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RESUMO

O excesso de nutrientes em periodos criticos do desenvolvimento age como um estimulo
gerando respostas adaptativas que podem modificar o organismo de forma permanente de
modo a propiciar o aparecimento de doencas cronicas na idade adulta (Impressdo e
Programagdo metabdlica). Sabendo-se que ratos criados em ninhadas reduzidas tém sido
utilizados como modelo experimental para o estudo dos efeitos prospectivos da
hiperalimentagdo na lactacdo, este trabalho teve com objetivo geral estudar a influéncia da
hiperalimentagdo sobre o processo de estimulo-secre¢ao de insulina in vitro em ratos Wistar
adultos criados em ninhadas reduzidas. Para induzir a hiperalimentacdo as ninhadas foram
reduzidas (NR) a 4 filhotes machos por lactante no 3% dia de vida pos-natal. As ninhadas
controles (NC) foram ajustadas em 10 filhotes por lactante. Observamos que os filhotes das
ninhadas apresentaram um maior consumo de leite aos 10 dias (x= 2,66g/24h + 0,05; p=
0,004) e 21 dias (x= 7,10g/24h + 0,05; p= 0,001) em comparagdo aos filhotes controles (x=
2,01g/24h + 0,10 e x= 5,22g/24h + 0,28). Verificamos que as NR apresentaram um aumento
de 52% do peso corporal aos 21 dias de idade em comparacdo as NC. Na idade adulta
identificamos que as NR exibiram um aumento de 25% no peso corporal, aumento da area da
curva representativa do consumo alimentar (x= 144,20 + 3,07 e x= 113,10 + 3,26; p= 0,007),
maior Indice de Lee (x=315,10g/mm + 5,85 e x= 282,50 g/mm + 4,60; p= 0,002), elevagao
do conteudo de gordura retroperitoneal (x= 5,90g + 0,34 e x= 2,40g + 0,18; p= 0,0002) e
aumento da insulinemia de jejum (x= 58,54puUIl/ml + 6,70 e x= 31,00 uUIl/ml + 3,97; p=
0,01). Além disso, verificamos que as NR apresentaram uma maior area da curva
representativa da secre¢do de insulina in vitro durante 20 minutos de estimulagdo com solug¢do
de glicose a 16,7 mM (x= 2723 + 148,50 e x= 2080 + 102,80; p= 0,01) e maior conteudo de
GLUT2 (x= 45562,00U.A.+ 9312,00 e x= 19957,00U.A. + 2895,00; p= 0,02) e de AKT (x=
51163,00U.A. + 3837,00 e x=26922,00U.A. + 2796,00; p= 0,002) em ilhotas pancredticas em
comparacao as NC. Através destes resultados concluimos que a hiperalimentacao na lactagao
pode programar permanentes alteracdes nas células B pancredticas na fase tardia do
desenvolvimento.
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ABSTRACT

Overnutrition during critical developmental periods is suggested to be a risk factor to the
metabolic disorders later in life (Metabolic Imprinting and Programming). Rats raised in
small litters have been shown to be an appropriated experimental model to study the
consequences of overnutrition during a critical perinatal period. To induce early postnatal
overnutrition, the litter size was reduced to 4 pups per litter at the 34 day after birth (SL). In
the control group (NL), the litter size was adjusted to 10 pups per litter. We found that the SL
ingested more milk at 10 days (x= 2,66 g/24h + 0,05; p= 0,01) and 21 days of age (x= 7,10
g/24h +0,05; p=0,01) compared with NL (x= 2,01 g/24h + 0,10 e x= 5,22 g/24h + 0,28). We
observed that SL had an increase in body weight of 52% at 21 days and 25% at 1 year
compared with NL. In adulthood, the SL had increased in the area under the curve
correspondent to the food intake (x= 144,20 + 3,07 e x= 113,10 + 3,26; p= 0,01), high body
fat (x=5,90g + 0,34 e x= 2,40g + 0,18; p= 0,01) and an elevated fasting plasma insulin (x=
58,54 pUl/ml + 6,70 e x= 31,00 uUIl/ml + 3,97; p= 0,01). In addition, the SL exhibited
increased in the area under the curve correspondent to insulin secretion in vitro during a 20
minute stimulation with 16.7 mM glucose solution (x= 2723 + 148,5 e x= 2080 + 102,80; p=
0,04), accompanied by elevated content of GLUT2 (x= 45562,00A.U. + 9312,00 e x=
19957,00A.U, + 2895,00; p=0,02) and AKT (x=51163,00A.U. + 3837,00 e x=26922,00A.U.
+2796,00; p= 0,01) in pancreatic islets compared with NL. These findings indicate that early
postnatal overnutrition during a critical developmental period of life may program permanent
alterations in the pancreatic f cell later in life.
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1 INTRODUCAO

1.1 Programacio Metabolica e doencas da sociedade atual

A Organizacdo Mundial da Saude reconheceu a obesidade como uma epidemia global.
Foi constatado que, em termos mundiais, pelo menos 1 bilhao de adultos apresenta sobrepeso
e 300 milhdes sdo obesos. Considerada inicialmente uma doenga restrita a paises
economicamente desenvolvidos, a obesidade que por defini¢cdo significa excesso de gordura
corporal, emergiu como uma das maiores preocupacgdes na area de saude em quase todos os
paises do mundo.

As taxas de prevaléncia da obesidade cresceram consideravelmente na Europa, em
paises da Asia (Popkin, 2001; 2002), no Norte e Sul da Africa, e também na América Latina
(Puoane, Steyn et al., 2002). Nos Estados Unidos da América, a prevaléncia de obesidade
aumentou nos ultimos 25 anos e atualmente 65% desta populacdo sdo classificados como
obesos ou populagdo de sobrepeso (Flegal, Carroll et al., 2002). No Brasil, estudos baseados
na comparacdo entre inquéritos de base populacional mostraram que em 15 anos (1975 a
1989) a prevaléncia de sobrepeso aumentou 53% entre adultos com mais de 18 anos de idade
(Sichieri, Coitinho et al., 1994). Além disso, a pesquisa de Or¢amentos Familiares constatou
que a populagdo brasileira feminina e masculina adulta apresentou respectivamente 40% e
41,1% de excesso de peso e 13,1% e 8,9% de obesidade (Ibge, 2002-2003).

Acompanhando o aumento da obesidade, houve também aumento da prevaléncia de
diabetes mellitus — doenga caracterizada por hiperglicemia cronica e captagdo prejudicada da
glicose. Estima-se que 80 milhdes de pessoas na faixa etdria de 45 a 64 anos em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento sejam diabéticas (Wild, Roglic et al., 2004). No Brasil,
um estudo conduzido em 1988 em nove capitais de estados brasileiros, demonstrou que a
prevaléncia de diabetes mellitus e da tolerancia prejudicada a glicose na populagdo urbana (30
a 69 anos de idade) ¢ de 7,6% e 7,8%, respectivamente (Sartorelli, 2003).

A Sindrome metabolica, caracterizada por um agrupamento de alteragdes metabolicas,
tais como hipertensdo arterial, hipertrigliceridemia, diminui¢do das lipoproteinas de alta
densidade e aumento da circunferéncia a cintura (Mota, 2006; Ramos, 2006), possui uma

ligacdo clara com a obesidade. Esta relacdo ¢ evidenciada pelas taxas de prevaléncia da



Sindrome metabolica de 4,6 % em individuos eutroficos, 22,4% em individuos com sobrepeso
¢ 59,6% em individuos obesos dos Estados Unidos da América (Park, Zhu et al., 2003).

No Brasil a caréncia de dados sobre a ocorréncia da Sindrome metabdlica motivou a
investigagdo epidemiologica desta doenga no distrito rural de Cavunge (Bahia), onde
identificou-se uma prevaléncia de 30% para a Sindrome metabolica, através de uma amostra
aleatoria constituida por 240 individuos. Apos estratificacdo da amostra por sexo e idade,
identificou-se uma prevaléncia de 56,9% entre mulheres com idade maior ou igual a 45 anos
(Oliveira, 2006).

A obesidade e doencas associadas sdo comumente atribuidas ao estilo de vida
sedentario e ao excessivo consumo de quilocalorias. Entretanto, como sera discutido a seguir,
o estilo de vida sedentario e o excessivo consumo de calorias ndo iniciam e sim aceleram o
estabelecimento da obesidade e de outras patologias.

Um classico estudo relacionando a nutricdo inadequada com conseqiiéncias a longo
prazo demonstrou um aumento da incidéncia de obesidade em homens de 19 anos de idade,
cujas maes sofreram restri¢do alimentar no inicio da gravidez durante a “fome holandesa”, no
periodo de 1944 a 1945 (Ravelli, Stein et al., 1976). Além da obesidade, a desnutri¢ao
materna também foi relacionada ao aumento do risco para diabetes melittus tipo 2,
hipertensao e doengas cardiovasculares (Godfrey e Barker, 2000).

Na década de 90 pesquisadores utilizaram os termos Impressdo e Programacao
Metabolica para descrever fendomenos biologicos relacionados ao consumo de nutrientes. A
privagdo e o excesso de nutrientes atuariam como mecanismos de Impressdo Metabolica, ou
seja, marcariam O organismo, se ocorressem com a intensidade adequada e em periodos
criticos do desenvolvimento. Muitos periodos criticos ou especificos do desenvolvimento sdo
conhecidos e alguns deles sdo: a fertilizagdo, ovulagdo, gestacdo, lactacdo e puberdade. A
ocorréncia do fendmeno de Impressdo Metabdlica durante a gestacdo ou lactagdo levaria ao
aparecimento de alteragdes cardiovasculares, metabdlicas e neuroenddcrinas no inicio da vida
e a permanéncia destas na vida adulta, que por sua vez caracterizariam o processo de
Programag¢do Metabolica. Todavia as respostas adaptativas envolvidas nos fendmenos
Impressdo e Programacao Metabolica estariam relacionadas ao aparecimento de patologias na
fase tardia do desenvolvimento (Waterland e Garza, 1999).

