de miofibrilas secundarias, possivelmente em funcdo de um
decréscimo na sinaliza¢do promovida pela mTOR.

Embora os efeitos da leucina no estimulo da sintese proteica sejam
importantes, observa-se em dietas restritas em proteina, contendo altas
concentracdes de leucina, reducdo das concentracfes de valina e isoleucina no
organismo, sendo este fendbmeno denominado “paradoxo da leucina”. Tal fato
pode ser em parte justificado pela estimulagdo da oxidacdo dos BCAA, por
meio da ativacdo mediada pela leucina de um complexo denominado complexo
enzimatico desidrogenase de cetoacidos de cadeia ramificada (DCCR), o qual
depleta os cetoacidos dos aminoacidos valina e isoleucina, afetando suas
concentragbes (SHIMOMURA e HARRIS, 2006). Além disso, € verificado que
ocorre diminuicdo do crescimento de ratos quando o modelo de dieta restrita
em proteina é utilizado, sobretudo quando h& decréscimo nas concentracdes
de isoleucina ou valina na dieta (SAUBERLICH, 1961). Também observa-se
que além da reducao do crescimento (HARPER, MILLER e BLACK, 1984), ha
diminuicAo no consumo alimentar quando se suplementa isoladamente
qualquer um dos BCAA e ha a deficiéncia de pelo menos um dos BCAA na
dieta (ALLEN e BAKER, 1972).

Em resumo, o presente trabalho testou a hipétese de que a
suplementacdo de BCAA € suficiente para anular ou minimizar os efeitos
deletérios induzidos pela dieta materna restrita em proteina sobre o
crescimento fetal. Esta hipotese foi baseada na acdo dos BCAA atuando néo
s6 como substratos, mas também como moduladores do processo de sintese

proteica, por meio da ativacdo da via de sinalizacao intracelular da mTOR.



2. JUSTIFICATIVA

Considerando que o crescimento fetal € primariamente determinado pelo
suprimento de nutrientes, ndo € surpreendente que variacdes na dieta materna
no decorrer da gestacdo possam refletir em alteracfes na saude fetal.

Nesse sentido, diversos modelos experimentais, especialmente modelos
que utilizam dieta restrita em proteina, tém sido delineados a fim de induzir a
RCIU, uma vez que este tem sido relacionado ao desenvolvimento de doencas
crbnicas ndo transmissiveis na vida adulta (McARDLE et al., 2006).

Embora na literatura esteja amplamente reportado que a desnutricdo é
caracterizada por um desequilibrio e/ou uma caréncia de nutrientes no
organismo (GURMINI et al., 2005), com a emergente importancia de sensores
nutricionais intracelulares, como a mTOR, € de se considerar a possibilidade de
que os efeitos da desnutricdo sejam consequéncia de alteracdes em vias
sinalizatérias e ndo simplesmente falta de substrato.

Diante do exposto, um ponto que merece ser investigado € se a
suplementacdo de BCAA, seria capaz de atenuar os efeitos mediados pela
desnutricdo proteica materna, considerando que estes aminoéacidos,
especialmente a leucina, sdo potentes ativadores da via da mTOR, a qual é

responsavel pela regulacdo da via de sinalizacéo da sintese proteica.



3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo de BCAA em proles de fémeas
submetidas a desnutricdo proteica durante a gestacdo. A hipotese do estudo é
de que a suplementacdo seja capaz de anular e/ou minimizar os efeitos
deletérios induzidos pela desnutricdo proteica materna, mediante a ativacdo da
MTOR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o efeito da suplementacdo de BCAA sobre a composi¢ao
corporal e a massa de 6rgaos;

e Investigar o efeito desta suplementacdo sobre parametros
indicativos do estado nutricional proteico;

e Examinar a influéncia desta suplementacdo na cascata de
sinalizacdo ativada pela proteina quinase MTOR, mediante a
investigacdo da expressao de componentes chaves envolvidos na

traducdo da sintese proteica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

O presente estudo foi realizado em proles de ratas albinas Wistar
adquiridas do Biotério de Producdo e Experimentacdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Séo
Paulo. As matrizes foram mantidas em gaiolas individuais, em ambiente
climatizado a 22 = 2 °C, com umidade relativa do ar de 55 + 10 % e com ciclo
biolégico de 12 h claro/12 h escuro. Estas tiveram livre acesso a agua e a
racdo, durante todo o experimento. Todos os procedimentos com 0s animais
foram submetidos e aprovados em 10/12/2007 (Protocolo CEEA n° 158), pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo segundo os principios

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

4.2 Desenho experimental

As ratas Wistar albinas virgens foram fornecidas pelo biotério com dois
meses de idade. Previamente ao acasalamento, estas passaram por um
periodo de adaptacdo que compreendeu de duas a quatro semanas, a fim de
que se adaptassem as condi¢cdes da sala e a manipulacdo. Durante este
periodo as ratas tiveram livre acesso a racdo fornecida pelo biotério (racdo
comercial - Nuvital). Posteriormente ao periodo de adaptacdo as ratas foram
acasaladas (10-12 semanas de idade), com ratos adultos de mesma raca,
sexualmente experientes. A inseminacdo foi confirmada pela presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal. O dia seguinte a confirmacgéo
determinou o primeiro dia de prenhes, periodo que iniciou a intervencéo
experimental, na qual as matrizes iriam receber no decorrer da gestacao, dieta

restrita em proteina e com diferentes suplementac6es de amino4cidos, ou dieta
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controle. Para tanto, as matrizes foram distribuidas, aleatoriamente, em quatro

grupos de acordo com a dieta que foi fornecida. Sendo:

Grupo controle (CON): racéo controle — AIN93-G (20 % de caseina)
(n=15);

e Grupo aminoécidos de cadeia ramificada (BCAA): racdo AIN93-G
restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de
BCAA (n=15);

e Grupo valinal/isoleucina (VAL/ISO): ragdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de VAL e 2 % de
ISO (n=15);

e Grupo aminoacidos essenciais (AAE): racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos aminoacidos

essenciais: lisina, tirosina e treonina (n=15).

O Grupo VAL/ISO foi criado com o objetivo de isolar os possiveis efeitos
qgue a oferta do aminoacido leucina poderia promover, quando fornecido na
suplementacdo de BCAA.

O Grupo AAE foi criado com o objetivo de anular o efeito que a oferta de
trés aminoacidos essenciais, diferentes dos BCAA, poderia ter sob o estado
induzido pela dieta restrita em proteina.

Assim que os filhotes nasceram, aproximadamente 22 dias apds a
concepgao, determinou-se o sexo dos mesmos mediante a avaliagdo da
distancia anogenital. Subsequentemente estes foram eutanasiados para
analise dos tecidos.

O presente trabalho foi divido em trés experimentos de acordo com as
analises que seriam realizadas nos filhotes. Os experimentos | e Il foram
submetidos ao mesmo protocolo, desde o acasalamento até o momento da
eutanasia dos animais. No experimento lll, o protocolo inicial foi semelhante,
contudo o processo de eutanasia foi diferenciado em relacdo aos demais

experimentos.
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e Experimento I: pesagem de 6rgdos e analise da composicao
guimica da carcaca (n=5 matrizes por grupo/ oito filhotes por
matriz, mantendo a proporcdo de quatro machos para quatro

fémeas, sempre que possivel);

e Experimento Il: dosagem de albumina sérica e determinacgdo das
concentracfes de proteina e RNA hepatico e muscular (n=5

matrizes por grupo/ pool de quatro filhotes por matriz);

e Experimento lll: investigacdo das proteinas componentes da via
de sinalizacdo que regula a iniciagdo da tradugéo proteica (MTOR,
S6K1 e 4EBP-1) (n=5 matrizes por grupo/ um filhote por matriz).

Com relacdo as matrizes, estas também foram eutanasiadas para
analise no soro de albumina e proteinas totais. Isto ocorreu logo apds a

eutanasia dos filhotes.

e e =

Grupo CON

\
E T = eutanasia dos filhotes e
! das matrizes

o

Grupos submetidos a
. desnutricao protéica
no decorrer da gestacao

.'.
= } i -
Acasalamento 1 diasde gestacao 22

Figura 2. Desenho Experimental.

Grupos CON: ragédo controle - AIN93-G (20 % de caseina); VAL/ISO: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina; AAE racao
AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos aminoacidos
essenciais - lisina, tirosina e treonina; e BCAA: racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de
caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica - leucina, valina e
isoleucina.
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4.3 Dieta

As racOes foram preparadas em nosso laboratério e seguiram as
recomendagdes do American Institute of Nutrition para roedores em
crescimento (AIN93-G) (REEVES et al, 1997), entretanto as racdes
suplementadas (BCAA, VAL/ISO e AAE) foram modificadas. O teor de proteina
da dieta derivado da caseina foi reduzido a 5 %, além da adi¢cdo de 4% de
aminoéacidos conforme cada grupo experimental.

Na racdo suplementada com BCAA 40 g de amido foram substituidos
por 18 g de leucina, 12 g de valina e 10 g de isoleucina, respeitando a
proporcdo da quantidade destes quando fornecidos associados como
suplementacdo de BCAA. Esta proporcéo corresponde a 45% de leucina, 30%
de valina e 25% de isoleucina (KARLSSON et al., 2004). A quantidade
suplementada de BCAA encontra-se dentro do nivel de ingestdo que nao
resulta qualquer efeito adverso (no observed adverse effect level- NOAEL),
como toxicidade, mortalidade, restricdo do crescimento e do consumo
alimentar, que para ratas é de 5% para leucina e 2,5% para valina e isoleucina
(BAKER, 2005).

Na ragéo suplementada com valina e isoleucina, substituiu-se 40 g de
amido por 20 g de VAL e 20 g de ISO; na racdo de AAE os aminoacidos
escolhidos foram selecionados por serem 0s mais abundantes dentre os
essenciais, quando excluidos os BCAA da dieta para roedores adultos
(REEVES, NIELSEN & FAHEY, 1993). A quantidade suplementada de cada
aminoacido foi equivalente a quantidade suplementada de BCAA. Assim a
suplementacdo dos aminoécidos lisina, tirosina e treonina, foi respectivamente
proporcional a dos aminoacidos leucina, valina e isoleucina (Tabela 1),
ponderando a quantidade absoluta destes presente na dieta.

A racdo foi fornecida na forma de peletes. Estas ragbes foram
analisadas através da sua composicdo centesimal (umidade, lipideos,
proteinas e carboidratos) seguindo a mesma metodologia utilizada na
determinacdo quimica da carcaca (Tabela 3). Adicionalmente, foi realizado
aminograma para a confirmacéo do conteudo dos amino&cidos presentes nas

racdes (Tabela 2).



Tabela 1. Composicéo das racdes utilizadas.
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INGREDIENTES GRUPO GRUPO GRUPO  GRUPO

(g/kg de racao) CON VAL/ISO! AAE? BCAA3
Amido 529,486 639,486 639,486 639,486
Caseina 200,0 50,0 50,0 50,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo de soja 70,0 70,0 70,0 70,0
Celulose 50,0 50,0 50,0 50,0
Mistura salina 35,0 35,0 35,0 35,0
Mistura vitaminica 10,0 10,0 10,0 10,0
L-cistina 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Tetrabutilhidroquinona 0,014 0,014 0,014 0,014
L-leucina 0,0 0,0 0,0 18,0
L-valina 0,0 20,0 00 12,0
L-isoleucina 0,0 20,0 0,0 10,0
L-lisina 0,0 0,0 18,0 0,0
L-tirosina 0,0 0,0 12,0 0,0
L-treonina 0,0 0,0 10,0 0,0

'rac&o restrita em proteina (5 %) e suplementada com 2 % de valina + 2 % de isoleucina

’racéo restrita em proteina (5 %) e suplementada com 4 % de AAE (45 % de lisina, 30 % de

tirosina e 25 % de treonina)

*rac&o restrita em proteina (5 %) e suplementada com 4 % de BCAA (45 % de leucina, 30 % de

valina e 25 % de isoleucina)
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Tabela 2. Aminograma das ragoes.

GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
CON VAL/ISO! AAE? BCAA®

Proteina

Bruta 16,67 7,35 7,5 6,81
Ac. Aspartico 1,16 0,25 0,29 0,27
Ac. Glutamico 3,77 0,94 0,98 0,94
Serina 0,95 0,24 0,25 0,24
Glicina 0,33 0,09 0,09 0,09
Histidina 0,43 0,11 0,11 0,10
Arginina 0,63 0,16 0,11 0,16
Treonina 0,67 0,16 1,05 0,15
Alanina 0,56 0,15 0,15 0,14
Prolina 1,69 0,43 0,46 0,43
Tirosina 0,91 0,22 1,24 0,21
Valina 1,22 2,52 0,32 1,56
Metionina 0,65 0,13 0,13 0,12
Cistina 0,15 0,17 0,18 0,24
Isoleucina 0,93 2,25 0,25 1,22
Leucina 1,69 0,43 0,46 2,17
Fenilalanina 0,86 0,22 0,23 0,21
Lisina 1,36 0,37 1,67 0,38
Soma dos

AminoAcidos 17,96 8,84 7,94 8,62

'rac&o restrita em proteina (5 %) e suplementada com 2 % de valina + 2 % de isoleucina

’racéo restrita em proteina (5 %) e suplementada com 4 % de AAE (45 % de lisina, 30 % de
tirosina e 25 % de treonina)

*rac&o restrita em proteina (5 %) e suplementada com 4 % de BCAA (45 % de leucina, 30 % de

valina e 25 % de isoleucina)
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Tabela 3. Composi¢éo centesimal das ragoes.

Umidade Proteina  Carboidrato  Gordura Kcal/100g

Grupo
(%) (%) (%) (%)
CON 10,3 17,3 66,1 6,3 390,4
VAL/ISO 10,7 7,9 74,9 6,4 389,5
AAE 10,4 7,9 75,4 6,3 390,2
BCAA 10,7 7,9 74,9 6,5 389,7

'racao restrita em proteina e suplementada com 2 % de valina + 2 % de isoleucina

2ragzio restrita em proteina e suplementada com 4 % de AAE (45 % de lisina, 30 % de tirosina e
25 % de treonina)

3ragéo restrita em proteina e suplementada com 4% de BCAA (45 % de leucina, 30 % de valina

e 25 % de isoleucina)

4.4 Determinacéo do peso corporal e do consumo de racao das

matrizes

As matrizes foram pesadas trés vezes por semana em uma balanca com
precisado de 0,1 g (Marte AL 5000). Nestes mesmos dias, a racdo foi fornecida
e o consumo do periodo foi determinado. Para a avaliagdo do consumo de
racdo foi calculada a diferenca entre a quantidade de racdo colocada
anteriormente e a restante. O ganho de peso gestacional (GPG) foi
determinado mediante a diferenca entre o peso corporal no 1° e 20° dia de
gestacado. A agua dos bebedouros foi trocada duas vezes por semana.

4.5 Eutanasia dos animais e coleta das amostras

4.5.1 Eutanasia e coleta das amostras dos filhotes

Nos dias provaveis do nascimento dos filhotes as matrizes foram
monitoradas frequentemente a fim de evitar o canibalismo. Quando observado
0 nascimento do primeiro filhote, o pesquisador se retirou da sala e s6 retornou

ap0s uma hora e meia, aproximadamente, tempo estimado para o nascimento
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de todos os filhotes. Em seguida, os filhotes foram pesados em balanca
analitica com precisdo de 0,0001 g (Ohaus) e acondicionados em uma caixa
separada a da mée, antes que fossem amamentados. A eutanasia teve inicio
imediatamente apds a separacdo dos filhotes e o tempo aproximado para o
sacrificio do primeiro ao ultimo filhote foi de quarenta minutos.

Os filhotes foram anestesiados por via intraperitoneal com 100 ul de
solugédo, contendo cloridrato de xilazina (20 mg/mL), cloridrato de cetamina
(100 mg/mL), acepromazina (20 mg/mL) e agua destilada. No experimento |, 0s
filhotes foram dissecados e pesados em balanca analitica com precisdo de
0,0001 g (Ohaus): coracdo, intestino, pancreas, estbmago, rins, baco e figado.
Logo apos estes 0rgdos retornaram a carcacga. A partir da mesma foi realizada
a avaliacdo da sua composicdo quimica, a fim de se determinar o contetdo de
umidade, proteina e lipideos.

No experimento Il para determinar a andlise de albumina sérica, apos a
administracdo da anestesia, o sangue foi coletado do plexo axilar, centrifugado
(Jouan BR4i) (4 °C, 3.000 rpm, 15 minutos), e armazenado em freezer (-80 °C)
até o momento da analise. Nestes animais ainda foram dissecados e pesados
o figado e os musculos gastrocnémios em balanca analitica com precisdo de
0,0001 g (Ohaus), e armazenados em freezer (-80 °C), para posterior
determinacdo de proteina e RNA totais. O restante da carcaca foi descartado.
Considerando que a quantidade de amostra sérica e muscular de um filhote era
insuficiente para realizacdo destas andlises, um pool de filhotes da mesma
matriz foi feito, sendo de quatro animais para amostra sérica e dois para
muscular.

No experimento Ill, no dia provavel de nascimento dos filhotes (22° dia
de gestacdo) realizou-se cesarea nas matrizes, que foram previamente
anestesiadas, a fim de garantir que a coleta dos figados dos animais fosse feita
em tempos mais proximos possiveis. Os figados foram dissecados
simultaneamente, por dois pesquisadores, rapidamente inseridos em nitrogénio
liguido, homogeneizados em tampé&o de extracdo e armazenados em freezer (-
80 °C) em solucdo tampao contendo inibidor de protease (P8340 Sigma-
Aldrich) e fosfatase (P 2850 e P5726 Sigma-Aldrich) até o momento da analise,
a qual investigou a expressao total e a fosforilagdo de mTOR, S6K1 e 4EBP-1.
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4.5.2 Eutanasia e coleta das amostras das matrizes

Apbs a eutanasia dos filhotes as matrizes foram anestesiadas com 1 mL
de coquetel para roedores (via subcutanea) (1/1/0,4/1,6 v/v) de cloridrato de
xilazina (20 mg/mL), cloridrato de cetamina (100 mg/mL), acepromazina
(20 mg/mL) e &gua destilada, aplicado por meio de uma seringa de insulina
com agulha 20-G. Posteriormente, estas foram sacrificadas por decapitacéo,
utilizando-se uma guilhotina. Este procedimento foi realizado de forma muito
rapida, visando minimizar qualquer tipo de sofrimento ou estresse, por parte
dos animais.

Posteriormente a decapitacdo, o sangue do tronco foi coletado em um
tubo, centrifugado (4 °C, 3.000 rpm, 15 minutos) e armazenado em freezer
(-80 °C) para determinacfes séricas futuras de proteinas totais e albumina. As

carcacas das matrizes foram descartadas.

4.6 Composicdo quimica da carcaca

4.6.1. Conteudo de umidade na carcaca

A umidade da carcaga dos animais foi determinada por meio da técnica
de secagem em estufa, que se baseia na remocédo da agua por aquecimento
(CECCHI, 1999). As carcacas foram acondicionadas individualmente em
embalagens de papel aluminio, pesadas em balanca com precisdo de 0,0001 g
(Ohaus) e colocadas em estufa ventilada (Mod. 171, Soc. Fabbe Ltda, Séo
Paulo) a temperatura de 70 °C, durante 1 dia. Apés este periodo, a carcaca foi
novamente pesada e a umidade, em termos absoluto, foi obtida pela diferenca

entre o peso da carcaca umida (g) e o peso da carcaga seca (Q).

4.6.2 Conteudo de gordura na carcaca

Toda a carcacga seca foi envolvida por papel filtro (Whatman, n. 54) para

a determinacdo da gordura, que foi realizada pela técnica de extracdo com
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solvente, utilizando-se o aparelho Soxhlet (Infratec mult TE 188, Marconi, Sao
Paulo) e o solvente éter etilico (LabSynth, p.a.) (CECCHI, 1999). Esta técnica
baseia-se: 10 - na extracdo da gordura da amostra com solvente por 1 dia
(~8h/dia), 20 - na eliminacdo do solvente por evaporacdo e 30 - na

determinacao da gordura extraida por pesagem.

4.6.3 Conteudo de proteina na carcaca

O restante da carcaca, sem umidade e gordura, foi totalmente moido
(moinho lka M20 universal mill). Este processo resultou em um pé uniforme,
que foi utilizado para a determinacdo da proteina da carcaca, por meio do
método de Kjeldahl (CECCHI, 1999). Tal método baseia-se na determinacao do
percentual de nitrogénio da amostra, o qual pode ser convertido em percentual
de proteina, quando multiplicado pelo fator arbitrario de 6,25. Este fator
representa a propor¢cao de nitrogénio presente na proteina em questdo, que é
em torno de 16 %. O percentual de nitrogénio da amostra foi obtido pela

seguinte férmula:

% N = {[(mL HCL amostra — mL HCL branco) x N x FC x 14,007] / mg da amostra} X 100

onde:
% N = percentual de nitrogénio da amostra;
mL HCL = volume gasto de acido cloridrico;
N = normalidade do HCI;
FC = fator de correcao do acido;
14,007 = peso equivalente do nitrogénio;

mg da amostra = massa da amostra analisada.
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O percentual de proteina da amostra foi obtido pela seguinte formula:

% Proteina da amostra =% N X 6,25

onde:
% Proteina = percentual de proteina da amostra;
% N = percentual de nitrogénio da amostra,
6,25 = fator arbitrario indicativo do conteido de nitrogénio da amostra

proteica em questao (aproximadamente 16% do total).

O conteudo de proteina na carcaca foi calculado de acordo com a

seguinte férmula:

Proteina na carcaca (g) = [carcaca seca (g) — lipideo total (g)] X (% Proteina
da amostra/100)

4.6.4 Quantidade e percentual da MM na carcaca

A quantidade de MM foi calculada subtraindo-se o valor absoluto de
gordura, da massa total da carcaca.
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4.7 Parametros teciduais
4.7.1 Extracdo de proteina e RNA do figado e do musculo

gastrocnémio

O figado e os musculos gastrocnémios, foram colocados em nitrogénio
liquido, pulverizados em placas de aluminio, pesados e imediatamente
homogeneizados com 6 mL de acido tricloroacético (Merck Chemical®, p.a.)
10%, gelado, sendo, posteriormente, centrifugados a 3.000 rpm por 15 minutos,
a temperatura de 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi ressuspenso com 10 mL de &cido perclorico (PCA, Merck
Chemical®, p.a.) 2%, gelado, e centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos, a
temperatura de 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi ressuspendido com 10 mL de NaOH (LabSynth, p.a.) 0,3N e
mantido em banho aquecido (Haake SWB 20, Gebrider Haakegmbh,
Karlsruhe, Germany) por 1 hora, a temperatura de 37 °C. Durante este periodo
foi utilizado um bastdo de vidro a fim de que qualquer coagulo formado nos
tubos fosse dissolvido. Em seguida, cerca de 5 mL foram retirados e
congelados a — 20 °C para posterior determinacao da concentracéo de proteina
da amostra.

O restante da solucdo foi resfriado em gelo durante 10 minutos.
Posteriormente, foi acrescentado 2 mL de PCA (20%) gelado, homogeneizado
com bastdo de vidro e mantido em gelo por 10 minutos. Em seguida, foi
centrifugado por 15 minutos, 3.000 rpm, a temperatura de 4 °C. Uma parte do
sobrenadante (5 mL) foi armazenada a — 20 °C para posterior determinacdo da
concentracdo de RNA da amostra, enquanto o restante do sobrenadante foi
desprezado.

4.7.2 Concentracdo da proteina muscular e hepética

A concentracdo de proteina hepatica e muscular (gastrocnémio) foi
determinada pelo método colorimétrico descrito por Lowry et al. (1951). Seu

principio consiste na hidrélise alcalina das proteinas da amostra e na formacao
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de um complexo de cor azul, a partir da reagcdo com o reagente de Folin-
Ciocalteau (Merck Chemical®, p.a.). A intensidade da cor formada é
proporcional a concentracdo de proteina da amostra, que foi medida em
espectrofotometro (Shimadzu mini 1240, Shimadzu Corporation, Kioto, Japan),
adotando um comprimento de onda de 660 nm. A concentracdo de proteina da
amostra foi calculada a partir de uma curva-padrao de albumina de soro bovino
(A-8022, Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA).

4.7.3 Concentracdo do RNA muscular e hepatico

As concentracfes de RNA no figado e no musculo gastrocnémio foram
determinadas pelo método descrito por Munro & Fleck (1966). Neste método,
|é-se em espectrofotdbmetro a 260 nm, utilizando cubetas de quartz, o
sobrenadante obtido apds processo de extracdo de proteina da amostra, e
considera-se que cada grau de extingdo, a 260 nm, corresponde a 32 ug de
RNA por mL de solugéo analisada.