A ligacdo do desenvolvimento da adiposidade na idade adulta com a privagdo
nutricional no inicio da vida também pode ser encontrada aqui no Rio de Janeiro. Um estudo
feito com aproximadamente 1963 individuos adultos identificou que as maiores prevaléncias

de sobrepeso e obesidade foram associadas a homens e mulheres de baixa estatura, ¢ o
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aparecimento destas alteragdes nao foi atribuido as condi¢des sOcio-econdmicas ou ao
consumo de alimentos na idade adulta. Sabendo-se que a estatura ¢ um importante indicador
do estado nutricional a longo prazo e que pode ser afetada pela desnutricdo, principalmente
durante os primeiros 2 anos de vida (Siervogel, Roche et al., 1991), este estudo evidenciou
que o aparecimento do sobrepeso e da obesidade possivelmente esta associado ao fendmeno
de Programagdo Metabolica gerado pela privagdo de alimentos (Sichieri, Siqueira et al.,
2000). A baixa estatura também pode estar associada com a reducdo do gasto energético,
maior suscetibilidade aos efeitos de dietas hiperlipidicas, menor oxidacdo de gorduras e
inadequada regulagdo da ingestdo alimentar na idade adulta (Sawaya e Roberts, 2003).

E fundamental uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes a nutri¢do e &
Programagdo Metabdlica para que se determine estratégias para prevenc¢do de doengas,
promogdo da saude, qualidade de vida e longevidade. Dentre todos os aspectos envolvidos
neste fenomeno, este trabalho se propOs a investigar a influéncia da hiperalimentagdo na
lactag¢@o sobre o processo de estimulo-secregdo de insulina in vitro em presenga de glicose em

ratos Wistar machos adultos criados em ninhada reduzida.

1.2 Processo de estimulo-secrecio e a¢ao insulinica

Pesquisas tém sido dedicadas ao entendimento dos mecanismos moleculares deste
hormonio polipeptidico anabodlico e suas relacdes com disturbios, tais como sobrepeso,
obesidade, diabetes mellitus ¢ outras doengas relacionadas.

A insulina ¢ uma molécula formada por duas cadeias polipeptidicas (A e B) ligadas por
duas pontes dissulfeto e ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso das células
pancreaticas, a partir da pré-pré-insulina que, ao direcionar-se ao complexo de Golgi ¢
convertida em pro-insulina. A partir da atuagdo de enzimas ocorre a clivagem da pré-insulina
em insulina e peptideo C. A insulina ¢ armazenada em granulos, enquanto o peptideo C sofre
degradagdo hepatica. A secrecdo de insulina ¢ influenciada por substratos energéticos
metabolizaveis pelas células B pancreaticas, sendo a glicose o secretagogo mais importante na
idade adulta (Wicksteed, Alarcon et al., 2003).

A entrada de glicose nas células B pancreaticas ocorre através do processo de difusdo
facilitada, com a participacdo de uma proteina integral de membrana, denominada GLUT2 —
Transportador de glicose tipo 2 (Heimberg, De Vos et al., 1995). Esta proteina, apresenta 524
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aminoacidos e aproximadamente 55-kDa, possui um Vmax e um Km elevados
(aproximadamente 17 mmol/ L) permitindo que o transporte de glicose aumente rapidamente
quando a glicemia se eleva. Apos entrar nas células B, a glicose ¢ fosforilada a glicose-6-
fosfato (G-6-P) por duas enzimas: a hexoquinase IV (glicoquinase) que possui um Vmax
baixo e Km elevado (entre 8 a 16 mmol/ L) e a hexoquinase I que possui um baixo Km (< 0,1
mmol/ L). Entretanto, a enzima hexoquinase I ¢ fortemente inibida pela G-6-P e, em menor
grau, pela frutose-1-6-bifosfato, o que transfere para a glicoquinase o papel preponderante na
fosforilacdo da glicose nas células B. Sugere-se que o GLUT2 e a glicoquinase se associam
fisiologicamente formando um complexo que atua no controle da entrada e do metabolismo
da glicose nas células B pancreaticas (Tal, Liang et al., 1992).

O destino preferencial da G-6-P nas células B ¢ a glicolise (Boschero, 1996). O
piruvato formado no citoplasma ¢é transportado a mitocondria, onde ¢ convertido a acetil-CoA
pela piruvato desidrogenase. Subsequentemente, a acetil-CoA entra no ciclo de Krebs levando
a um aumento de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e flavina adenina
dinucleotideo (FADH?2).

O metabolismo da glicose gera ATP e a fracdo ATP/ADP aumenta no citoplasma
(Deeney, Prentki et al., 2000). Essa relagio ATP/ADP aumentada provoca o fechamento dos
canais de potassio ATP dependentes e a conseqiiente despolarizacdo da membrana celular
levando a abertura de canais de célcio dependentes de voltagem. O aumento do influxo de
calcio para as células P resulta em despolarizagdo da membrana plasmatica e a exocitose da
insulina (Ashcroft, 2000), vide figura 1.

Uma vez secretada, a insulina inicia sua ac¢ao ao se ligar ao seu receptor especifico que
estd presente na membrana plasmatica das proprias células B pancredticas e em diversas
outras células do organismo em concentracdes que variam de 40 receptores nos eritrocitos
circulantes até mais de 200.000 nas células adiposas e hepaticas (Haber, 2001).

O receptor de insulina ¢ uma glicoproteina heterotetramérica constituida por duas
subunidades o e duas subunidades B unidas por ligacdes dissulfeto. A subunidade o ¢
inteiramente extracelular e contém o sitio de ligagdo da insulina. A subunidade f ¢ uma
proteina transmembrana responsavel pela transmissao do sinal e possui atividade tirosina
quinase. O ATP age como doador de fosfatos e a fosforilagdo ocorre em residuos de tirosina.
A ligacdo da insulina a subunidade o permite que a subunidade B adquira atividade quinase,
levando a alteragdo conformacional e a autofosforilagdo do receptor nas subunidades § em
multiplos residuos de tirosina (1158, 1162, 1163). Uma vez ativado, o receptor de insulina
fosforila varios substratos protéicos, tais como as proteinas IRS — substrato do receptor de
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insulina (Ebina, Ellis et al., 1985; White, Shoelson et al., 1988; Patti ¢ Kahn, 1998; Pessin e
Saltiel, 2000). A fosforilagdo destes substratos provoca a ativacdo de uma diversidade de
outras proteinas, tais como a AKT (também chamada de PKB — proteina quinase B), que
atuam de modo coordenado controlando a glicemia, a sintese € o armazenamento de
carboidratos, lipidios e proteinas, o processo de replicacdo das células B pancreaticas e o
consumo de alimentos.

Uma vez fosforiladas, as proteinas IRS1 e IRS2 se ligam a subunidade regulatoria
(p85) da molécula PI3-K (fosfoinositidio 3-quinase), que promove a ativacdo da subunidade
p110. A subunidade p110 catalisa a fosforilagao de fosfoinositideos de inositol, produzindo
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, que regula a proteina quinase dependente de fosfoinositideo
(PDK-1), uma serina/ treonina quinase que fosforila e ativa a enzima AKT. Quando ativada, a
AKT participa do processo de translocacdo de transportadores de glicose tipo 4 (GLUT4) do
citossol para a membrana plasmatica no tecido adiposo, muscular esquelético e cardiaco para
promover aumento da captacdo de glicose do sangue e controle da glicemia. Além disso,
através da AKT, a insulina controla a sintese do glicogénio no figado e no musculo
esquelético, inativando a glicogénio-sintase kinase 3 (GSK3) e ativando a glicogénio
sintetase (Zecchin, 2004).

A insulina estimula a sintese de lipidios e inibe sua degradacdo. Em adipocitos, a
glicose ¢ primariamente armazenada como lipidio devido a ativagdo de enzimas incluindo a
acetil-CoA carboxilase (ACC), que converte a acetil-CoA em malonil-CoA, e a acido graxo
sintase (FAS), que converte a malonil-CoA em palmitato. O bloqueio da lipdlise em
adipocitos ¢ possivel devido a inibicdo da enzima lipase hormoénio sensivel (LPL). A LPL ¢
ativada pela PKA (proteina quinase A) que por sua vez ¢ inibida pela insulina (Saltiel e Kahn,
2001). A insulina também regula a sintese de lipidios através dos fatores de transcri¢dao
SREBP (Sterol regulatory element-binding proteins). No figado, o SREBP-1c¢ aumenta
preferencialmente a transcri¢do de genes envolvidos na sintese das enzimas ACC e FAS. Em
periodos de excesso de carboidratos, a insulina estimula a sintese de acidos graxos no figado.
Na situacdo de excesso de adiposidade a insulina interfere na quantidade de acidos graxos
livres (AGL) plasmaticos liberados do tecido adiposo promovendo a gliconeogénese no
figado.

A insulina ainda atua no crescimento muscular esquelético através da enzima
mammalian target of rapamicyn (mTOR). A partir da liga¢ao da insulina ao seu receptor ha
ativacao da PI3K que por sua vez ativa o complexo mTOR rictor que fosforila a AKT em

residuos de serina 473. Estando ativada, a AKT inibe fatores de transcricio chamados de
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FOXO e ativa o complexo mTOR raptor. A inibicdo destes fatores de transcri¢ao leva a
inibicao das ubiquitinas ligases Atroginl e MuRF1, o que conduz ao bloqueio do processo de
degradagdo protéica. Por outro lado, com a ativagdo do complexo mTOR raptor ocorre a
fosforilagio da proteina p70-ribossomal S6 quinase (p70™), que promove o crescimento
através da inducdo de processos miogénicos de diferenciacao celular e do aumento do volume
citoplasmatico dos mioblastos (Saltiel e Kahn, 2001; Glass, 2005; Pende, 2006).

As vias de sinalizacdo da insulina envolvidas na translocagdo de transportadores de
glicose, sintese de carboidratos e sintese de lipidios podem ser visualizadas na figura 2. Nesta
ilustracdo também estd presente a proteina tirosina-fosfatase 1B (PTP1B) que ¢ responsavel
pela desfosforilagao do receptor de insulina e de seus substratos.

Equilibrando sua a¢do anabolica em tecidos periféricos, a insulina atua no hipotdlamo
inibindo a fome e o consumo de alimentos.

No nucleo arqueado do hipotalamo existe um grupo de neurdnios de primeira ordem
que possuem receptores para insulina € enviam suas projecOes para dareas cerebrais
relacionadas ao consumo de alimentos e ao gasto energético. Estes neurdnios sdo o
neuropeptidio Y (NPY), o peptideo agouti-relacionado (AgRP) e a pro-opiomelanocortina
(POMC). A POMC possui efeitos opostos aos do NPY e da AgRP. Enquanto a POMC exerce
acdo anorexigénica ao inibir o consumo de alimentos, o NPY e a AgRP atuam como
neurdnios orexigénicos estimulando o consumo de alimentos e o armazenamento de energia.
A insulina inibe 0 NPY e o AgRP e estimula a POMC (Figura 3), ou seja, ocorre a inibicao do
consumo de alimentos e do armazenamento de energia (Niswender, Baskin et al., 2004).

Havendo resisténcia periférica a insulina (incapacidade das células de tecidos
periféricos em responder a acdo da insulina), podem ocorrer alteracdes imediatas no
metabolismo, tais como: diminuicdo da captacdo de glicose, principalmente nos tecidos
muscular esquelético e adiposo, diminuicdo da sintese de proteinas, acidos graxos e
glicogénio, aumento da producdo hepatica de glicose (via aumento da gliconeogénese e
glicogenolise) e hiperglicemia. Em conseqiiéncia, pode haver um aumento da secre¢do de
insulina como um mecanismo compensatorio para normalizagdo da glicemia. Entretanto, este
aumento na secre¢do de insulina geralmente ndo se mantém e a hiperglicemia volta a existir
levando, a longo prazo, a diminuicdo da capacidade de secrecdo de insulina em resposta a
glicose, agravando a resisténcia a insulina (Kaneto, Nakatani et al., 2004) e gerando o
aparecimento de DM2 e outras doengas relacionadas (Gungor, Bacha et al., 2005).

A caracterizagdo do perfil de secrecdo de insulina e sua relagdo com proteinas

envolvidas no processo de estimulo-secrecao deste hormonio, tais como o GLUT2 e AKT sdo
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de fundamental importancia para o entendimento da patogénese das doencas relacionadas com

as alteragdes do metabolismo da glicose.

Figura.1: Processo de estimulo-secre¢ao de insulina pela célula  pancreatica
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Figura 2: Vias de sinalizac¢io da insulina relacionadas ao metabolismo energético
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Figura 3: Acio da insulina nos neurodnios hipotalimicos relacionados ao consumo de

alimentos

<—— Neuronio de segunda ordem

Neuronios de primeira ordem

Adaptado de Niswender, Baskin et al, 2004

1.3 Modelo de hiperalimenta¢io por reduciao de ninhada

Durante a gestacao, as ilhotas pancreaticas de ratos Wistar tém um répido crescimento
devido aos processos de replicagdo e maturagdo de células precursoras encontradas nos ductos
pancreaticos (Hill e Hogg, 1991; Kaung, 1994). Ap6s o nascimento, a taxa de crescimento das
ilhotas pancreédticas declina em torno de 3 a 4 dias, mas continua a acontecer um
remodelamento das mesmas durante 2 a 3 semanas de vida (Finegood, Scaglia et al., 1995;
Scaglia, Smith et al., 1995). Neste periodo, os processos de necogénese ¢ de apoptose
preparam as ilhotas pancreaticas para o metabolismo pds-natal, de modo que as ilhotas
responsivas a aminoacidos sdo substituidas por ilhotas que apresentam secrecdo aguda de
insulina em presenga de glicose (Hill e Duvillie, 2000). Tais eventos fisioldgicos confirmam
que a nutricdo adequada na gestagdo ou logo apds o nascimento ¢ fundamental, pois estes
periodos sdo especialmente vulneraveis aos efeitos da Impressao metabdlica.

As conseqiiéncias da privagdo ou do consumo excessivo de nutrientes na gestacdo ou
na lactag@o sdo evidentes. Foi demonstrado que a desnutri¢do materna de roedores durante a

gestagdo causa mudangas na estrutura e funcdo de varios 6rgaos da prole. A baixa ingestdo de
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proteinas por ratas prenhes produz alteracdes nas ilhotas pancreéticas da prole, tais como
redu¢do na vascularizagdo, comprometimento da capacidade proliferativa e alteracdo da
sensibilidade a insulina nos musculos esqueléticos (Berney, Desai et al., 1997; Latorraca, Reis
et al., 1998). Além disso, ocorre redug¢ao da vascularizagdo do cortex cerebral e prejuizo do
desenvolvimento hipotalamico (Bennis-Taleb, Remacle et al., 1999). Por outro lado, a
hipernutricdo na lactagdo através do modelo de redu¢ao de ninhada produz hiperfagia,
sobrepeso, aumento de gordura corporal e hiperinsulinemia no periodo de lactacdo. Na idade
adulta, o sobrepeso persiste e continua a ser acompanhado por varias alteracdes comuns a
Sindrome Metabdlica, tais como: resisténcia periférica a insulina, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e aumento da pressao sistolica (Plagemann, Heidrich et
al., 1992; Plagemann, Harder et al., 1999).

Ratos criados em ninhadas reduzidas tém sido considerados como modelo de estudo
apropriado para investigacdes das conseqiiéncias do consumo excessivo de nutrientes a curto
e a longo-prazo. Dentre os modelos de hiperalimentagdo existentes, o0 modelo por reducdo de
ninhada também se destaca pela vantagem econdmica, pois para sua implementacdo ndo ¢
necessario realizar investimento financeiro em aparelhos para aleitamento artificial como
ocorre no modelo “pup in a cup”, que consiste em administrar leite artificial rico em
carboidratos através de canula via intragastrica em filhotes de ratos Wistar no 4° dia de vida
até o final do periodo de lactagdo (Srinivasan, Laychock et al., 2003). Além disso, o modelo
de ninhada reduzida permite a observacao do comportamento alimentar individual ou coletivo

em diferentes fases da vida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a influéncia da hiperalimentacdo na lactacdo sobre o processo de estimulo-

secre¢ao de insulina in vitro em presenga de glicose em ratos Wistar adultos.

2.2 Objetivos especificos propostos para os animais criados em ninhada reduzida e seus

respectivos controles

v Estimar a produgdo e identificar os macronutrientes encontrados no leite de ratas
Wistar aos 10 e 21 dias do periodo de lactacdo.

v' Analisar o crescimento naso-anal ¢ o ganho de peso corporal de ratos Wistar a partir
do nascimento até a idade de 1 ano.

v' Avaliar o consumo alimentar de ratos Wistar na idade de 1 ano.

v Conferir a relagdo do peso corporal com a distincia naso-anal de ratos Wistar aos 365
dias de vida através do Indice de Lee.

v Quantificar a gordura retroperitoneal e o conteido de proteinas da carcaga de ratos
Wistar aos 365 dias de vida.

v" Medir a glicemia e a insulinemia de jejum bem como os lipidios do plasma de Ratos
Wistar aos 365 dias de vida.

v' Auvaliar a presenga de resisténcia a insulina através da relagdo insulinemia/ glicemia ¢
do teste de tolerancia a glicose em ratos Wistar adultos.

v Verificar a secre¢do de insulina in vitro em presenga de solugdo de glicose nas
concentragoes 2,8 mM e 16, 7 mM em ratos Wistar adultos.

v" Investigar o contetido de GLUT2 e de AKT das ilhotas pancreaticas perfundidas com

solugdo de glicose a 2,8 mM pela técnica de Western Blotting em ratos Wistar adultos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo de hiperalimentacio por reducio de ninhada

Fémeas Wistar com 3 meses de idade criadas no biotério do Laboratorio de Fisiologia
da Nutricdo e do Desenvolvimento pertencente ao Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), foram mantidas a
temperatura média de 23°C e ciclo de luminosidade de 12 horas (claro e escuro). Com a
determinag¢do do ciclo estral e acasalamento, as fémeas foram separadas dos machos e
colocadas em gaiolas individuais, onde receberam ragdo comercial ¢ agua ad libitum durante
todo o periodo de gestacao.

Ao nascimento dos filhotes, foram formadas ninhadas de 10 filhotes por lactante. No
3% dia de vida, as ninhadas foram reduzidas a 4 filhotes machos por lactante para inducio da
hiperalimentagdo e permaneceram assim até o final da lactacdo. Outras ninhadas foram
preservadas com 10 filhotes por lactante desde o nascimento até os 21 dias de vida (final da
lactag@o) para servirem de controle das ninhadas reduzidas (Plagemann, Harder et al., 1999).