4.8 Parametros séricos

4.8.1 Concentracdo de proteinas totais no soro

A concentracdo de proteinas totais presente no soro das matrizes foi
determinada pelo método colorimétrico do reativo de biureto (sulfato de cobre a
10%) (HENRY, 1974). O principio do método consiste na reacdo das ligacdes
peptidicas das proteinas com o cobre (Cu?*) em meio alcalino, dando origem a
um complexo de cor violeta, cuja intensidade de coloracédo é proporcional a
concentracdo de proteina na amostra. As absorbancias das amostras foram
lidas em espectrofotdmetro a 545 nm e as concentra¢des foram obtidas contra
curva de calibracéo, realizada com um padrdo de proteinas totais (LabTest,
Cat. 99, Minas Gerais).
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4.8.2 Concentracdo da albumina sérica

A concentracdo de albumina presente no soro dos filhotes e das
matrizes foi determinada pelo método colorimétrico de verde de bromocresol
(DOUMAS, WATSON & BIGGS, 1971). O principio do método consiste na
reacao da albumina presente na amostra com o verde de bromocresol (Merck
Chemical®, p.a.) em meio acido (pH 4,0), formando um complexo de cor verde,
cuja intensidade de coloracao é proporcional a concentracdo de albumina na
amostra. O procedimento constitui em adicionar 25 pl do soro em 5 ml do
reagente de cor, contendo solucdo de verde de bromocresol a 0,60 mMol,
tampdéo de succinato 0,1 M (Merck) e surfactante ndo iénico 35 %, em pH 4,0.
As absorbancias foram lidas em espectrofotdometro (Shimadzu mini 1240) a
628nm e as concentra¢cbes determinadas contra curva linear de calibracao de
albumina de soro bovino (A-8022, Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA),

nas concentracdes de 2,3,4,5 e 6 g/dL.

4.9 Parametros moleculares

No figado dos filhotes foi avaliada, por meio da analise de Western
Blotting, a expressdo das proteinas: mTOR, S6K1 e 4E-BP1; bem como a

fosforilacdo destas em Ser,a4g, Thrage, € Thryg, respectivamente.

4.9.1 Western Blotting
4.9.1.1 Extracao de proteinas

Inicialmente, o figado foi pesado e pulverizado em nitrogénio liquido
por cerca de dez segundos. Posteriormente, foi mantido em tubos criogénicos
até a extracao.

O tecido foi, entdo, homogeneizado em tampéao de extracdo contendo
50 mM tampéo de fosfato de potassio (pH 7,00), 0,3 M sacarose, 0,5 mM DL-
ditiotreitol, 1 mM EDTA (pH 8,00), 0,3 mM PMSF, 10 mM NaF, 1:100
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Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 (Sigma-Aldrich), 1:100 Phosphatase Inhibitor
Cocktail 2 (Sigma-Aldrich), Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich). Para a
homogeneizacdo utilizou-se homogeneizador elétrico tipo polytron (lka T10
basic) na velocidade maxima, em 3 burst de cerca de 10 segundos. Entre a
homogeneizagdo de diferentes amostras, o homogeneizador foi lavado em
alcool 70 % e agua ultrapura. Durante todo o processo de homogeneizagao, 0s
tubos contendo as amostras foram mantidos no gelo, no intuito de reduzir a
atividade de fosfatases e enzimas proteoliticas.

As amostras foram, entdo, centrifugadas (Jouan BR4i) por 20 minutos
a 12000 rpm e temperatura estabilizada em 4 °C. Apls a centrifugacao,
coletou-se o sobrenadante que foi transferido para outro tubo, aliquotado e

armazenado em freezer (-80 °C).

4.9.1.2 Preparo do gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado segundo protocolo descrito por
Sambrook et al. e Harlow & Lane, descrito sucintamente a seguir. Foram
preparados géis em bicamada, sendo a camada superior (gel de
empacotamento) constituida de acrilamida a 5 %, 125 mM Tris (pH 6,8), 0,1 %
SDS, 0,1 % persulfato de amdnia e 0,1 % TEMED. Os géis inferiores
(resolutivos) foram preparados com poliacrilamida na concentracdo de 10 %,
380 mM Tris (pH 8,8), 0,1 % persulfato de ambnio e 0,077 % TEMED.

4.9.1.3 Preparo de lisado de proteinas para SDS-PAGE e
Western blotting

As amostras foram combinadas com tampao de amostra contendo 240
mM Tris, (pH 6,8), 40 % glicerol, 0,8 % SDS, 200 mM beta-mercaptoetanol e
0,02 % azul de bromofenol. Amostras contendo 25 pg por “pogo” foram
submetidas a eletroforese no gel de poliacrilamida, inicialmente a 60 V. Uma
vez que as proteinas atravessaram o gel de empilhamento, a voltagem foi

aumentada para 120 V, sendo mantida até o final da corrida
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4.9.1.4 Transferéncia de proteinas do gel para a membrana
(nitrocelulose)

O gel contendo as proteinas fracionadas por eletroforese foi incubado
por 10 min em tampao de transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037
% SDS , 20 % metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose
foi hidratada e, entdo, incubada em tampéo de transferéncia. Um "sanduiche"
foi entdo montado na seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel filtro de 3 mm,
gel, membrana, 2 folhas de papel de filtro de 3 mm (Whatman) e esponja. A
transferéncia de proteinas do gel para a membrana foi realizada em cuba de
eletroforese, na presenca de tampao de transferéncia, sob corrente de 25 V,
por 90 min. A eficiéncia da transferéncia foi verificada corando-se a membrana,
por 5 min, com corante Ponceau (1 % ponceau, 1 % acido acético), seguida de
lavagem com PBST [8 % NacCl, 0,2 % KCI, 0,2 % KH(PO)4, 1,15 % Na,H(PO),,
0,5 % TweenOmM.].

4.9.1.5 Sondagens das proteinas com anticorpos

Os sitios sem proteinas das membranas foram bloqueados com
proteinas de albumina bovina a 5 %, em tampao PBST, por 60 min, sob
agitacdo. O anticorpo especifico para cada proteina de interesse foi diluido [1:
250 para phospho-p70 S6K1(Thr389), 1:500 phospho-mTOR(Ser2448); 1:1000
para mMTOR, phospho-4E-BP1(Thr70), p70 S6K1 e 4E-BP1] em PBST e
utiizado para a incubacdo das membranas overnight sob agitacdo em
geladeira a 4 °C. Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes, por 5 min,
com PBST e incubada com anticorpo anti-lgG de coelho, conjugado com
peroxidase de raiz forte, diluido 1:3000 em PBST, por 1 h, sob agitagdo em

geladeira. A membrana foi lavada 3 vezes, por 5 min, com agitacao.
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4.9.1.6 Revelacédo com sistema Quimioluminescente

A solucdo de revelacao foi preparada pela mistura de volumes iguais
dos reagentes 1 e 2 do kit ECL Advance (GE Healthcare) composto por
luminol, fenol e perdxido de hidrogénio e a mistura foi utilizada para umedecer
as membranas. Os blots foram entdo visualizados por um sistema de
bioimagem ImageQuant™ 400 (GE Healthcare) que capturou imagens por 5

minutos e analisados por um software ImageQuant TL (GE Healthcare).

4.10 Analise estatistica

As comparacdes entre os grupos foram avaliadas por meio de andlise de
variancia (ANOVA One-way), seguida do teste de Tukey, para identificacdo dos
contrastes significantes. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do
software GraphPad Prism versao 4.0 (GraphPad Software, Inc). Em todas as
andlises um valor P < 0,05 foi adotado para identificar diferencas significativas.

Todos os resultados estdo expressos como média + desvio padrao.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso corporal inicial e final, e ganho de peso gestacional
(GPG)

As matrizes ndo apresentaram diferenca (P > 0,05) no peso corporal
inicial (Figura 3 A) e depois do periodo experimental, no qual adotou-se dieta
restrita em proteina (Figura 3 B). Por outro lado, o GPG foi menor nos grupos
VAL/ISO, AAE e BCAA (P < 0,05) em comparacao ao grupo CON (Figura 3 C).
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Figura 3. Peso corporal inicial e final, e Ganho de Peso Gestacional (GPG) das matrizes
dos grupos CON: racdo controle - AIN93-G (20 % de caseina) (n=12); VAL/ISO: racdo AIN93-
G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de
isoleucina (n=12); AAE: racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada
com 4 % dos aminoacidos essenciais -lisina, tirosina e treonina- (n=12); e BCAA: racdo AIN93-
G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia
ramifica -leucina, valina e isoleucina- (n=12). Resultados expressos em média + desvio-
padréo. *valor significantemente diferente comparado ao grupo CON (P < 0,05).
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5.2 Consumo daracgéao

N&o houve diferenca na média do consumo diério de ragéo, assim como
de calorias e gordura, durante o periodo gestacional entre as matrizes dos
grupos experimentais (Tabela 4). O consumo diario de proteinas nas matrizes
submetidas ao protocolo de restricAdo proteica foi significantemente menor
comparado ao grupo CON (P < 0,05).

Tabela 4. Consumo médio diario de racdo, macronutrientes e calorias.

Consumo Carboidrato Proteina Gordura Kcal/dia
(g/d) (g/dia) (g/dia) (g/dia)
CON 19,55+2,23 12,33+2,01 3,23+0,52 1,17+0,19 76,33+8,72

ISO/VAL 17,63+2,71 13,02+2,09 1,38+0,28* 1,38+0,28 70,57+10,58

AAE 19,27+2,06 14,02+1,95 1,43+0,21* 1,22+0,17 75,16+8,05

BCAA 18,53+1,63 13,82+1,22* 1,47+0,13* 1,27+0,11 72,58+6,40

Consumo médio diario de racdo, macronutrientes e calorias das matrizes dos grupos CON:
racdo controle - AIN93-G (20 % de caseina) (n=12); VAL/ISO: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina (n=12); AAE
racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos
aminoacidos essenciais: lisina, tirosina e treonina- (n=12); e BCAA: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica -
leucina, valina e isoleucina- (n=12). Resultados expressos em média + desvio-padréo. *valor
significantemente diferente comparado ao grupo CON (P < 0,05).
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5.3 Numero de filhotes no nascimento

O ndmero de filhotes por matriz no nascimento ndo se diferenciou entre
os grupos CON, VAL/ISO e BCAA. Todavia, o numero de filhotes nascidos no
grupo AAE foi significantemente menor (P < 0,05) em relagéo ao grupo BCAA
(Tabela 5).

Tabela 5. Naomero de filhotes ao nascer por grupo.

CON VAL/ISO AAE BCAA

Ne de filhotes 1142 9+4 8+2 12+1°8

Numero de filhotes ao nascer dos grupos CON: racao controle - AIN93-G (20% de caseina)
(n=8); VAL/ISO: ragdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2
% de valina e 2 % de isoleucina (n=8); AAE: racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de
caseina) e suplementada com 4 % dos aminoacidos essenciais: lisina, tirosina e treonina-
(n=6); e BCAA: racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 %
de aminoacidos de cadeia ramlflca -leucina, valina e isoleucina- (n=8). Resultados expressos
em média + desvio-padréo. Svalor significantemente diferente comparado ao grupo AAE (P <
0,05).

5.4 Parametros séricos matrizes

As matrizes dos grupos com dieta restrita em proteina apresentaram
valores séricos de proteinas totais e albumina significantemente menores
guando comparadas ao grupo que recebeu dieta controle (P < 0,05) (Figura 4
A, B).
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Figura 4. Concentragbes séricas de proteinas totais e albumina das matrizes dos grupos
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CON: racgao controle - AIN93-G (20% de caseina) (n=5); VAL/ISO: racao AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina (n=5); AAE:
racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos
aminoacidos essenciais: lisina, tirosina e treonina- (n=5); e BCAA: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica -
leucina, valina e isoleucina- (n=5). Resultados expressos em média + desvio-padrao. *valor

significantemente diferente comparado ao grupo CON (P < 0,05).