Aos 21 dias de idade os filhotes foram separados das lactantes e alocados em gaiolas
coletivas para ninhada reduzida e para ninhada controle, tendo sido agrupados no maximo 5
animais por gaiola. Aos 10 e 21 dias de lactagao foi estimada a produgdo e a composicao dos
macronutrientes do leite de ratas Wistar. Apdés o desmame os animais receberam racao
comercial e agua ad libitum até o momento da realizagdo dos experimentos.

O crescimento naso-anal e o ganho de peso corporal foram acompanhados desde o
nascimento até os animais completarem 1 ano de vida. Nesta data também foram analisados o
consumo alimentar, a gordura retroperitoneal, as proteinas da carcaga, os lipidios do plasma, a
glicemia, a insulinemia, a secre¢do de insulina in vitro em presenga de glicose e a expressio
de GLUT2 e de AKT nas ilhotas pancreaticas.

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios basicos para pesquisa
envolvendo o uso de animais aprovados pela Comissio de Etica em pesquisa desta

universidade.
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3.2 Estimativa do consumo de leite materno

O volume de leite materno consumido em 24 horas pelos filhotes das ninhadas
reduzidas e das ninhadas controle aos 10 ¢ 21 dias de lactagdo foi estimado através da formula

descrita abaixo (Russell, 1980).

L =Pa2 - Pal . (1-K)

L: Volume de leite produzido (g)

Pa2: Peso dos filhotes amamentados no final das 24 horas

Pal: Peso dos filhotes amamentados no inicio das 24 horas

K: Perda relativa de peso (média) dos filhotes jejuados, onde K = (Pj1 — Pj2)/ Pj1
Pj1: Peso dos filhotes em jejum no inicio das 24 horas

Pj2: Peso dos filhotes em jejum no final das 24 horas

3.3 Coleta de leite de ratas Wistar

As amostras de leite materno foram obtidas das lactantes das ninhadas reduzidas e das
ninhadas controle no 10° e 212 dia de lactagdo. As lactantes foram separadas de seus filhotes
por 2 horas. Em seguida foi injetado 1 ml de ocitocina via subcutanea para induzir a eje¢ao de
leite (Pine, Jessop et al., 1994). Trinta minutos apos, as lactantes foram anestesiadas com
tiopental e entdo foi feita a ordenha manual das glandulas mamarias. Foram coletados
aproximadamente 500 ul de leite por lactante que posteriormente foram congelados a -20° C

até a analise.

3.4 Macronutrientes do leite de ratas Wistar

A lactose do leite de ratas Wistar foi determinada através do método colorimétrico
utilizando o acido picrico (Erb, Sitarz et al., 1977). Em 50 ul de leite de ratas Wistar foram
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adicionados 200 ul de dgua destilada. Apos agitagdo em vortex, foram adicionados 4,75 ml de
acido picrico saturado. Em seguida foi feita centrifugagao a 3000 rpm por 30 minutos. Um ml
de cada sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio e apods adi¢do de 500 pl de
carbonato de sodio a 25% e agitagdo em vortex os tubos foram aquecidos a 100° C por 20
minutos. Posteriormente os tubos foram resfriados e acrescidos de 8,5 ml de dgua destilada.
Foi construida uma curva padrao a partir de uma solu¢ao mae de lactose (60 mg/ml). A leitura
em duplicata da absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 520 nm e os resultados
foram expressos em mg/dl.

Para determinar a proteina total do leite de ratas Wistar (Peterson, 1977), as amostras
de leite (10 pl) foram diluidas com agua destilada até o volume total de 1 ml. Em 100 pl de
leite diluido (contendo 100 pg de proteina) foram adicionados 100 ul de deoxicolato de sodio
0,15% e 100 ul de acido tricloroacético 72%. Esta solugdo foi agitada em vortex e apos
repouso de 10 minutos foi centrifugada a 3000 rpm por 40 minutos. O sobrenadante foi
desprezado invertendo-se os tubos de ensaio sobre papel absorvente. O precipitado obtido foi
diluido em uma ml de agua destilada e a seguir foi adicionado Iml do reativo A que foi
composto por uma parte de CTC {carbonato de sdédio a 10%, tartarato de sodio e potassio a
0,2% e sulfato de cobre a 0,1%}, uma parte de dodecil sulfato de s6dio a 10%, uma parte de
hidroxido de s6dio a 3,2% e uma parte de agua destilada. Apos agitacdo em vortex e repouso
de 10 minutos, foi adicionado 0,5 ml do reativo B {1 parte de folin-ciocalteus phenol diluida
em 5 partes de agua destilada}. Apos nova agitacdo em vortex e repouso de 30 minutos foi
realizada a leitura em duplicata da absorbancia em espectrofotometro a 750 nm. Duas
aliquotas de solucao de albumina soro bovina equilvalentes a 10 pg e 100 pg foram utilizadas
como padrdo. Os resultados foram expressos em mg/dl.

Os triglicerideos do leite de ratas Wistar foram determinados através do método
colorimétrico utilizando-se “kit” comercial Triglicérides-PP (Analisa®, Brasil) de
determinagdo de triglicerideos totais no soro. A leitura da absorbancia em duplicata foi

realizada em espectrofotometro a 540 nm e os resultados foram expressos em mg/dl.
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3.5 Consumo alimentar na fase adulta

Foi verificado o consumo alimentar individual de ratos machos das ninhadas reduzidas
e das ninhadas controle na idade de 1 ano, através de pesagem em balanga de precisao modelo

BD-600 (Instrutherm®, Brasil).

3.6 Crescimento naso-anal

Ratos machos das ninhadas reduzidas e das ninhadas controle tiveram seu
comprimento naso-anal verificados através da utilizagdo de fita métrica (C&C®, Brasil) no
12 4% 10% e 212 dia de vida. Ao completar 1 més de idade estes animais passaram a ter seu

comprimento verificado mensalmente até aos 12 meses.

3.7 Ganho de peso corporal

Ratos machos das ninhadas reduzidas e das ninhadas controle foram submetidos a
pesagem em balanga de precisdo no 12 4% 10% ¢ 212 dia de vida. Ao completar 1 més de idade

estes animais passaram a ser pesados mensalmente até aos 12 meses.

3.8 indice de Lee

O Indice de Lee (IL) foi calculado através da formula descrita a seguir (Bernardis,

1968).

N
Peso corporal (g)
IL = x 10t

Distancia naso-anal (mm)
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3.9 Peso da gordura retroperitoneal

Ratos machos das ninhadas reduzidas e das ninhadas controle com 1 ano de idade,

tiveram a gordura da regido retroperitoneal retirada e pesada em balanca de precisao.

3.10 Proteinas da carcaca

Para quantificar as proteinas da carcaca de ratos machos das ninhadas reduzidas e das
ninhadas controle (Leshner, Litwin et al., 1972), apds sacrificio, todas as visceras foram
retiradas e em seguida as caracas foram pesadas em balanca de precisdo e autoclavadas por 1
hora. Posteriormente foram separadas aliquotas contendo 1 g do homogeneizado que foram
aquecidas em banho a 37° C por 1 hora em hidréxido de potassio a 0,6 N. Apds 15 minutos de
agitagdo em shaker horizontal o material foi centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos. Em
seguida foi coletado 200ul do sobrenadante que foi diluido em 10 ml de agua destilada. Em
200ul de amostra diluida foi adicionado 1ml do reagente C (50 ml da solu¢do A: 1 ml da
solugdo B). A solugdo A foi composta por 10 g de carbonato de so6dio 2 g de hidroxido de
sodio e 1 g de tartarato de sodio e potassio diluidos em 500 ml de 4gua destilada e a solucao B
foi formada por 0,125 g de sulfato de cobre diluido em 25 ml de 4gua destilada. Apos agitagao
em vortex e repouso de 15 minutos, foi acrescentado 100 pl de reagente folin-ciocalteus
phenol. Apds outra agitagdo em vortex e repouso de 30 minutos foi realizada a leitura em
duplicata da absorbancia em espectrofotometro a 750 nm para determinagdo das proteinas
(Lowry, Rosebrough et al., 1951). Foi construida uma curva padrdo a partir de uma solugéo
mae de albumina soro bovina (2mg/ml). Os resultados foram expressos em gramas de

proteina por 100 gramas de carcaga.
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3.11 Trigliceridios do plasma

Os triglicerideos totais do plasma de ratos machos das ninhadas reduzidas e das
ninhadas controles foram determinados através do método colorimétrico utilizando-se “kit”
comercial Triglicérides-PP (Analisa®, Brasil).

Em 10 pl de plasma de ratos Wistar foi adicionado 1 ml do reagente de cor contendo
lipase > 100 U/ ml, glicerol quinase > 1,5 U/ ml, glicerol-3P-oxidase > 4 U/ ml e peroxidase
> 0,8 U/ L. Apds aquecimento em banho a 37°C durante 5 minutos foi realizada a leitura em
duplicata da absorbancia das amostras e do padrdo (glicerol equivalente a 200 mg/dl de
trioleina) em espectrofotometro a 500 nm. Os resultados foram expressos em mg/dl e

calculados através das formulas descritas abaixo.

FC =Cp/ Ap Ca=Fc. Aa

Cp: Concentracdo do Padrio
Ap: Absorbancia do Padrao
Ca: Concentragao da amostra
Aa: Absorbancia da amostra

Fc: Fator de correcao

3.12 Colesterol total do plasma

O colesterol total do plasma de ratos machos das ninhadas reduzidas e das ninhadas
controles foi determinado através do método colorimétrico utilizando-se “kit” comercial
Colesterol-PP (Analisa®, Brasil).