5.5 Massa corporal e de 6rgédos dos filhotes

Com relacdo a massa corporal dos filhotes e a massa dos 6rgaos,
observou-se reducdao significativa no peso corporal, no figado e no estbmago em
todos os grupos submetidos a dieta materna restrita em proteina, quando
comparados aos animais do grupo CON (Figura 5 A-C). Observou-se ainda
reducdo significativa no peso do intestino nos filhotes que sofreram restricao
proteica materna. Todavia, os animais do grupo BCAA apresentaram valores
significantemente maiores que os animais dos grupos VAL/ISO e AAE (Figura
5H). Em relacdo aos 6rgdos: coracdo, pancreas, baco e rins, apenas 0s grupos
VAL/ISO e AAE apresentaram reducdo em suas massas. Em contrapartida, o
grupo BCAA apresentou valores equivalentes aos encontrados no grupo CON, o

gual ndo foi submetido a dieta materna restrita em proteina (Figura 5 D-G).
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Figura 5. Pesos absolutos dos filhotes e de 6rgéos referentes aos grupos.
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CON: ragéo controle - AIN93-G (20 % de caseina) (n=40); VAL/ISO: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5% de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina (n=44); AAE:
racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos
aminoacidos essenciais: lisina, tirosina e treonina (n=33); e BCAA: racao AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica -

leucina, valina e isoleucina- (n=40). Resultados expressos em média +

desvio-padréo. *valor

significantemente diferente do grupo CON. tvalor significantemente diferente do grupo
VAL/ISO. 8valor significantemente diferente do grupo AAE (P < 0,05).
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5.6 Composicado quimica da carcaca

No que concerne a analise da composicdo quimica da carcaga, 0S
grupos experimentais submetidos a dieta restrita em proteina (VAL/ISO, AAE e
BCAA) apresentaram diminuicdo significante da umidade, do contetudo de
proteina e da massa magra em relacdo ao grupo CON (Figura 6 A, B, D). Com
relacdo a quantidade de lipideos, os grupos VAL/ISO e AAE apresentaram
valores significantemente reduzidos (P < 0,05) em comparacéo ao grupo CON.
Por outro lado, os animais do grupo BCAA mantiveram um contetdo corporal

de gordura equivalente ao grupo CON (Figura 6 C).
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Figura 6. Composigéo quimica da carcaga dos filhotes referentes aos grupos.

CON: racéo controle - AIN93-G (20 % de caseina) (n=40); VAL/ISO: racdo AIN93-G restrita
em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina (n=44);
AAE: racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos
aminoacidos essenciais: lisina, tirosina e treonina (n=33); e BCAA: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica -
leucina, valina e isoleucina- (n=40). Resultados expressos em média + desvio-padrao. *valor
significantemente diferente do grupo CON. tvalor significantemente diferente do grupo
VAL/ISO. 8valor significantemente diferente do grupo AAE (P < 0,05).
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5.7 Parametros indicativos do estado nutricional proteico

5.7.1 Concentracdo de RNA e de proteina no figado e no musculo
gastrocnémio

O grupo BCAA apresentou aumento significante da concentracdo de
proteina no figado e no musculo gastrocnémio em relacdo aos grupos CON,
VAL/ISO e AAE (Figura 7 A, C). Além disso, o grupo BCAA apresentou
aumento da concentracdo de RNA no figado e no musculo, em comparacéo

aos demais grupos (P < 0,05) (Figura 7 B, D).
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Figura 7. A e B) Concentragéo de proteina e RNA no figado de filhotes dos grupos.

CON: racéo controle - AIN93-G (20 % de caseina) (n=18); VAL/ISO: racdo AIN93-G restrita
em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina (n=20);
AAE: ragcdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos
aminodcidos essenciais: lisina, tirosina e treonina (n=14); e BCAA: ragdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica -
leucina, valina e isoleucina- (n=19); C e D) e no musculo gastrocnémio de filhotes dos grupos
CON: racéo controle - AIN93-G (20 % de caseina) (n=14), VAL/ISO: racao AIN93-G restrita
em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina (n=16);
AAE: racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos
aminoacidos essenciais: lisina, tirosina e treonina (n=14); e BCAA: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica -
leucina, valina e isoleucina- (n=16). Resultados expressos em média + desvio-padrao. *valor
significantemente diferente do grupo CON. tvalor significantemente diferente do grupo
VAL/ISO. 8valor significantemente diferente do grupo AAE (P < 0,05).
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5.7.2 Concentracao de albumina sérica

A Figura 8 apresenta os valores médios da concentragdo de albumina
sérica dos filhotes. Esta variavel apresentou as mesmas tendéncias entre os
diferentes grupos, pois se pode notar que ndao houve diferenca significativa neste

parametro (P > 0,05).

Albumina

CON VAL/ISO AAE BCAA

Figura 8. Concentragcéo de albumina sérica de filhotes dos grupos.

CON: ragdo controle - AIN93-G (20 % de caseina) (n=7); VAL/ISO: ra¢do AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina (n=7); AAE:
racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos
aminoacidos essenciais: lisina, tirosina e treonina (n=7); e BCAA: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica -
leucina, valina e isoleucina- (n=7). Resultados expressos em média + desvio-padrao. Nivel de
significancia adotado (P < 0,05).

5.8 Via de sinalizagcdo da mTOR

Verificou-se que os filhotes de matrizes que receberam dieta materna
restrita em proteina e suplementada com AAE apresentaram diminuicéo
significativa na expressao total da mTOR em relagdo aos demais grupos
submetidos a dieta materna restrita em proteina (Figura 9 A). A expressao total
das demais proteinas ativadas pela via de sinalizacdo da mTOR (S6k1 e 4EBP-
1) foi semelhante entre os grupos (Figura 9 C, E). Além disso, avaliou-se a
fosforilacdo destas proteinas, respectivamente, em Ser2448, Thr389 e Thr70
(Figura 9 B, D, F). Neste contexto, somente a suplementacdo com BCAA foi
capaz de promover aumento significativo da fosforilagdo da mTOR em relagéo
aos grupos CON e AAE (Figura 9 B).
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Figura 9. Quantificagdo da expressao total das proteinas mTOR, S6k1 e 4EBP-1 e de
suas respectivas fosforilagdes em Ser,qss, Thragy, € Thryo, no figado de filhotes dos
grupos.

CON: ragdo controle - AIN93-G (20 % de caseina) (n=7); VAL/ISO: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 2 % de valina e 2 % de isoleucina (n=4); AAE:
racdo AIN93-G restrita em proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % dos
aminodcidos essenciais: lisina, tirosina e treonina (n=4); e BCAA: racdo AIN93-G restrita em
proteina (5 % de caseina) e suplementada com 4 % de aminoacidos de cadeia ramifica -
leucina, valina e isoleucina- (n=5). Resultados expressos em média + desvio-padrao. *valor
significantemente diferente do grupo CON. 8valor significantemente diferente do grupo
AAE (P < 0,05).
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6. DISCUSSAO

Nosso estudo testou a hipotese de que a suplementacdo de BCAA seria
suficiente para anular ou minimizar os efeitos deletérios induzidos pela dieta
materna pobre em proteina sobre o crescimento fetal, considerando que estes
aminoacidos estariam atuando n&o s6 como substratos, mas também como
moduladores do processo de sintese proteica, mediante 0 acréscimo no
estimulo a traducdo de proteinas. Neste contexto, observou-se que nosso
protocolo de restricdo proteica materna causou reducdo no crescimento
corporal e na massa de 0rgaos das proles. Estes resultados foram encontrados
de forma consistente nos grupos submetidos a desnutricdo e suplementados
com VAL/ISO e AAE, demonstrando que estas suplementacdes nao séo
suficientes para recuperar os efeitos da desnutricdo proteica no decorrer da
gestacado. Por outro lado, a suplementacdo BCAA foi eficaz em minimizar ou
mesmo em restaurar plenamente diversos parametros como peso de 6rgaos,
massa de gordura da carcaca e parametros indicativos do estado nutricional
proteico, como as concentracdes de proteina e RNA hepaticas e musculares.

Com relacdo as matrizes, a massa corporal destas no inicio e ao final do
experimento foi semelhante entre os grupos, entretanto os grupos submetidos
a desnutricdo proteica materna apresentaram GPG inferior ao grupo CON
(Figura 3). Os dados referentes ao peso inicial e final das matrizes estdo de
acordo com a literatura, a qual aponta que ndo ha alteracdo da massa corporal
em funcdo do protocolo experimental de desnutricdo proteica (RESS et al.,
2006; TORRENS et al.,, 2009). Por outro lado, estes estudos nédo apontam
alteracao do GPG, como foi observado no presente trabalho.

Em concordancia aos nossos dados, Heywood et al. (2004) e Jansson et
al. (2006) também verificaram reducdo do GPG em matrizes submetidas a
desnutricdo proteica no decorrer da gestacdo. Uma possivel explicacéo poderia
estar vinculada a reducdo do consumo alimentar em funcdo da alteracéo
dietética realizada (DU, HIGGINBOTHAM e WHITE, 2000), contudo o consumo
alimentar diario das matrizes ndo se diferenciou nos grupos submetidos a
desnutricdo quando comparados ao grupo CON (Tabela 4). Apesar da
controvérsia existente em relagdo ao consumo de ratos alimentados com dieta

restrita em protéina, tem sido sugerido que animais submetidos a esta dieta
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elevam seu consumo alimentar na tentativa de restabelecer sua necessidade
proteica (WEBSTER, 1993). O acréscimo do consumo é acompanhado de
decréscimo na eficiéncia alimentar e aumento no gasto de energia na tentativa
de dissipar a energia excedente (SPECTER et al., 1995). Estas modificacdes
na eficiéncia metabdlica parecem ser resultantes da termogénese adaptativa
induzida pela dieta (ROTHWELL e STOCK, 1987). Vale ressaltar que, embora
as racdes dos grupos submetidos a desnutricdo proteica fossem restritas em
proteina, estas eram isocaldricas. Assim, considerando que a meédia do
consumo alimentar diario foi equivalente entre os grupos experimentais, pode-
se verificar que os efeitos deletérios observados sobre o crescimento fetal
foram ocasionados em funcdo do menor consumo de proteinas e ndo de
calorias (Tabela 4).

Essa diferenca constatada em relacdo ao GPG ainda poderia estar
relacionada a dois fatores. Primeiro, ao nimero de filhotes e segundo a massa
corporal destes. Os dados disponiveis na literatura indicam que a aplicacéo de
uma dieta contendo entre 9 % e 10 % de proteina em matrizes no decorrer da
gestacdo ndo diminui o numero de proles (GALLAGHER et al., 2005;
ZAMBRANO et al., 2006). Em contrapartida, quando a restricdo proteica torna-
se mais grave é verificado reducdo significativa neste parametro, como
constado por Rees et al. (1999) quando utilizaram dieta contendo 6 % de
proteina em fémeas submetidas a desnutricdo proteica gestacional. As racdes
dos grupos VAL/ISO, AAE e BCAA apresentaram 7,9% de proteina (Tabela 3).
Todos os grupos desnutridos ndo apresentaram reducao no numero de filhotes
em comparacao ao grupo CON (Tabela 5), o que sugere que a diminuicdo do
GPG néo esta relacionada ao numero de filhotes. A massa corporal dos filhotes
pode ser considerada outra variavel que poderia influenciar o GPG,
considerando que o protocolo adotado de dieta materna restrita em proteina
causou reducéo na massa corporal destes (Figura 5 A).

A suplementacdo com BCAA reverteu parte do déficit observado no
crescimento dos neonatos submetidos a dieta materna restrita em proteina,
uma vez que foi capaz de recuperar parcialmente a massa corporal e do
intestino e (Figura 5 A, H) e totalmente a massa de coragao, baco, rins, e
pancreas (Figura 5 D, F, G, E), considerando que o peso destes 6rgdos nao foi

diferente em relacédo ao grupo CON. Os BCAA, particularmente a leucina, séo
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potentes ativadores da via da mTOR, que atua como um sensor celular
nutricional que favorece o crescimento e a proliferacéo celular e é essencial a
sinalizacdo molecular para a iniciacdo da traduc&do proteica, isto poderia
explicar os resultados encontrados em relacdo a massa corporal e dos 6rgaos
no grupo BCAA, em comparagdo aos demais grupos submetidos a desnutricdo
proteica materna - VAL/ISO e AAE (Figura 5), possivelmente por estimular a
sintese proteica. Estes achados tornam-se relevantes, haja vista que estas
modificacbes na morfologia dos oOrgaos, mediadas pela RCIU, estdo
associadas ao desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis na
vida adulta, como diabetes mellitus tipo 2, hipertensao, sindrome metabdlica e
doencas cardiovasculares (LANGLEY-EVANS, 2001; HEYWOOD et al., 2004),
contudo os possiveis efeitos da suplementacdo de BCAA fornecida durante a
gestacdo, na vida adulta de proles submetidas a restricdo proteica materna,
ainda ndo foram avaliados. Nos demais grupos submetidos a desnutricao
proteica, a reducdo da massa corporal e dos 6rgaos avaliados pode ter sido
mediada pela escassez de aminoacidos na dieta e, além disso, pela reducao
do fluxo sanguineo placentario associado a desnutricdo materna (ROSSO e
KAVA, 1980), o que pode alterar o transporte placentério de nutrientes.