Em 10 pl de plasma de ratos Wistar foi adicionado 1 ml do reagente de cor contendo
colesterol estearase > 200 U/ L, colesterol oxidase > 100 U/ L e Peroxidase > 800 U/ L. Apds
agitacdo em vortex e aquecimento em banho a 37°C durante 5 minutos foi realizada a leitura
em duplicata da absorbancia das amostras e do padrdo (colesterol 200 mg/dl) em
espectrofotometro a 500 nm. Os resultados foram expressos em mg/dl e calculados através

das férmulas descritas a seguir.
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FC =Cp/ Ap Ca=Fc. Aa

Cp: Concentracdo do Padrio
Ap: Absorbancia do Padrao
Ca: Concentragao da amostra
Aa: Absorbancia da amostra

Fc: Fator de correcao

3.13 Colesterol HDL do plasma

O colesterol HDL do plasma de ratos machos das ninhadas reduzidas e das ninhadas
controle foi determinado através do método colorimétrico utilizando-se “kit” comercial
Colesterol HDL-PP (Analisa®, Brasil).

Em 200 pl de plasma de ratos Wistar foram adicionados 500 pl de precipitante
contendo acido fosfotungstato e cloreto de magnésio para precipitagdo das VLDL e LDL.
Apos agitagdo em vortex e repouso de 10 minutos foi realizada centrifugacao a 4000 rpm. Em
100 pl de sobrenadante foram adicionados 1 ml de reagente de cor do “kit” colesterol-PP
(Analisa®, Brasil) e apds outra agitagio em vortex ¢ aquecimento em banho a 37°C durante
10 minutos foi realizada a leitura em duplicata da absorbancia das amostras ¢ do padrdo
(colesterol 52,5 mg/dl) em espectrofotometro a 500 nm. Os resultados foram expressos em

mg/dl e calculados através das formulas descritas abaixo.

FC=Cp/ Ap Ca=Fc. Aa

Cp: Concentracdo do Padrao
Ap: Absorbancia do Padrao
Ca: Concentragdao da amostra
Aa: Absorbancia da amostra

Fe: Fator de correcao
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3.14 Colesterol VLDL e LDL do plasma

A concentragdo do colesterol VLDL e LDL do plasma de ratos machos das ninhadas

reduzidas e das ninhadas controle foi calculada através das equagdes descritas a seguir.

Colesterol VLDL = Triglicerideos totais/ 5

Colesterol LDL = Colesterol total - (HDL + VLDL)

3.15 Glicemia

A glicose plasmatica de ratos machos das ninhadas reduzidas e das ninhadas controle
foi determinada através do método colorimétrico utilizando-se “kit” comercial Glicose-PP
(Analisa®, Brasil).

Em 10 pl de plasma de ratos Wistar foi adicionado 1 ml do reagente de cor contendo
glicoseoxidase 10000 U/ L e peroxidase > 1000 U/ L. Apos agitacdo em vortex e aquecimento
em banho a 37° C durante 5 minutos foi realizada a leitura em duplicata da absorbancia das
amostras ¢ do padrao (glicose 100 mg/dl) em espectrofotdmetro a 500 nm. Os resultados

foram expressos em mg/dl e calculados através das formulas descritas abaixo.

FC =Cp/ Ap Ca=Fc. Aa

Cp: Concentragdo do Padrao
Ap: Absorbancia do Padrao
Ca: Concentragdo da amostra
Aa: Absorbancia da amostra

Fe: Fator de correcao
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3.16 Insulinemia

A insulina do plasma de ratos machos das ninhadas reduzidas e das ninhadas controle

foi determinada através do método de radioimunoensaio descrito no item 3.21.

3.17 Razio entre insulinemia e glicemia

Para verificar a presenca de resisténcia periférica a insulina foi calculada a razdo entre

a insulina plasmatica e a glicose plasmatica (Plagemann, Harder et al., 1999).

3.18 Teste de tolerancia a glicose

Um outro indicador de resisténcia a insulina ¢ o teste de tolerancia a glicose. Sendo
assim, ap6s jejum de 12 horas, foram administrados (i.p.) 1 g de glicose/Kg de peso corporal
dos animais das ninhadas reduzidas e das ninhadas controle (Burcelin, Crivelli et al., 2002).
Amostras de sangue foram coletadas antes da infusdo de glicose e 30, 60 ¢ 90 minutos apos a
infusdo. A glicemia foi avaliada através de glucometro ACCU CHECK-Active (Roche®,

Alemanha) utilizando-se fitas-teste especificas.

3.19 Isolamento das ilhotas pancreaticas

Os ratos machos das ninhadas reduzidas e das ninhadas controle foram anestesiados
com tiopental sodico sendo administrados (i.p.) 50 mg/Kg de peso. Em seguida os animais
foram laparotomizados para localizagdo do ducto biliar e introdu¢do de um cateter de polivinil
(Cole-Parmer®, EUA) para inflar o pancreas com 20 ml de solu¢do de Hanks para melhor
visualizacdo e remocao. A solucdo de Hanks foi composta por 136 mM de cloreto de sédio; 5

mM de cloreto de potassio; 0,8 mM de sulfato de magnésio; 0,4 mM de fosfato de potéssio;
22



0,2 mM de fosfato de s6dio;1 mM de cloreto de calcio e 4 mM de bicarbonato de sodio. Apos
a remogao, o tecido pancreatico foi mantido em solu¢do de Hanks acrescida de 2,8 mM de
glicose e em presenga de mistura carbogénica contendo 95% de O, e 5% de CO; (Alphagaz®,
Brasil) para manutencao do pH em 7,4. O tecido pancredtico foi picotado com auxilio de uma
tesoura e em seguida foi lavado com solug¢ao de Hanks para a retirada dos residuos de gordura
através da eliminacdo do sobrenadante. Os fragmentos de tecido pancreatico foram
transferidos para um tubo de ensaio graduado, onde para cada 1 ml de pancreas fragmentado
foram colocadas 4 mg de colagenase (Lacy e Kostianovsky, 1967) diluida em 500 ul de
solucdo de Hanks. Apoés a aplicagdo da colagenase os fragmentos de pancreas foram
imediatamente submetidos a mistura carbogénica e banho a 37° C durante 6 minutos. Apds
aera¢do, o tubo de ensaio foi fechado para ser agitado lentamente durante 3 minutos e
vigorosamente durante 1 minuto, ainda em banho a 37° C. Em seguida, o homogeneizado
contendo as ilhotas pancredticas isoladas foi lavado com solu¢do de albumina soro bovina 2%
e centrifugado a 500 rpm por 30 segundos. O sobrenadante foi desprezado e apos outra
lavagem com solucdo de Hanks, o homogeneizado foi observado através de uma lupa (Baush
& Lomb®, EUA), possibilitando a coleta e a contagem das ilhotas pancreaticas com o auxilio

de uma pipeta Pauster.

3.20 Perfusao das ilhotas pancreaticas

Apo6s coletadas, as ilhotas pancreaticas (120 ilhotas/pancreas) foram acondicionadas
em camara de perfusdo swinnex-13 (Millepore®, EUA) com fluxo mantido em 1 ml/minuto
por bomba peristaltica (Amersham®, EUA). Foi utilizada solugdo de Krebs acrescida de
glicose a 2,8 mM (Vetec®, Brasil) para realizar a perfusdo das ilhotas por 15 minutos. A
solugdo de Krebs foi composta por 120 mM de cloreto de s6dio; 5 mM de cloreto de potéssio;
25 mM de bicarbonato de sodio; 2,56 mM de cloreto de calcio e 1,13 mM de cloreto de
magnésio. Apos o periodo de 15 minutos, as ilhotas passaram a ser perfundidas com solugao
de Krebs com glicose a 16,7 mM para estimulacdo das mesmas durante 20 minutos. As
solugdes de Krebs a 2,8 mM e a 16,7 mM.de glicose foram mantidas em banho a 37°C e em
constante mistura carbogénica contendo 95% de O, e 5% de CO; até o final do experimento.
Os perfusatos foram coletados no tempo zero (momento em que houve a troca da solugao

basal pela solucao estimulatoria) e também nos tempos correspondentes a 12 e 20 minutos de
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estimulagdo com glicose. Os perfusatos coletados foram congelados a -70° C para analise da

insulina.

3.21 Secrec¢io de insulina in vitro

A insulina liberada na perfusdo in vitro das ilhotas pancreaticas de ratos machos das
ninhadas reduzidas e das ninhadas controle foi determinada através do método de
radioimunoensaio utilizando-se “kit” comercial (MP Biomedicals®, Europa).

Em 100 pl de amostra (plasma e perfusatos) pipetada em tubo de ensaio recoberto com
anticorpo anti-insulina foram acrescidos de 900 ul de insulina '*’I reconstituida com tampéo
fosfato. Apos agitagdo em vortex e repouso de 16 horas os tubos de ensaio foram vertidos. Em
seguida, foram adicionados aos tubos de ensaio 4 ml de agua destilada e posteriormente os
mesmos foram novamente vertidos. Para a curva padrao, foi utilizado o mesmo procedimento
e as seguintes concentragdes: 0 pUI/ ml; 5,5 pUl/ ml; 15 pUL/ ml; 35 pUL/ ml; 70 pUL/ ml;
175 pUI/ ml e 310 pUI/ ml). A leitura do imunocomplexo formado foi realizada em contador

gama C-12 (DPC Medlab®, EUA). Os resultados foram expressos em pUI/ ml.