Aliado a isto, nosso estudo verificou que a desnutricdo proteica materna
afetou negativamente o0 desenvolvimento dos constituintes corporais,
considerando que os valores absolutos de umidade, proteina e massa magra
foram significativamente reduzidos (Figura 6 A, B, D). Por outro lado, a
suplementacdo de BCAA no decorrer da gestacdo manteve a quantidade de
gordura semelhante ao grupo que néo sofreu desnutrigcao proteica (Figura 6 C).
Mais recentemente, alguns estudos tém investigado a estimulacdo da sintese
proteica pela leucina no tecido adiposo podendo favorecer a adipogénese.
Dessa maneira tem sido proposto que no tecido adiposo a via da mTOR atua
na diferenciacdo de pré-adipocitos, morfogénese do tecido adiposo e
crescimento hipertrofico (LYNCH et al., 2000). Além disso, a 4EBP-1, um dos
substratos modulados pela via da mTOR, parece ser um novo regulador da
adipogénese (TSUKIYAMA-KOHARA et al., 2001). Diante disso, Lynch et al.
(2002) avaliando o efeito da suplementacédo aguda com leucina em diferentes
tecidos de ratos, verificaram que a suplementacdo de leucina estimulou a

sintese proteica no tecido adiposo. A regulacdo da sintese proteica foi
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fortemente correlacionada a alteragdes na fosforilagdo da S6K1 e 4EBP-1.
Estes achados ddo suporte aos dados referentes a gordura corporal, no
entanto faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que expliguem os
reais mecanismos de acdo da leucina neste compartimento corporal.

A suplementagdo com BCAA néo foi capaz de reverter a modulagéo
mediada pela desnutricdo proteica sobre o conteido de proteina e massa
magra dos filhotes (Figura 6 B, D). Outros autores também néo verificaram
manutencdo ou acréscimo da massa magra ou do conteudo de protéina
corporal mediados pela suplementacdo de leucina, em estados catélicos
(DONATO et al.,, 2006). Vale destacar que, o aumento da taxa de sintese
proteica ndo necessariamente resulta em acréscimo no conteudo de proteina
na carcaca, pois pode haver aumento paralelo da degradacdo proteica
(AFOLABI et al.,, 2004). Nesse sentido, mesmo que a suplementacdo com
BCAA, sobretudo de leucina, tenha favorecido a sintese proteica, isso nao foi
suficiente para sobrepujar a condicdo catabdlica, a ponto de preservar a
quantidade de proteina corporal. Adicionalmente, estudos in vitro e in vivo
sugerem que os efeitos da suplementacdo de leucina sobre a sintese proteica
sdo dose-dependentes. Diante disso é sugerido que a dose de leucina capaz
de causar efeitos maximos sobre a degradacao proteica pode ser maior do que
a necessaria para causar efeitos maximos sobre a sintese de proteinas em
condicbes de balanco nitrogenado negativo (PLATELL et al., 2000;
MATTHEWS, 2005). A quantidade suplementada de leucina no grupo BCAA foi
1,8 %. Embora a quantidade de leucina a ser suplementada em estudos
experimentais ainda ndo esteja bem estabelecida, estudos conduzidos com
ratos em estados catabolicos, que encontraram efeitos positivos em relacdo a
massa magra e ao conteudo de proteina corporal, utilizaram 3 % de
suplementacéo de leucina (VENTRUCCI et al., 2004, 2007). Dessa forma, uma
hipétese que poderiamos sugerir é que a quantidade suplementada de leucina
no grupo BCAA nao foi suficiente para promover alteracées no turnover
proteico capazes de ter um impacto significativo sobre estes constituintes
corporais. No entanto, ndo é possivel afirmar isto com seguranca, uma vez que
nenhuma técnica que permita estimar a taxa de sintese e degradacéo proteica
foi realizada.
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7

O acumulo de proteinas durante a prenhez é essencial para o
crescimento fetal e, nessa fase, tanto a sintese de proteinas quanto a retencéo
de nitrogénio encontram-se aumentadas em ambos compartimentos: materno e
fetal (SATISH, 2000). Nesse sentido, em nosso experimento foram avaliadas
as concentracdes séricas de albumina nas matrizes e nos filhotes (Figura 4 B e
8) e de proteinas totais nas matrizes (Figura 4 A). O protocolo de dieta restrita
em proteina utilizado promoveu reducédo significativa de albumina e proteinas
totais nas matrizes (Figura 4 A, B). O estado proteico visceral € frequentemente
avaliado pela determinacao da concentracdo de uma ou mais proteinas do soro
(ex: albumina, transferrina, pré-albumina e proteina transportadora de retinol),
cujo principal sitio de sintese é o figado (CARLSON, 2000). Este 6rgdo € um
dos primeiros a ser afetado em um estado de desnutricdo causado, por
exemplo, pela deficiéncia de energia e/ou de proteinas. Em tais circunstancias,
a sintese destas proteinas pode ser reduzida e acarretar na diminuicdo das
suas concentracfes séricas (MARSHALL, 2000). Este fendmeno € uma
resposta tipica do organismo frente a uma reducdo na ingestao de alimentos,
na qual as proteinas viscerais sdo degradadas em prol da preservacdo de
proteinas musculares, o que explicaria os resultados encontrados em relacéo
as concentracbes reduzidas de albumina e proteinas totais séricas das
matrizes. A ocorréncia de hipoproteinemia e hipoalbuminemia, em
consequéncia tanto da prenhez quanto da restricdo protéica, pode ter
contribuido também para a reducdo na massa dos fetos (Figura 5 A) (BALLEN
et al., 2009).

Embora a deficiéncia de proteina na dieta induza a hipoalbuminemia, as
concentracdes de albumina sérica dos filhotes de matrizes que receberam dieta
restrita em proteina ndo foram alteradas (Figura 8). Neste contexto, poucas
pesquisas avaliaram a implicacdo do transporte placentario de nutrientes em
resposta a desnutricdo protéica ao longo da gestacdo, porém alguns estudos
verificaram que o0 sistema placentario responsavel pelo transporte de
aminoacidos, em ratos alimentados com dieta pobre em proteina, possui um
mecanismo de regulacdo negativa, que eleva a atividade de sistemas
transportadores de amino&cidos (Sistema A) em resposta a baixa concentracao
de aminoacidos da dieta, processo conhecido como regulacdo adaptativa
(GAZZOLA et al., 2001; JONES et al., 2006). Contudo os sinais mediadores
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desta regulacdo, em ratos alimentados com dieta pobre em proteina, ndo é
conhecido. Aliado a isto, o balanco nitrogenado torna-se melhorado e a
proteina da dieta é utilizada mais eficientemente no final da prenhez
(MOJTAHED et al.,, 2002). Neste periodo a mobilizacdo das proteinas das
matrizes seria otimizada a fim de suprir o aporte necessario de proteinas ao
adequado crescimento e desenvolvimento fetal.

A dieta restrita em proteina pode ainda afetar negativamente o estado
nutricional proteico por reduzir os conteudos de proteina e RNA teciduais
(ZARTARIAN, GALLER e MUNRO, 1980; EMERY, ROTHWELL e STOCK,
1983; POND, MAURER e KLINDT, 1991). No presente estudo, o grupo BCAA
apresentou maior concentracdo de proteina e de RNA no figado e no masculo
gastrocnémio (Figura 7 A, B) em comparacdo aos demais grupos. A
concentragdo de RNA total é considerada um indicador da capacidade celular
para sintese proteica. Assim, pode ser especulado que, o acréscimo da
concentracdo de RNA muscular e hepatico dos animais suplementados com
BCAA aumentou a sintese proteica, uma vez que este aumento refletiu em
maior concentracdo de proteina nestes tecidos. Também poderia ser
especulado que esta suplementagcéo contribuiu com a maior concentracao de
RNA no figado e no musculo gastrocnémio, ao estimular principalmente os
mecanismos intracelulares envolvidos com a sintese de componentes que
constituem o aparato responsavel pelo processo de traducéo proteica (LYNCH
et al., 2002; ESCOBAR et al., 2005; DONATO et al., 2006).

Nessa direcdo, observou-se aumento na fosforilagdo da proteina
quinase mMTOR no figado de filhotes das matrizes que receberam a
suplementacdo de BCAA (Figura 9 B), quando comparado ao grupo CON e
AAE. Além disso, os grupos BCAA e VAL/ISO apresentaram maior expressao
desta proteina no figado (Figura 9 A). Por outro lado, a fosforilagdo de seus
efetores downstream (S6K1 e 4EBP-1) n&o se diferenciou entre os grupos. A
expressdo das formas fosforiladas de S6K1 e 4EBP-1 é frequentemente
utilizada como uma medida da atividade da via de sinalizacdo da mTOR, deste
modo pode-se sugerir que os efeitos sobre o acréscimo da sintese protéica
poderiam estar sendo mediados por via independente da mTOR, ou pela
sinalizacdo desta proteina em outras cascatas biomoleculares, que estejam

relacionadas a outras etapas do processo de sintese protéica como a
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transcricao por exemplo, contudo pesquisas que avaliem os mecanismos de
acdo da suplementacdo com BCAA em diferentes vias de sinalizacao
relacionadas ao estimulo da sintese de proteinas sdo necessarias.

Embora a desnutricdo proteica prejudique o desenvolvimento muscular e
hepatico (ZARTARIAN, GALLER e MUNRO, 1980; REES et al., 1999; PARK et
al., 2003) os constituintes, proteina e RNA, foram preservados nos grupos
VAL/ISO e AAE, considerando que estes nao se diferenciaram do grupo CON.
Assim como constatado em relacdo a preservacdo das concentracbes de
albumina sérica, os contetudos de proteina e RNA teciduais podem ter sido
mantidos em decorréncia de um mecanismo de feed back negativo, no qual
ocorreria uma redistribuicdo do fluxo sanguineo, a fim de preservar tecidos
vitais, e aumento da atividade de transportadores placentarios especificos,
como de aminoacidos, por exemplo, para garantir a sobrevivéncia e o
adequado desenvolvimento fetal. Aliado a isto, este efeito poderia ser mediado
em funcdo de um acréscimo no estimulo a sintese proteica desencadeado pela
suplementacdo com estes aminoacidos, contudo o efeito da suplementacéo
associada de valina e isoleucina, bem como de treonina, tirosina e lisina, até o
presente momento ainda nao havia sido testado. Neste contexto, verificou-se
que a suplementacdo com o0s aminoacidos valina e isoleucina, quando
fornecidos isoladamente, ndo promoveu efeito sobre a sintese proteica dos
tecidos muscular e cardiaco e na via de sinalizacdo da mTOR de porcos
neonatos (ESCOBAR et al., 2006).

Uma questdo que poderia ser abordada esta relacionada a insercéo de
um grupo submetido a desnutricdo suplementado apenas com leucina, visando
isolar o efeito desta suplementacgéao e verificar se os efeitos encontrados com a
suplementacdo de BCAA poderiam ser maximizados ou suprimidos. Esta
intervencdo foi testada em um experimento piloto em nosso laboratorio,
contudo foi constato que as matrizes submetidas a desnutricdo proteica no
decorrer da gestacao recebendo suplementagdo de 4 % de leucina na dieta,
apresentavam reducao significativa do consumo alimentar, sendo que a média
do consumo diario de 12 matrizes ao longo da gestacéo foi de 8,8 g (dados néo
apresentados). Deste modo, as matrizes além de serem submetidas a
desnutricdo proteica também se encontravam em uma condi¢cdo de restricdo

calorica. Considerando que o crescimento fetal € dependente especialmente da
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nutricdo materna, este estado catabdlico pode ter influenciado fortemente o ndo
desenvolvimento gestacional. De todas as matrizes apenas duas chegaram a
dar a luz, sendo que em uma destas os filhotes foram natimortos, e que, a

outra cometeu canibalismo de todos os filhotes.

Vale ressaltar ainda, sobre o antagonismo entre os BCAA, o qual
pressupbfe que a suplementacdo excessiva isolada de algum destes
aminoacidos pode prejudicar a utilizagdo dos demais BCAA (D'MELLO e
LEWIS, 1970; HARPER, MILLER e BLOCK, 1984). Além disso, dietas restritas
em proteina, contendo altas concentracdes de leucina, promovem reducdo
significante de GPG (COHLAN e STONE, 1961), crescimento de ratos
(HARPER, MILLER e BLOCK, 1984) e consumo alimentar (ALLEN e BAKER,
1972). Estes efeitos associados poderiam justificar o prejuizo observado no
desenvolvimento gestacional das matrizes suplementadas com leucina. Nessa
direcdo, a utilizacdo do grupo BCAA nos permitiu constatar que as
consequéncias negativas da suplementacdo isolada de leucina, em matrizes
com desnutricdo proteica, ndo sdo mantidas quando este aminoacido €

fornecido concomitantemente a valina e isoleucina.