3.22 Conteado de GLUT2 e de AKT

Outras ilhotas pancreaticas (120 ilhotas/ pancreas) foram coletadas e centrifugadas a
3000 rpm por 2 minutos. Os pellets de ilhotas foram homogeneizados com solugdo de lise
composta por 50 mM de Hepes, 1 mM de cloreto de magnésio, 10 mM de EDTA e 1% de
TritonX-100 acrescida de inibidores de proteases. Os inibidores de proteases utilizados foram
aprotinina diluida (10 mg/1 ml de H,O destilada), leupeptina diluida (10 mg/1ml de H,O
destilada) e fluoreto de fenilmetilsulfonil — PMSF diluido (17,4 mg/1 ml de etanol). Apds 30
minutos de repouso em solucdo de lise, as amostras foram novamente centrifugadas a 3000
rpm por 2 minutos. Os sobrenadantes foram coletados e congelados a -70° C. Posteriormente
foi realizada a dosagem da concentragcdo das proteinas totais (Bradford, 1976) e foi feita a
analise do conteudo de GLUT2 e de AKT através da técnica de Western Blotting (Thorens,
Sarkar et al., 1988).
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Amostras contendo 80 pg de proteinas foram submetidas aos SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida 10%. Posteriormente, foi realizada a transferéncia para uma membrana de
PVDF (Amersham®, Inglaterra) por 1 hora utilizando o sistema Semi-dry (Bio-RAD®,
EUA). A membrana foi bloqueada com leite desnatado molico a 5% por 1 hora, seguida de
incubagdo overnight com anticorpo primario especifico diluido (1:1000). Os anticorpos
primarios utilizados foram: anti-GLUT2 de coelho e anti-AKT de coelho. As membranas
foram incubadas com anticorpo secundério especifico diluido (1:1000) conjugado com biotina
durante 1 hora. Em seguida, as membranas foram incubadas com estreptavidina diluida
(1:1000) conjugada com peroxidase por 1 hora. As proteinas imunoreativas foram
visualizadas através da marcacao com 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloreto — DAB. As
bandas foram quantificadas por densitometria utilizando o programa Image Jesus Software
(NIH, USA).

3.23 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada no programa estatistico Graf Pad Prism 4 e os
resultados foram apresentados como média aritmética e erro padrdo. Utilizou-se o teste de
Mann Whitney para verificar o nivel de significancia entre os grupos (p < 0,05). E adotou-se o
teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn para verificar o nivel de significancia intragrupo

(p <0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Consumo e macronutrientes do leite de ratas Wistar

Observamos que a oferta de leite materno aumenta de forma diferenciada na lactacdo
(Figura: 4). Os filhotes das ninhadas reduzidas tiveram um consumo de leite maior aos 10 dias
(x= 2,66 g/24h + 0,05 e p= 0,004) ¢ aos 21 dias (x= 7,1 g/24h + 0,05 e p=0,001) de lactagao,
comparados aos filhotes das ninhadas controles respectivamente x= 2,01 g/24h + 0,1 e x=
5,22 g/24h + 0,28. Além disso, destacamos que ao longo da lactagdo houve uma maior
producdo de trigliceridios no leite das lactantes das ninhadas reduzidas aos 10 dias (x= 4,60
mg/ml + 0,29 e p= 0,02) e aos 21 dias (x= 6,06 mg/ml + 0,35 e p= 0,01) em comparacao ao
leite das lactantes das ninhadas controles respectivamente x= 2,86 mg/ml + 0,36 ¢ x= 4,58

mg/ml + 0,01, vide figura 5.

10 O Ninhada controle 10 dias
B Ninhada reduzida 10 dias
O Ninhada controle 21 dias
8 8 « Ninhada reduzida 21 dias
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Figura 4: Estimativa do consumo de leite de ratas Wistar. Os valores foram
expressos em média + erro padrdo. (*) Diferenca significativa entre o consumo
de leite pelos filhotes das ninhadas reduzidas (n= 6 ninhadas) e das ninhadas
controles (n= 6 ninhadas) no mesmo periodo de lactagdo (p<0,05).
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Figura 5: Quantidade de macronutrientes do leite de ratas Wistar. Os valores
foram expressos em média + erro padriio. (*) Diferenca significativa entre os
macronutrientes do leite produzido pelas lactantes das ninhadas controles (n= 6) ¢
reduzidas (n= 6) no mesmo periodo de lacta¢do (p<0,05).
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4.2 Crescimento naso-anal

Através da curva de crescimento naso-anal construida desde o nascimento até 1 ano de
vida (Figura: 6) observamos que os ratos Wistar de ambos os grupos atingiram um platd de
crescimento aproximadamente aos 90 dias de idade. E apds andlise por regressao linear foi
verificado que até aos 90 dias o crescimento naso-anal ndo ocorreu de forma diferenciada
entre os ratos das ninhadas reduzidas (coeficiente angular = 0,198 + 0,01) e os ratos das

ninhadas controle (coeficiente angular = 0,193 + 0,01), vide figura: 7.
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Figura 6: Curva de crescimento naso-anal. Os valores foram
expressos em média + erro padrao.
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Figura 7: Regressdo linear referente ao crescimento naso-anal.
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4.3 Ganho de peso corporal

Através da curva de ganho de peso corporal observamos que os ratos Wistar de ambos
os grupos apresentaram ganho de peso corporal na fase de crescimento e também na fase
adulta (Figuras: 8 e 9). Apds analise por regressao linear identificamos que o ganho de peso
corporal ocorreu de forma diferenciada nos animais da ninhada reduzida (coeficiente angular
= 1,505 + 0,03 ¢ 0,738 + 0,03) em comparacdo aos animais da ninhada controle (varia¢dao do

coeficiente angular = 1,306 + 0,01 ¢ 0,637 + 0,02) respectivamente na fase de crescimento e

na fase adulta, vide figuras 10 e 11.
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Figura 8: Curva de ganho de peso corporal Figura 9: Curva de ganho de peso corporal
na fase de crescimento. na fase adulta.
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Figura 10: Regressdo linear referente ao Figura 11: Regressdo linear referente ao

ganho de peso corporal na fase de ganho de peso corporal na fase de adulta.
crescimento.
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4.4 Consumo alimentar na fase adulta

A partir dos dados do consumo de rac¢ao (Figura: 12) foram construidas as areas das
curvas referentes aos animais das ninhadas reduzidas e das ninhadas controle para obter um
consumo alimentar representativo de todo o periodo estudado. Verificamos entdo que a area
da curva representativa do consumo alimentar dos ratos Wistar machos adultos das ninhadas
reduzidas (x= 144,2 + 3,07 e p= 0,007) foi significativamente maior em comparagdo com a

das ninhadas controle (x=113,1 + 3,26), vide figura 13.
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Figura 12: Consumo alimentar de ratos Wistar adultos. Os valores
referentes ao consumo de ragdo de ratos Wistar das ninhadas controle (n= 5
ninhadas) e das ninhadas reduzidas (n= 5 ninhadas) foram expressos em média
+ erro padréo.
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Figura 13: Areas das curvas representativas do consumo alimentar.
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4.5 Indice de Lee, gordura retroperitoneal e proteinas da carcaga

Os ratos Wistar das ninhadas reduzidas apresentaram um maior Indice de Lee (x=
315,1 + 5,85 e p=0,002) em comparagao ao das ninhadas controle (x=282,5 + 4,6), e também
demonstraram uma maior quantidade de gordura da regido retroperitoneal (x= 5,9 g + 0,34 e
p= 0,0002) em relacdo aos animais das ninhadas controle (x= 2,4 g + 0,18) com 1 ano de
idade, vide figuras: 14 e 15. Entretanto, ndo observamos diferenca significativa no contetido

de proteinas da carcaga entre os grupos nesta mesma idade (Figura: 16).
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Figura 14: Indice de Lee. Os valores foram expressos em média +
erro padrdo. (*) Diferenca significativa entre as ninhadas controles
(N= 8 ninhadas) e reduzidas (N= 8 ninhadas), sendo p<0,05.
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Figura 15: Gordura retroperitoneal. Os valores  Figura 16: Proteinas da carcaca. Os valores referentes as
foram expressos em média + erro padrdo. (*) Diferenca  proteinas da carcaga das ninhadas controles (N= 5 ninhadas)
significativa entre as ninhadas controles (N= 8 e reduzidas (N= 5 ninhadas) foram expressos em média +
ninhadas) e reduzidas (N= 8 ninhadas), sendo p<0,05. erro padrio.

4.6 Glicemia, insulinemia e lipidograma
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Os ratos Wistar das ninhadas reduzidas apresentaram elevacdo da insulinemia de
jejum (x= 58,54 pUl/ml + 6,7; p=0,01) em relacdo aos animais das ninhadas controle (x= 31
uUl/ml + 3,97) com idade de 1 ano, vide figura 18. Contudo, ndo encontramos diferenca
significativa na glicemia de jejum, nem tdo pouco nos lipidios plasmaticos entre os grupos

nesta mesma idade (Figuras: 17 e 19).
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Figura 17: Glicemia. Os valores referentes Figura 18: Insulinemia. Os valores referentes a
a glicemia de ratos Wistar das ninhadas insulinemia de ratos Wistar das ninhadas controle
controle (n= 10 ninhadas) e reduzidas (n= 10 (n= 10 ninhadas) e reduzidas (n= 10 ninhadas)
ninhadas) foram expressos em média + erro foram expressos em média + erro padrdo. (*)
padrao. Diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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Figura 19: Lipidograma. Os valores referentes aos lipidios do plasma de ratos

Wistar das ninhadas controles (n= 8 ninhadas) e reduzidas (n= 8 ninhadas) foram
expressos em média + erro padrio.
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4.7 Insulinemia/glicemia e teste de toleréncia a glicose

Os ratos Wistar das ninhadas reduzidas com a idade de 1 ano apresentaram aumento da
razdo entre a insulinemia e a glicemia de jejum em comparagdo aos controles,
respectivamente x= 5,90 + 0,58 e x= 3,60 + 0,37; p= 0,01 (Figura: 20). Entretanto, apos a
realizacdo do teste de tolerancia a glicose identificamos um pico de elevagdo da glicemia aos
30 minutos apo6s a administracdo (i.p.) de glicose e normalizagdo da glicemia aos 60 ¢ 90
minutos nos animais das ninhadas reduzidas em comparacdo aos animais das ninhadas

controle (Figura: 21).
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Figura 20: Insulinemia/glicemia. Os valores referentes a razio entre a
insulina e a glicose plasmaticas dos ratos Wistar das ninhadas controle
(N= 10 ninhadas) e reduzidas (N= 10 ninhadas) foram expressos em
média + erro padriio. (*) Diferenca significativa entre os grupos

Insulinemia/ Glicemia
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Figura 21: Teste de tolerancia a glicose. Os valores referentes a
glicemia dos ratos Wistar das ninhadas controles (n= 5 ninhadas) ¢ das
ninhadas reduzidas (n= 5 ninhadas) foram expressos em média + erro
padrdo. (*) Diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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4.8 Secrecdo de insulina in vitro

Através da area da curva representativa da secre¢do de insulina in vitro verificamos que
os ratos Wistar das ninhadas reduzidas exibiram maior resposta hormonal em presenca de
solucdo de glicose a 16,7 mM no periodo de 20 minutos em comparagdo a resposta dos
animais das ninhadas controle com a idade de 1 ano, respectivamente x= 2730 + 148,50 e x=

2080 + 102,80; p= 0,01 (Figura: 23).
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Figura 22: Secregdo de insulina in vitro. Os valores referentes a insulina
secretada pelos ratos Wistar das ninhadas controle (n= 5 ninhadas) e reduzidas
(n= 5 ninhadas) foram expressos em média + erro padrdo. (#) Diferenca
significativa intra-grupo (p<0,05).
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Figura 23: Area da curva representativa da Secrecdo de Insulina in vitro.
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4.9 Conteldo de GLUT2 e de AKT

Identificamos alteracdes moleculares significativas nas ilhotas pancreaticas dos ratos
Wistar das ninhadas reduzidas em presenga de solucdo de glicose a 2,8 mM . Os mesmos
apresentaram um maior conteido de GLUT2 (x=45562 U.A. + 9312; p=0,02) e de AKT (X=
51163 U.A. £+ 3837; p= 0,002) em comparagdo aos animais das ninhadas controle (x= 19957
U.A. +£2895 ¢ 26922 U.A. + 2796) na idade de 1 ano (Figuras: 24 e 25).
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Figura 24: Expressdo de GLUT2. Os valores referentes ao contetido de GLUT2 das ilhotas
pancreaticas das ninhadas controles (n= 4 ninhadas) e reduzidas (n= 4 ninhadas) foram
expressos em média + erro padrio. (*) Diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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Figura 25: Expressdo de AKT. Os valores referentes ao conteudo de AKT das ilhotas
pancreaticas das ninhadas controles (n= 6 ninhadas) e reduzidas (n= 6 ninhadas) foram
expressos em média + erro padrdo. (*) Diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Os nossos resultados confirmam os relatos encontrados na literatura que demonstram a
associacdo entre as alteragcdes nutricionais no inicio da vida e efeitos prospectivos na vida
adulta através dos fenomenos de Impressdo e Programacdo Metabdlica (Waterland e Garza,
1999). Corroboram também com os estudos que assinalam a importancia da nutri¢do durante
a lactagdao na determinagao especifica do processo de Programagdao Metabolica (Plagemann,
Heidrich et al., 1992; Plagemann, Harder et al., 1999; Moura, Franco de Sa, et al, 2002).
Podemos desta forma afirmar que, assim como a gestacdo, a lactacdo também pode ser
considerada um periodo critico para o estabelecimento de efeitos deletérios a saide em longo
prazo.

A assertiva acima se justifica pelo amplo conhecimento da importancia da lactagdo.
Sabemos que a lactagdo ¢ um processo fisiologico orientado principalmente para o
estabelecimento de vias regulatérias que proporcionardo autonomia fisioldgica ao organismo.
Desta forma, o leite materno através de seus nutrientes, além de garantir o crescimento dos
orgaos, induz a modificacdo de vias metabolicas celulares. Tais vias podem desenvolver-se
normalmente ou adaptar-se a uma condi¢do andmala como a falta ou o excesso de nutrientes.
Entretanto, estas adaptagdes ndo sdo vantajosas e podem favorecer ao aparecimento de
doengas na idade adulta (Lucas, 1998; Waterland e Garza, 1999).

Os nossos resultados demonstraram claramente um aumento da producao de leite
materno pelas lactantes das ninhadas reduzidas aos 10 e 21 dias do periodo de lactagdo em
comparacdo as lactantes das ninhadas controle. Este aumento na disponibilidade de nutrientes
provavelmente induziu o redimensionamento do comportamento alimentar dos animais das
ninhadas reduzidas (NR).

A agdo dos nutrientes na modificagdo do comportamento alimentar na lactagdo estd
descrita na literatura. Para explicé-la, diversas hipoteses tém sido apresentadas. Por exemplo,
um importante mecanismo que tem sido sugerido como responsavel pela modificagdao do
comportamento alimentar relaciona-se com a elevagao dos niveis de insulina e de leptina no
hipotalamo (Moura, Franco De Sa et al., 2002). Nesta direcdo sugere-se que o aumento destes
horménios induz o aumento da galanina, um neuropeptideo que estimula de forma potente o
consumo de alimentos e o ganho de peso corporal (Plagemann, Harder et al., 1999). Além

disso, a insulina e a leptina sao responsaveis pelo aumento das projecdes de vias responsaveis
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pelo controle da fome e da saciedade. A rede neural constituida por estas vias determina a
modulagdo do comportamento alimentar, sendo tal dindmica extremamente sensivel a
disponibilidade de alimentos (Pinto, Roseberry et al., 2004; McMillen e Robinson, 2005;
Horvath e Bruning, 2006). Desta forma, pode-se sugerir que a idade real dos animais esta
associada a um padrdo temporalmente adiantado da alimentagdo na lactacdo. Uma vez que o
excesso de nutrientes no inicio da vida ¢ capaz de modular o desenvolvimento do sistema
neuroenddcrino, reorganizando-o de forma permanente, os animais criados em ninhada
reduzida continuam a apresentar hiperfagia na idade adulta. A manuteng¢do do comportamento
alimentar modificado (hiperfagia) foi demonstrada em nossos animais experimentais (NR),
através do aumento da area da curva representativa do consumo alimentar.

Poderiamos dizer que, caso ficasse mantida a relacdo qualitativa equilibrada entre os
nutrientes, provavelmente haveria um desenvolvimento harmonioso no qual o excesso de
nutrientes seria equitativamente distribuido e utilizado pelas células. Entretanto, este nao foi o
observado. Verificamos que o leite produzido pelas lactantes das ninhadas reduzidas
apresentou modificagdo na composi¢do da gordura exibindo uma maior concentracdo de seu
constituinte principal, os triglicerideos, e esta modificacdo qualitativa da relacdo entre os
nutrientes pode ser sugerida como determinante nas respostas adaptativas observadas nos
animais das NR.

Constatamos que ao final da fase de crescimento as NR atingiram um comprimento
naso-anal semelhante aos animais das ninhadas controles (NC). O mesmo nao foi observado
em relagdo ao ganho de peso corporal. As NR demonstraram aumento do peso corporal de
52% aos 21 dias e de 25% na idade de 1 ano em comparagdao as NC. Na idade adulta, também
identificamos que as NR apresentaram maior indice de Lee, elevacdo do contetido de gordura
retroperitoneal e semelhante conteudo de proteinas da carcaga comparado as NC. Tais
resultados demonstram que os animais das NR na idade adulta possuem um aumento de peso
corporal independente do crescimento longitudinal caracterizando um excesso de adiposidade,
notadamente na regido retroperitoneal. A gordura retroperitoneal faz parte do tecido adiposo
visceral que ¢ muito sensivel a acdo lipolitica das catecolaminas nos P-adrenorreceptores
(Montague et al., 1998; Kelley et al., 2000; Van et al., 1997; Wajchenberg, 2000; McTerman
et al., 2002; Glacchetti et al., 2002). Além disso, o aumento da libera¢do de acidos graxos
livres (AGL) no plasma pode reduzir a formagdo de HDL e aumentar a producdo de
triglicerideos, de VLDL e de LDL no figado (Walton, Lees et al., 1995; Gastaldelli, Miyazaki
et al., 2002; Gurnell, Savage et al., 2003; Gungor, Bacha et al., 2005).
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Surpreendentemente, apds analise bioquimica nao encontramos alteracdes nos lipidios
plasmaticos entre as NR e as NC.