Outro ponto que merece ser destacado € que ndo houve um grupo
submetido somente a desnutricdo proteica, haja vista que o0 protocolo
experimental adotado no presente estudo, foi capaz de reduzir
significantemente a massa corporal e de 6rgaos (Figura 5), e 0s constituintes
da composicao corporal (umidade, proteina, gordura e massa magra) (Figura 6)
nos grupos submetidos a desnutricdo proteica e suplementados com VAL/ISO
e com AAE, quando comparados ao grupo CON. Adicionalmente, a
suplementacdo com BCAA demonstrou diferencgas significativas na maior parte
dos parametros investigados em relacdo aos demais grupos submetidos a
desnutricdo proteica. Nessa perspectiva, pode-se sugerir que ndo seria
encontrado nenhum efeito adicional do grupo BCAA, além dos que foram

observados em relacdo aos grupos VAL/ISO e AAE.
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Em resumo, os resultados obtidos indicaram que a suplementacao de
BCAA reverteu parte do déficit observado no crescimento em neonatos
provenientes de ratas que receberam dieta restrita em proteina no decorrer da
gestacdo. Isto se torna relevante uma vez que estudos tém apontado que a
RCIU €& associada a alteragbes metabdlicas, comportamentais e
neuroendocrinas, que podem conduzir ao desenvolvimento de doencas
cronicas na vida adulta (MAIRESSE et al., 2007).
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7. CONCLUSAO

A partir da presente pesquisa verificou-se que:

e O crescimento fetal esta intimamente ligado a disponibilidade de
aminoacidos a partir da dieta materna, tendo em vista que o
protocolo adotado de dieta materna restrita em proteina afetou de
forma consistente os grupos submetidos a restricdo proteica

materna e que foram suplementados com VAL/ISO e AAE;

e As suplementacdes com VAL/ISO e AAE ndo sdo suficientes
para recuperar os efeitos induzidos pela restricdo protéica no

decorrer da gestacao;

e A suplementacdo com BCAA, foi capaz de minimizar ou mesmo
de restaurar plenamente diversos parametros como:
a) massa da carcaca e de 6rgaos (coracao, baco, rins, intestino e
pancreas);
b) contelddo de gordura da carcaca;

c) concentracfes de proteina e RNA hepéticas e musculares;

e A suplementacdo com BCAA estimulou a ativacdo da via de
sinalizacdo intercedida pela mTOR, por meio do aumento da
fosforilacdo desta proteina, permitindo sugerir que estes atuam
como reguladores do crescimento fetal, possivelmente por
influenciar vias de sinalizagdo, além de atuarem como substratos
diretos para a sintese protéica, porém 0s reais mecanismos
estimulatérios promovidos por estes em vias moleculares

necessitam ser melhores estabelecidos.

Partindo da premissa de que o inadequado crescimento fetal esta
vinculado ao desenvolvimento de doencgas cronicas na vida adulta, estudos que
avaliem os efeitos mediados por esta suplementacdo em proles submetidas a
dieta restrita em proteina no decorrer da gestacdo, nesta fase da vida sao

necessarios.
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ANEXO 1. Informacbes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado.

1. O candidato fara uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicao oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o
tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.
4. Terminada a arguicao por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacdo ou

reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissédo Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por unanimidade
ou pela maioria da banca.

5. Uma cdpia da ata de defesa sera encartada na versao definitiva do trabalho,
que sera depositada na biblioteca.

6. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduacao:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Séo Paulo, 21 de marco de 2005.

Profa. Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino
Presidente da CPG/PRONUT/USP
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ANEXO 2. Certificado do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
FCF/USP.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Cigéncias Farmacéuticas
Comiss&o de Etica em Experimentagio Animal - GEEA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Efeitos da suplementagio de leucina em
proles de fémeas submetidos & desnutricio protéica durante a
gestagido” (Protocolo CEEA n°158), de responsabilidade do(a)
pesquisadorfa) Gabriela Fullin Resende Teodoro sob a orientacdo
do(a) Prof{a). Julio Orlando Tirapegui Toledo, esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) desta
Faculdade, em 10/12/2007.

Sdo Paulo, 11 de dezembro de 2007.
f/'.a
.--" / G-——‘—""—"\
FProfa. Dra Lrgiix Ferreira Gomes
Presidente da CEEA

A Prof. Limew Prostes, 580 - Bloco 13 A .« Cldade Universitiria - CEP 05508-500 - 580 Panlo - 5P
Fone: [11) 3081-3677 § Fao: [11) 3813-5082 - ¢-mail: ririge@usp.br
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ANEXO 3. Ficha do aluno

9132 - 5840984/1 - Gabriela Fullin Resende Teodoro
Email: gabynut@usp.br

Data de Nascimento: 12/04/1984

Cédula de Identidade: RG - 12.583.721 - MG
Local de Nascimento: Estado de Sdo Paulo
Nacionalidade: Brasileira

Graduacao: Nutricionista - Centro Universitario Filadélfia - Brasil - 2005

Curso: Mestrado

Programa: Ciéncia dos Alimentos

Area: Nutricdo Experimental

Data de Matricula: 06/07/2007

Inicio da Contagem de Prazo: 06/07/2007

Data Limite: 06/05/2010

Orientador Prof(a). Dr(a). Bernadette Dora Gombossy de Melo Franco -

Académico: 06/07/2007 a 16/08/2007 E.Mail: bfranco@usp.br

Ori ) Prof(a). Dr(a). Julio Orlando Tirapegui Toledo - 17/08/2007 até o
rientador:

presente. E.Mail: tirapegu@usp.br

120 dias
Periodo de 06/01/2010 a 06/05/2010

Data de Aprovagdo no Exame de Qualificagdo: Aprovado em 29/06/2009

Prorrogacéo:

Data do Depdsito do
Trabalho:

Titulo do Trabalho:

Data Maxima para
Aprovacdo da Banca:

Data de Aprovacgéo da
Banca:

Data Maxima para
Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Ingressou no Mestrado em 06/07/2007
Prorrogacdo em 24/11/2009

Matricula de Acompanhamento em 13/02/2010

Historico de
Ocorréncias:

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 13/02/2010
Impresso em: 06/05/10 07:43:38
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Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 5840984/1 - Gabriela Fullin Resende Teodoro

Sigla

HNTS5707-
3/2

NHAS5701-
3/4

FBA5901-
1/1

HSM5708-
6/2

FBAS5870-
5/4

FBC5748-
3/1

Nome da .. L
Inicio Término
Métodos para

Avaliacdo do

Estado

Nutricional de

Populagdes 30/07/2007 02/09/2007 60
(Faculdade de

Saude Publica -

Universidade

de S&o Paulo)

Fundamentos
Biologicos da
Nutri¢do
Humana
Aplicada
(Curso
Interunidades:
Nutri¢do
Humana
Aplicada -
Universidade
de Séo Paulo)
Tépicos
Avangados em 29/10/2007 02/12/2007 30
Nutrigendmica

Saude Perinatal

(Faculdade de

Saude Puablica - 03/03/2008 27/05/2008 60
Universidade
de Séo Paulo)
Seminarios em
Ciéncia dos
Alimentos e
Nutri¢do
Trabalhos
Cientificos: da

06/08/2007 14/10/2007 120

01/04/2008 09/06/2008 30

06/05/2008 16/06/2008 60

Carga
Disciplina Horaria
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Cred. Freqg. Conc. Exc. Situacdo

0 0

8 90
2 100
4 85
0 0

4 100

Matricula
cancelada

Concluida

Concluida

Concluida

Matricula
cancelada

Concluida
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Elaboracgéo a

Publicacéo
FBA5728- Aprimoramento Pre-
prim 06/05/2008 02/06/2008 60 0 0 - N  matricula
217 Didatico . ;
indeferida
Fundamentos
da Redacéo e
Apresentagéo
de Trabalhos Pré-
2’/'5'\"5872' Cientificos ~ 12/05/2008 18/05/200830 0 0 - N matricula
(Faculdade de indeferida
Medicina -

Universidade
de Séo Paulo)

Fundamentos
da Biologia
Molecular
Aplicados a
Nutri¢do
NHA5705- Humana (Curso
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Nutri¢do
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Universidade
de S&o Paulo)

27/05/2008 30/06/2008 60 4 100 A N  Concluida

Dietas e

Doencas

Crobnicas ndo
HNT5709- Transmissiveis Matricula
42 (Faculdade de 03/08/2008 14/09/2008 30 0 0 - cancelada

Saude Publica -
Universidade
de Séo Paulo)

FBA5728- Aprimoramento

2/8 Didatico 07/10/2008 03/11/2008 60 4 87 A N  Concluida

Disciplinas: | 25 25 | 26
Total: 25 |25 |26

Créditos Atribuidos & Disserta¢do: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a
crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) creédito equivale a 15 horas de atividade programada.



Anexo 4. Curriculo Lattes

Curriculum Vitae

Dados Pessoais

Nome Gabriela Fullin Resende Teodoro

Nome em citacdes bibliograficas TEODORO, G. F. R.

Sexo feminino

Filiacdo Pedro Teodoro Rodrigués de Resende e Neire Aparecida Fullin
Nascimento 12/04/1984 - Uberaba/MG - Brasil

Carteira de Identidade 12583721 ssp - MG - 18/09/1999

CPF 06667169607

Endereco residencial  Rua Iquiririm
Vila Indiana - Sao Paulo
05586-001, SP - Brasil

Endereco profissional Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Farmacéuticas
Avenida Professor Lineu Prestes, n° 580. Bl: 14
Cidade Universitaria - Sao Paulo
05508-900, SP - Brasil
Telefone: 11 30913309
URL da home page: http://
Endereco eletrdnico
e-mail para contato : gabynut@usp.br
e-mail alternativo : gabyusp@gmail.com

Formacao Académica/Titulacéo

2007 Mestrado em Ciéncias dos Alimentos.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

67

Ciéncias

Titulo: Efeitos da suplementacdo com aminoacidos de cadeia ramificada

em proles de fémeas submetidas a desnutricdo protéica materna
Orientador: Julio Orlando Tirapegui Toledo

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnol6gico

2006 - 2007 Especializacdo em Nutricdo e Metabolismo na Prética Clinica.
Universidade Estadual de Londrina, UEL, Londrina, Brasil

Titulo: Obesidade na Infancia e Adolescéncia: uma revisao da literatura

Orientador: Silvia Justina Papini-Berto

2002 - 2005 Graduacéo em Nutricdo.
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Titulo: Andlise das alterag6es metabdlicas em pacientes HIV positivos - uma

revisao da literatura
Orientador: Clisia Mara Carreira
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Formagdo complementar

2009 - 2009

2008 - 2008

2006 - 2006

2006 - 2006

2005 - 2005

2004 - 2004

2004 - 2004

2003 - 2003

2003 - 2003

2003 - 2003

2003 - 2003

2003 - 2003

2002 - 2002

2002 - 2002

2002 - 2002

Curso de curta duracdo em Tecnologia Multiplex.
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Epidemiologia da obesidade no Brasil.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Nutricdo aplicada a prética esportiva.
Universidade Estadual de Londrina, UEL, Londrina, Brasil

Bioestatistica.
Universidade Estadual de Londrina, UEL, Londrina, Brasil

Curso de curta duracdo em Curso Internac. de NutricAo Parenteral e
Enteral.
Ganep Nutrigdo Humana, GANEP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em Nutricdo Aplicada ao Exercicio e ao Esporte.
Universidade Estadual de Londrina, UEL, Londrina, Brasil

Curso de curta duragcdo em Reaproveitamento de Alimentos.
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Curso de curta duragcdo em Gestacdo, amamentagdo e cuidados com o
neonato.
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Curso de curta duracdo em Carotendides: funcdes, fontes e alteracdes....
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Curso de curta duracdo em Beneficios da soja e organismos transgénicos.
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Curso de curta duracdo em Dietas e Sistemas de Equivaléncia para
Diabetes.
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Curso de curta duracdo em Seguranca Alimentar e Nutricional e o
Programa....
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Curso de curta duracdo em A importancia da Gordura na Alimentacao.
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Curso de curta duracdo em Interpretacdo de Exames Laboratoriais.
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil

Curso de curta duracdo em Sequienciaram o genoma humano... e agora?.
Centro Universitario Filadélfia, UNIFIL, Londrina, Brasil
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Atuacdao profissional

1. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo institucional

2009 - Atual Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estagio

docéncia , Carga horaria: 6, Regime: Parcial
Outras informagoes:

Programa de Aperfeicoamento de Ensino. Disciplina de Bromatologia Basica. Curso de Graduagao:
Nutricdo. Campus da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF)-USP.