Embora ndo tenhamos resultados experimentais relacionados ao estudo da relacao
lipolise/ lipogénese, ¢ provavel que mecanismos ativos associados a lipogénese sejam
preponderantes na NR. A importancia da lipogénese decorre do conhecimento que os
adipdcitos atuam como células enddcrinas ao secretar fatores que sao coletivamente chamados
de adipocinas. Algumas das adipocinas conhecidas como o fator de necrose tumoral-o (TNF-
a) e a adiponectina sdo fundamentais no metabolismo do organismo. Ambos s3o considerados
mediadores da resisténcia a insulina por atuarem respectivamente na supressdo de GLUT4 no
tecido adiposo conduzindo a conseqiiente diminui¢ao da captagdo de glicose e por aumentar a
sensibilidade a insulina por meio do aumento da utilizacdo de glicose no musculo esquelético
(Cigolini, Tonoli et al., 1999; Rajala e Scherer, 2003). Além disso, a adiponectina também
pode agir nas células  pancreaticas aumentando a secregdo de insulina (Gu, Li et al., 2006).

Em relagdo a insulina, constatamos niveis normais para a glicemia de jejum, elevacao
da insulinemia de jejum e aumento da razdo insulinemia/glicemia. Em principio, estes dados
poderiam sugerir a presenga de resisténcia periférica a insulina. Todavia, apos a realizacdo do
teste de tolerancia a glicose identificamos um pico de elevagdo da glicemia aos 30 minutos e
normaliza¢ao da mesma aos 60 e 90 minutos nas NR, indicando que a ag¢ao da insulina estaria
comprometida no inicio de sua secre¢do e ndo em sua a¢do prolongada.

Ainda sobre a acdo da insulina, os efeitos da hiperalimentacdo de ratos Wistar, no
periodo de lactagdo, podem ser contraditorios. Por exemplo, ¢ importante destacar que
enquanto tecidos periféricos podem apresentar uma redugdo na captacdo de glicose, outro
tecido, tal como o cardiaco, pode exibir aumento da sensibilidade a insulina. Sabemos por
exemplo que em animais hiperalimentados no inicio da vida ocorre aumento da razao
insulinemia/glicemia, denotando resisténcia a insulina. Entretanto, nos cardiomiocitos
ocorrem alteragdes moleculares na cascata de insulina que mostram aumento da sensibilidade
ao hormonio. Por exemplo, ocorre nos animais hiperalimentados o aumento da translocagao
de transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT4) e a elevagdo da expressdao das enzimas
Fosfatidilinositol-3-kinase (PI13-K), Janus Kinase-2 (JAK?2), assim como, dos transdutores de
sinal e ativadores de transcri¢do-3 (STAT3) no inicio da vida (Pereira, Moreira et al., 2006).

Em nosso estudo, investigamos especificamente a secre¢do de insulina associada a
capacidade de captacdo de glicose das células B pancreaticas através de seu transportador, a

proteina  GLUT2. Neste estudo constatamos que a hiperalimentagdo no inicio do
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desenvolvimento gerou efeitos prospectivos na secre¢do de insulina in vitro e no conteudo de
GLUT?2 das ilhotas pancreaticas.

Basicamente, apos a perfusdo de ilhotas pancreaticas in vitro verificamos um aumento
da area da curva representativa da secrecdo de insulina durante 20 minutos de estimulagao
com solugdo de glicose a 16,7 mM nas NR em comparagdo as NC na idade de 1 ano. Nesta
mesma idade, identificamos um maior contetido de GLUT2 nas ilhotas pancreaticas da NR no
estado basal. Desta forma, tais dados sugerem que o aumento da secrecao de insulina pode ser
possivel devido a uma maior captagdo de glicose nas células B pancreaticas em virtude de
uma maior quantidade de GLUT?2.

Nossos resultados corroboram com um outro estudo sobre os efeitos da
hiperalimentagdo em ratos Wistar machos no inicio da vida que demonstrou um aumento da
secrecdao de insulina in vitro em resposta a glicose aos 12 dias de vida e na idade adulta,
acompanhado pelo aumento da expressdo de GLUT2 em ilhotas pancreaticas (Srinivasan,
Laychock et al., 2003).

E interessante ressaltar que a privagdo nutricional no inicio da vida conduz a
alteracdes semelhantes as da hiperalimentacdo na secrecdo de insulina € no conteudo de
GLUT?2 na fase de crescimento. Por exemplo, foi demonstrado que a desnutri¢do de ratos
Wistar no inicio da vida programa as ilhotas pancreaticas aumentando a secrecdo de insulina
in vitro e a expressdo de GLUT2 mediante estimulacdo com glicose (Lopes Da Costa,
Sampaio De Freitas et al., 2004).

Também, experimentos de clampeamento hiperglicémico em ratos Wistar
demonstraram que altas concentracdes de glicose contribuem com o aumento de RNA
mensageiro para GLUT2 (Chen, Alam et al., 1990). Além disso, ilhotas pancreaticas isoladas
de ratos Wistar mantidas em cultura por 1, 3, 7 e 10 dias em solu¢do de glicose a3 mM e a 30
mM, apresentam um aumento da expressio de GLUT2 na presenca glicose a 30 mM
comparada a cultura com glicose a 3 mM em todos os dias estudados (Tal, Liang et al., 1992).

A diminui¢do da expressdo de GLUT2 em ilhotas pancreaticas ¢ tipica em animais
diabéticos e ¢ considerada como um marcador da disfun¢do das células B pancredticas
podendo ser uma das causas da ndo responsividade destas células a elevadas concentragdes de
glicose. Ap6s o isolamento e perfusdao de ilhotas de camundongos geneticamente diabéticos
(db/db) e ndo diabéticos (db/+) com solucdes de glicose a 5 mM (basal) e 16,7 mM
(estimulatoria) foi verificada a diminui¢do da expressdo de GLUT2 e niveis semelhantes de
secrecdo de insulina em presenga de solucdo basal e estimulatéria de glicose nos animais

db/db (Thorens, Wu et al., 1992). Estes mesmos pesquisadores também realizaram o
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transplante de ilhotas pancredticas entre camundongos db/db e db/+, e através deste
experimento puderam constatar que a diminuicao da expressao de GLUT2 pode ser reversivel.
As ilhotas dos camundongos db/db foram transplantadas para o cortex renal dos camundongos
db/+ e vice-versa. Duas semanas ap6s o transplante, as ilhotas pancreaticas foram retiradas e
apos experimentos de Western Blotting foi constatada a reexpressdo de GLUT2 nas ilhotas
dos camundongos db/db e a supressao da expressao de GLUT2 nas ilhotas dos camundongos
db/+.

Verificamos ainda que, além do aumento do conteudo de GLUT2 as ilhotas
pancredticas das NR apresentam maior conteudo de AKT no estado basal. Portanto, de acordo
com os nossos resultados, a otimizacao da capacidade secretora das NR pode também estar
relacionada com o aumento do conteido de AKT, que se destaca como um importante
componente de processos adaptativos nas células B pancreaticas.

Sabe-se que a AKT ativa ou inibe varias vias relacionadas aos processos celulares de
crescimento e diferenciacdo nas células B pancreaticas (Dickson e Rhodes, 2004). De acordo
com a literatura, a superexpressdo de AKT em camundongos transgénicos resultou em
aumento da massa e do potencial de sobrevivéncia das células f pancreaticas (Jetton, Lausier
et al., 2005). Tais mecanismos permitem que estas células sejam capazes de adaptarem-se a
mudangas no metabolismo. Por exemplo, na gravidez, a massa de células B pancreaticas
aumenta em 70-80% através do processo de replicagdo e apos o parto esta massa retorna ao
normal através de mecanismos de apoptose (Scaglia, Smith et al., 1995). Outra importante
consideracdo ¢ a habilidade das células B pancreaticas de adaptarem-se as alteragdes
metabolicas causadas pela obesidade. Em roedores obesos ndo diabéticos, como os ratos
Zucker, o crescimento da massa celular ocorre através do aumento do numero e do tamanho
das células  pancreaticas (Lingohr, Buettner et al., 2002). Ja em camundongos obesos e nao
diabéticos o crescimento da massa de células B pancreaticas ocorre principalmente devido ao
aumento da replicagdo (Buttler, Janson et al., 2003).

Além dos processos relacionados ao crescimento da massa de células 3 pancreaticas, a
AKT pode estar envolvida no processo de secrecdo de insulina. A superexpressdo da AKT
pode resultar em alteragcdes no processo de exocitose de insulina (Bernal-Mizrachi, Fatrai et
al., 2004). Especificamente, a via IRS2/ PI3K/ AKT pode regular os filamentos de actina, que
sdo importantes para a extrusdo de vesiculas contendo granulos de insulina (Lang,1999;
Cenni, Sirri et al., 2003; Weir e Bonner-Weir, 2007).

Basicamente, o nosso trabalho confirma a importancia e a potencialidade do modelo
experimental de hiperalimentagdo que utiliza a reducdo de ninhada. Demonstramos que a
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hiperalimentagao na lactagdo induz a um processo de Programagao Metabolica que manteria o
organismo com um aumento de peso corporal na idade adulta, através da hiperfagia, impressa
no inicio da vida, orientando prospectivamente o metabolismo em direcdo a sintese e ao
deposito energético. Sugerimos que tal processo decorra do aumento da secre¢do de insulina,
possivelmente induzida pelo aumento dos conteudos de GLUT2 e de AKT nas células B

pancreaticas.
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6 CONCLUSAO

Ao estudar a influéncia da hipernutri¢ao na lactacdo através do modelo de reducao de
ninhada em ratos Wistar machos podemos concluir que especificamente nas células 3
pancredticas a hiperalimentacdo na lactagdo pode programar alteragdes permanentes na
secrecdo de insulina possivelmente relacionadas ao aumento dos conteudos de GLUT2 e de

AKT na fase tardia do desenvolvimento.
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