2007 - Atual Vinculo: bolsista mestrando , Enquadramento funcional:
Discente de Pds Graduacdo, Regime: Dedicacédo Exclusiva

Atividades

2007 - Atual Projetos de pesquisa, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental

07/2007 - Atual Pesquisa e Desenvolvimento, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Departamento de Alimentos e Nutricdo
Experimental

2. Centro de Estudos Superiores de Londrina - CESULON

Vinculo institucional

2006 - 2006 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Nutricionista
Training , Carga horéaria: 24, Regime: Parcial
Outras informag0es: ]

Personal Training Nutricional na Clinica de Nutricdo- CEPS (Orgdo Suplementar do Centro
Universitéario Filadélfia).

2005 - 2005 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Monitoria ,
Carga horaria: 6, Regime: Parcial
Outras informag0es:

Monitora do Laboratério de Nutricdo e Dietética do Centro Universitario Filadélfia (UNIFIL).

2005 - 2006 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Nutricionista ,
Carga horaria: 24, Regime: Parcial
Outras informag0es:

Atendimento ambulatorial na Clinica de Educagao para Saude (Ceps) do Centro Universitario Filadélfia
(UNIFIL).

2004 - 2005 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Pesquisa e
Desenvolvimento , Carga horaria: 8, Regime: Parcial
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Atividades

02/2006 - 04/2006 Treinamento, Centro Universitario Filadélfia - UNIFIL

12/2005 - 07/2006 Servico Técnico Especializado, Centro Universitario Filadélfia -
UNIFIL

02/2005 - 06/2005 Treinamento, Centro Universitario Filadélfia - UNIFIL

2004 - 2004 Projetos de pesquisa, Centro Universitario Filadélfia

08/2004 - 12/2005 Projetos de pesquisa, Centro Universitario Filadélfia

3. Colégio Londrinense - LONDRINENSE

Vinculo institucional

2005 - 2005 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Palestrante,
Regime: Parcial
Outras informagdes:

Palestra ministrada intitulada "Alimentacdo Saudavel na Adolescéncia" para alunos no ensino
fundamental deste estabelecimento de ensino.

4. Gran Sapore BR Brasil S.A. - GRAN SAPORE

Vinculo institucional

2004 - 2005 Vinculo: Estagio extracurricular , Engquadramento funcional:
Nutricionista , Carga horéria: 8, Regime: Parcial

Atividades

08/2004 - 12/2005 Estagio, Gran Sapore BR Brasil S.A.

5. SESC Parana - SESC

Vinculo institucional
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2006 - 2006 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Posto de
orientacdo, Regime: Parcial
Outras informagdes:

Posto de orientacédo sobre Alimentagdo Saudavel no evento "Salide em Foco".

6. Universidade Estadual de Londrina - UEL

Vinculo institucional

2006 - 2006 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Pesquisador ,
Carga horaria: 8, Regime: Parcial
Outras informagoes:

Integrou 0o Grupo de Estudo e Pesquisa em Metabolismo, Nutricdo e Exercicio (GEPEMENE).
Participou durante este periodo como colaboradora de pesquisas que eram
realizadas pelo Grupo, e de discussdes sobre temas relevantes na area, nas
reunibes cientificas.

Linhas de pesquisa

1. Nutricdo experimental, desnutricio protéica materna, crescimento e
desenvolvimento fetal

Objetivos:Avaliar o efeito da suplementacdo de aminoacidos de cadeia
ramificada em proles de fémeas submetidas a desnutricdo protéica durante
a gestacéo.

Projetos

2007 - Atual Efeitos da suplementacdo com aminoacidos de cadeia ramificada em proles
de fémeas submetidas a desnutricdo protéica materna

Descricdo: Estudos em animais mostram que a desnutricdo protéica intra-uterina pode
acarretar reducdo no crescimento de determinados érgdos e tecidos e provocar modificacBes
permanentes em suas estruturas afetando o metabolismo. Esse fendmeno pode parcialmente
ser explicado pela hipotese da programacdo fetal, na qual é sugerido que ocorra uma
adaptacdo metabdlica e fisiolégica do feto a uma condigdo intra-uterina adversa, que pode
induzir o desenvolvimento de doengas cronicas nédo transmissiveis na vida adulta. Estudos com
suplementacdo de aminodacidos de cadeia ramificada (BCAA), sobretudo com leucina, tém
verificado a capacidade desses nutrientes promoverem a sintese protéica mesmo em
condigdes catabdlicas, por meio da ativagdo de uma via bioquimica intracelular intercedida pela
proteina quinase Alvo da Rapamicina em Mamiferos (mMTOR). Desse modo o objetivo do
projeto é avaliar o efeito da suplementacédo de BCAA em ratos cujas maes foram submetidas a
restricdo protéica no decorrer da gestacdo. Ap6s o hascimento os filhotes serdo eutanasiados
para analise dos parametros que serdo investigados: teciduais (concentracdo de proteina, de
RNA e DNA do figado e do musculo gastrocnémio), séricos (concentracdo de proteinas totais,
albumina e IGF-1), moleculares (expressdo total e em estado fosforilado da proteina
ribossomal S6 quinase 1 (S6K1), da proteina ligadora 1 do fator de iniciagdo eucaridtico 4E
(4E-BP1) e da mTOR, e composi¢ao quimica da carcaca (umidade, proteinas e lipideos).
Situagcdo: Em Andamento Natureza: Pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado académico (3); Doutorado (1);
Integrantes: Gabriela Fullin Resende Teodoro (Responsavel); ;
Financiador(es):
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2004 - 2005 Projeto de Pesquisa:Prevencdo e Tratamento das AlteracBes Musculo-
Esqueléticos e Metabdlicas de Pacientes Portadores de HIV/AIDS.

Descricdo: Projeto de Extensdo "Prevencdo e tratamento das alteracdes musculo-

esqueléticas e metabdlicas de pacientes portadores de HIV/AIDS" realizado no periodo de

agosto de 2004 a dezembro de 2005, com carga horaria de 35 horas nesta instituicéo.

Situacdo: Concluido Natureza: Extenséo

Alunos envolvidos: Especializacdo (0); Mestrado académico (0); Mestrado profissionalizante

(0); Doutorado (0);

Integrantes: Gabriela Fullin Resende Teodoro; Clisia Mara Carrera (Responsavel)

Financiador(es):

2004 - 2004 Projeto de Pesquisa: Intervencao Nutricional para tratamento de Anemia e
Colesterolemia entre criancas e adolescentes assistidos em dois CAIC'S
(Centro Integrado a Crianca e Adolescente) Londrina Pr.

Descricdo: Projeto de Pesquisa: Intervencdo Nutricional para tratamento de Anemia e
Colesterolemia entre criancas e adolescentes assistidos em dois CAIC'S (Centro Integrado a
Crianca e Adolescente) em Londrina Pr. realizado no ano de 2004, com carga horéaria de 90
horas
Situacéo: Concluido Natureza: Pesquisa
Alunos envolvidos: Graduacédo (15); Especializacdo (0); Mestrado académico (0); Mestrado
profissionalizante (0); Doutorado (1);

Integrantes: Gabriela Fullin Resende Teodoro; lvoneti Barros Nunes de Oliveira (Responséavel)
Financiador(es):

Areas de atuacéo

1. Desnutri¢cdo e Desenvolvimento Fisiologico

2. Bioquimica da Nutricdo

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Razoavelmente, Escreve Razoavelmente, Lé Bem
Espanhol Compreende Bem , Fala Razoavelmente, Escreve Razoavelmente, Lé Bem

Producdoem C, T& A

Producéo bibliografica
Artigos completos publicados em periddicos

1. TEODORO, G. F. R,, Vianna, D., TORRES-LEAL, F.L., TIRAPEGUI, J.
Programacéo fetal: alteracbes no ambiente intra-uterino e consequéncias em longo prazo..
Nutricdo em Pauta. , v.17, p.39 - 42, 2009.
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2. Vianna, D., TEODORO, G. F. R., TIRAPEGUI, J.
Leucina: Novo modulador no processo de sintese protéica?. Nutricho em Pauta. , v.16, p.12 -
15, 2008.

Artigos aceitos para publicacéo

1. TORRES-LEAL, F.L., Vianna, D., TEODORO, G. F. R., CAPITANI, M. D., TIRAPEGUI, J.
Aspectos do aminoacido de cadeia ramificada leucina no controle glicémico e na resisténcia a
insulina. Nutrire (S&o Paulo). , 2010.

2. Vianna, D., TEODORO, G. F. R., TORRES-LEAL, F.L., TIRAPEGUI, J.
Regulation of protein synthesis by leucine. RBCF. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas. , 2010.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. TEODORO, G. F. R., Donato Jr., J., Vianna, D., TORRES-LEAL, F.L., PIRES, |S.,
TIRAPEGUI, J.
Efeitos da suplementagdo com aminoécidos de cadeia ramificada sobre a composicéo corporal
em proles de fémeas submetidas a desnutricdo protéica materna In: XV Congreso
Latinoamericano de Nutricion - SLAN 2009, XVI Jornadas de la Sociedad Chilena de Nutricion,
2009, Santiago.

Revista Chilena de Nutricion. , 2009. v.36. p.528 - 528

2. TEODORO, G. F. R., TORRES-LEAL, F.L., FONSECA-ALANIZ, M., Vianna, D., PIRES, I.S.,
CAPITANI, M., Pantaledo, L.C., Donato Jr., J., Rogero, M.M., Lima, F.B., TIRAPEGUI, J.
Effect of leucine and exercise on fat and metabolism of glucose in previously obese rats In:
ACSM 56th Annual Meeting Final Program, 2009, Seatle.

Medicine & Science in Sports & Exercise. , 2009. v.41. p.S423 - S423

3. TEODORO, G. F. R., Donato Jr., J., Vianna, D., TORRES-LEAL, F.L., TIRAPEGUI, J.
Effects of BCAA supplementation on offsprings submitted to maternal protein restriction In: 19th
International Congress of Nutrition, 2009, Bangkok.

Annals of Nutrition and Metabolism., 2009. v.55. p.498 - 498

4. TORRES-LEAL, F.L., FONSECA-ALANIZ, M., Vianna, D., TEODORO, G. F. R., TIRAPEGUI,
J.
Insulin resisten rats make higher deposition of fat with leucine supplementation after exercise.
In: 19th International Congress of Nutrition, 2009, Bangkok.

Annals of Nutrition and Metabolism. , 2009. v.55. p.609 - 609

5. TORRES-LEAL, F.L., FONSECA-ALANIZ, M., Vianna, D., TEODORO, G. F. R., PIRES, I.S.,
CAPITANI, M., Pantaledo, L.C., Donato Jr., J., TIRAPEGUI, J.
Leucine associated with exercise reduces body weight and improves the lipid profile of obese
rats In: ACSM 56th Annual Meeting Final Program, 2009, Seatle.

Medicine & Science in Sports & Exercise., 2009. v.41. p.S423 - S423

6. Vianna, D., Donato Jr., J., TEODORO, G. F. R., TORRES-LEAL, F.L., TIRAPEGUI, J.
Leucine supplementation attenuates body-fat gain during aging in rats In: 19th International
Congress of Nutrition, 2009, Bangkok.

Annals of Nutrition and Metabolism. , 2009. v.55. p.498 - 499
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7. TEODORO, G. F. R,, Vianna, D., OUGUSIKO, D. C. S., CARRERA, C. M.
Andlise da Composicédo corporal de pacientes portadores do HIV/AIDS em uso de terapia Anti-
Retroviral In: XIX Congresso Brasileiro de Nutricdo, 2006, S&o Paulo.

Analise da Composicdo corporal de pacientes portadores do HIV/AIDS em uso de
terapia Anti-Retroviral.. , 2006.

8. TEODORO, G. F. R., CARVALHO,F.O., ALMEIDA-JUNIOR, A.A., YUGE,M.H.S., GOBBO,
L.A., CYRINO, E.S.
Analise do comportamento d gordura corporal relativa e da distribuicdo da gordura corporal em
mulheres sedentarias In: | Congresso Brasileiro de Metabolismo Nutricdo e Exercicio, 2006,
Londrina.

| Congresso Brasileiro de Metabolismo Nutricdo e Exercicio. , 2006.

9. TEODORO, G. F. R., Vianna, D.
Aspectos Tecnoldgicos do iogurte sabor morango obtido a partir do extrato hidrosol(vel de soja
In: XIX Congresso Brasileiro de Nutricdo, 2006, Sao Paulo.

Aspectos Tecnoldégicos do iogurte sabor morango obtido a partir do extrato
hidrosolavel de soja. , 2006.

10. CUCATO, G. G., ALMEIDA-JUNIOR, A.A., CARVALHO,F.O., YUGE,M.H.S., TEODORO, G.
F. R., RONQUE, E. R.V., CYRINO, E.S.
Comparacao da composi¢do corporal entre meninos e meninas adolscentes sedentarios. In: |
Congresso Brasileiro de Metabolismo Nutricdo e Exercicio, 2006, Londrina.

| Congresso Brasileiro de Metabolismo Nutri¢cdo e Exercicio. , 2006.

11. CUNHA, S.C.,, TEODORO, G. F. R., CARVALHO,F.O., ALMEIDA-JUNIOR, AA,
YUGE,M.H.S., GUILHERME, V.S., SERASSUELO-JUNIOR, H., CYRINO, E.S.
Comportamento de indicadores da composicao corporal e da distribuicdo da gordura em
homens e mulheres sedentarios de 18 a 30 anos In: | Congresso Brasileiro de Metabolismo,
Nutricdo e Exercicio, 2006, Londrina.

| Congresso Brasileiro de Metabolismo, Nutri¢cdo e Exercicio. , 2006.

Apresentacéo de Trabalho

1. TEODORO, G. F. R., Donato Jr., J., Vianna, D., TORRES-LEAL, F.L.,, PIRES, IS.,
TIRAPEGUI, J.

Efeitos da suplementacdo com aminoéacidos de cadeia ramificada sobre a composicéao
corporal em proles de fémeas submetidas a desnutricdo protéica materna, 2009.
(Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

2. TEODORO, G. F. R., TORRES-LEAL, F.L., FONSECA-ALANIZ, M., Vianna, D., PIRES, I.S.,
CAPITANI, M., Pantale&o, L.C., Donato Jr., J., Rogero, M.M., Lima, F.B., TIRAPEGUI, J.

Effect of leucine and exercise on fat and metabolism of glucose in previously obese rats,
2009. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

3. TEODORO, G. F. R., Donato Jr., J., Vianna, D., TORRES-LEAL, F.L., TIRAPEGUI, J.
Effects of BCAA supplementation on offsprings submitted to maternal protein restriction,
2009. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)
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4. TORRES-LEAL, F.L., FONSECA-ALANIZ, M., Vianna, D., TEODORO, G. F. R., TIRAPEGUI,
J.

Insulin resisten rats make higher deposition of fat with leucine supplementation after
exercise., 2009. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

5. TORRES-LEAL, F.L., FONSECA-ALANIZ, M., Vianna, D., TEODORO, G. F. R., PIRES, I|.S,,
CAPITANI, M., Pantaledo, L.C., Donato Jr., J., TIRAPEGUI, J.

Leucine associated with exercise reduces body weight and improves the lipid profile of
obese rats, 2009. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

6. Vianna, D., Donato Jr., J., TEODORO, G. F. R., TORRES-LEAL, F.L., TIRAPEGUI, J.
Leucine supplementation attenuates body-fat gain during aging in rats, 2009.
(Congresso,Apresentagéo de Trabalho)

7. TORRES-LEAL, F.L., FONSECA-ALANIZ, M., Vianna, D., TEODORO, G. F. R,, PIRES, I.S.,
CAPITANI, M., TIRAPEGUI, J.

O efeito da expansividade do tecido adiposo sobre a manutencdo da homeostase
metabdlica em ratos  submetidos a uma dieta hiperlipidica.,  2008.
(Seminério,Apresentacao de Trabalho)

8. TEODORO, G. F. R., OUGUSIKO, D. C. S., CARRERA, C. M., Vianna, D.
Anélise da Composicdo corporal de pacientes portadores do HIV/AIDS em uso de terapia
Anti-Retroviral, 2006. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

9. TEODORO, G. F. R., CARVALHO,F.O., ALMEIDA-JUNIOR, A.A., YUGE,M.H.S., GOBBO,
L.A., CYRINO, E.S.

Anélise do comportamento d gordura corporal relativa e da distribuicdo da gordura
corporal em mulheres sedentérias, 2006. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

10. TEODORO, G. F. R., Vianna, D.
Aspectos Tecnolégicos do iogurte sabor morango obtido a partir do extrato hidrosolavel
de soja, 2006. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

11. CUCATO, G. G., ALMEIDA-JUNIOR, A.A., CARVALHO,F.O., YUGE,M.H.S., TEODORO, G.
F. R., RONQUE, E. R.V., CYRINO, E.S.

Comparacdo da composicdo corporal entre meninos e meninas adolscentes
sedentérios., 2006. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)
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12. CUNHA, S.C.,, TEODORO, G. F. R., CARVALHO,F.O., ALMEIDA-JUNIOR, AA,
YUGE,M.H.S., GUILHERME, V.S., SERASSUELO-JUNIOR, H., CYRINO, E.S.
Comportamento de indicadores da composicéo corporal e da distribuicdo da gordura em
homens e mulheres sedentarios de 18 a 30 anos, 2006. (Congresso,Apresentacdo de
Trabalho)

Producédo Técnica
Demais producdes técnicas

1. TEODORO, G. F. R.
Alimentacdo Saudéavel na Adolescencia, 2005. (Outro, Curso de curta duracdo ministrado)

Eventos
Participacdo em eventos

1. Simpdsio Anual de Nutrigdo Clinica, Saude e Qualidade de Vida. "Nutricdo nos ciclos
da vida". Prevencdo e Tratamento dos Fatores de Risco para Doenca Cardiovascular.,
2009. (Simpésio)

2.V Simpoésio Acidos Graxos e Sadde, 2009. (Simpésio)

3. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XXIIl Seminério de Pés-Graduacgéo e XIl Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2008. (Seminario)

O efeito da expansividade do tecido adiposo sobre a manutencdo da homeostase metabdlica
em ratos submetidos a uma dieta hiperlipidica.

4. 1l Simposio Sinaliza¢do Celular, 2008. (Simpésio)

5. Simpésio Anual de Nutricdo Clinica, Saude e Qualidade de Vida. Mulher:Diferenciando
a Alimentacdo da Nutricdo., 2008. (Simpdsio)

6. Nutricdo esportiva, 2008. (Simp0osio)

7.1V Simpésio Acidos Graxos e Saude, 2008. (Seminario)

8. V congresso Paulista de Nutricéo Clinica, 2007. (Congresso)

9. IV Congresso Paulista de Nutricdo humana, 2007. (Congresso)

10. | Simpdsio de Pesquisa e Ensino em Nutrigenémica, 2007. (Simpésio)

11. Il Encontro Nacional sobre Saudabilidade Alimentar, 2007. (Encontro)
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12. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XIX Congresso Brasileiro de Nutricdo, 2006.
(Congresso)

Andlise da Composicédo corporal de pacientes portadores do HIV/AIDS em uso de terapia Anti-
Retroviral.

13. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) | Congresso Brasileiro de Metabolismo, Nutricdo
e Exercicio, 2006. (Congresso)
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ANEXO 5. Artigos aprovados em Revistas Cientificas (aceitos e no prelo)

Programacao fetal: alteracdes no ambiente intra-uterino e consequéncias

em longo prazo

Gabriela Fullin Resende Teodoro, Daiana Vianna, Francisco Leonardo

Torres-Leal, Julio Tirapegui

Resumo

A epidemia global da obesidade e patologias associadas tem representado um
impacto substancial sobre a morbidade, mortalidade e qualidade de vida da
populacdo. Nesse sentido, a compreensao dos processos biolégicos envolvidos
nesta enfermidade e suas complicacdes, torna-se necessaria para 0
desenvolvimento de estratégias de prevencdo e intervencdo. Embora a
genética e alguns fatores do estilo de vida sejam conhecidos por contribuir para
o desenvolvimento desta doenca, recentes estudos sugerem que o ambiente
nutricional intra-uterino pode ter consequéncias importantes no sistema
regulatério do metabolismo energético na vida adulta. Além disso, pesquisas
tém sugerido que as principais doencas cronicas, incluindo doencas
coronarianas, hipertensdo, diabetes tipo 2 e obesidade, podem ser
consequéncia de uma “programacao”, na qual um estimulo ou insulto sofrido
em periodos criticos do desenvolvimento fetal, afetaria permanentemente o
metabolismo organico. Assim, a presente revisdo visa abordar dados acerca da

programacao fetal e a origem fetal das doencas.
Palavras-chave: programacao fetal, nutricdo materna, peso ao nascer.

Revista Nutricdo em Pauta, v. 17, p. 39-42, 2009.
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Leucina: Novo Modulador no Processo de Sintese Protéica?

Daiana Vianna, Gabriela Fullin Resende Teodoro, Julio Tirapegui

Resumo

Os aminoacidos essenciais leucina, isoleucina e valina constituem os
denominados aminoacidos de cadeia ramificada (ACR). Além de servirem
como substratos para a sintese protéica, estes sdo capazes de estimular
processos anabdlicos. Nesse sentido, a leucina vem recebendo maior destaque
por ativar uma cascata de eventos bioquimicos intracelulares que culminam na
fosforilacdo de proteinas envolvidas na etapa de traducdo protéica.
Adicionalmente, a administracdo oral deste aminoacido acarreta um ligeiro e
transitério aumento na concentracdo de insulina sérica, fato este que age de
modo permissivo para estimulacdo da sintese protéica induzida pela leucina.
Sendo assim, a presente revisdo tem como objetivo abordar aspectos

metabolicos relacionados a leucina e sua influéncia sobre a sintese protéica.

Palavras-chave: aminoacidos de cadeia ramificada, leucina, sintese protéica,

insulina

Revista Nutricdo em Pauta, v. 16, p.12-15, 2008.
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Regulacéo da sintese protéica pela leucina

Daiana Viannal; Gabriela Fullin Resende Teodorol; Francisco Leonardo
Torres-Leal2, Julio Tirapeguil, 2*

1Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, 2Departamento de Alimentos e
Nutricdo Experimental, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de

Sao Paulo.

RESUMO

Estudos in vivo e in vitro verificaram que dietas hiperprotéicas influenciam a sintese
protéica e regulam varios processos celulares. O papel dos aminoacidos como
substrato para a sintese de proteinas ja esta bem evidenciado na literatura, porém as
formas como esses aminoacidos modulam a etapa da transcricéo e regulam a traducgéo
do RNAm, pela via de sinalizacdo dependente da mTOR, ainda nédo estao totalmente
esclarecidas. Tem sido verificado que a mTOR é uma proteina responsavel por ativar
uma cascata de eventos bioguimicos intracelulares que culminam na ativacdo do
processo de tradugdo protéica. Dentre todos os amino&cidos, a leucina é a mais eficaz
em estimular a sintese protéica, reduzir a protedlise e, portanto, favorecer o balanco
nitrogenado positivo, possivelmente por favorecer a ativagdo desta proteina. Além
disso, este aminoacido estimula direta e indiretamente a sintese e a secrecdo de
insulina, e assim aumenta as propriedades anabdlicas celulares. Nesse sentido, a
presente revisdo tem como objetivo identificar o papel da leucina na modulacdo da

sintese proteica e abordar aspectos metabdlicos relacionados a este aminoacido.

Unitermos: Leucina. Proteinas/sintese. Fatores de Transcricdo. mTOR.

Traducao Protéica.
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REVISTA NUTRIRE - Protocolo: CN462

Titulo: Aspectos atuais do efeito da leucina sobre o controle glicémico e a

resisténcia ainsulina

Francisco Leonardo Torres-Leal, Daiana Vianna, Gabriela Fullin Resende

Teodoro, Mariana Dutilh de Capitani, Julio Tirapegui

Resumo

A incidéncia da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2 estd aumentando em
proporcdes epidémicas. Atualmente, diversos estudos tém sugerido que sinais
oriundos de aminoacidos e horménios apresentam convergéncia, podendo
favorecer mudancas no metabolismo da glicose e na sensibilidade a insulina e,
portanto, exercem efeitos sobre a manutencdo do peso corporal. Embora
estudos in vitro e in vivo apresentem importantes efeitos da leucina na
homeostase energética, por possiveis efeitos na saciedade e no aumento do
gasto energético, bem como nos genes e na expressao de proteinas em varios
tecidos principalmente nos adiposos, outros efeitos tém sido destacados por
prejudicar a homeostase da glicose, promovendo a resisténcia a insulina e o
aumento da gliconeogénese. Além disso, a sinaliza¢do da leucina é integrada
pela proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR), um sensor
energeético, que fosforila a proteina S6k, sendo esta capaz de agir por feedback
negativo, fosforilando na serina 307 o substrato do receptor de insulina-1 e,
consequentemente, favorecendo a resisténcia a insulina. Desse modo, o

entendimento integrado dos sinais transducionais, hormonais e por nutrientes
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(leucina), podem favorecer o esclarecimento sobre novas abordagens para o
tratamento de varias doencas metabdlicas, tais como a obesidade e o diabetes.
Posto isso, 0 objetivo deste estudo foi revisar o papel da leucina no controle

glicémico e na resisténcia a insulina.

Palavras-chave: Adipécitos; Leucina; Glicemia; Resisténcia a Insulina



