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RESUMO

Durante o inicio da vida mudangas nos transportadores de glicose GLUT4 e
GLUT 1 parecem contribuir para regulagéo do suprimento energético e crescimento
do coracgao. Substituicdo total ou parcial de GLUT1 por GLUT4 reflete um aumento
da dependéncia a insulina. AKT é uma importante proteina da cascata de
sinalizacdo que modula varios processos intracelulares como crescimento e
metabolismo, além de atuar na hipertrofia cardiaca. Neste estudo, investigamos as
alteragcdes metabdlicas, mudangas no conteudo dos transportadores de glicose e
AKT nos coracgdes dos ratos hiperalimentados na lactagdo. O metabolismo cardiaco
foi analisado em filhotes Wistar hiperalimentados na lactacdo através da redugao da
ninhada. Aos 10 e 21 dia de vida, GLUT1, GLUT4, AKT e pAKT foram mensuradas
por Western Blotting. Peso e comprimento dos filhotes, bem como, conteudo total de
lipidico corporal, conteudo de glicogénio e niveis plasmaticos de insulina, glicose,
colesterol e trigliceridio foram mensuradas. Para avaliar hipertrofia, foi realizada a
relagcao peso do coracao/ peso corporal e peso do ventriculo esquerdo/ comprimento
da tibia. Os resultados mostram que o0s animais experimentais apresentavam
sobrepeso com aumento do percentual de gordura, aumento de insulina, glicose,
colesterol e trigliceridios plasmaticos, hipertrofia ventricular esquerda com maior
ativacdo da AKT. Os coracdes dos hiperalimentados apresentavam antecipacédo da
translocagcdo do GLUT4 e regressdo do conteudo de GLUT1. Sugerimos que a
hipernutricdo na lactagao induz alteragdo metabdlica e cardiaca no inicio da vida,
levando ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca e translocacdo prematura do
GLUT4.

Palavras Chaves: 1. hipernutricdo. 2. hipertrofia cardiaca. 3. GLUT4.
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ABSTRACT

During early life development changes of glucose transporters GLUT4 and GLUT1
seem to contribute to the regulation of heart energy supply and growth. Total or
partial replacement of GLUT1 by GLUT4 reflects an increasing of tissue insulin
dependence. AKT is an important signaling molecule of insulin cascade signaling
system that modulates many intracellular processes such as cell growth and
metabolism, besides it plays an important role in the regulation of cardiac
hypertrophy. In this study, we investigated metabolic alterations, and changes in size,
expression of glucose transporters, and AKT in the hearts of rats overfed during
lactation. Heart metabolism was analyzed in Wistar rats overfed through litter size
reduction to three pups per litter. At 10 and 21 days of life, GLUT1, GLUT4, AKT and
pAKT were measured by Western Blotting. Pups’ weight and length, as well as, total
body lipid, glycogen content, and the plasma levels of insulin, glucose, total
cholesterol and triglycerides were measured. To evaluate hypertrophy, we have done
heart weight/body weight and heart weight/tibia length ratios. Our results showed that
experimental animals were overweight, displayed a high total body lipids, increased
insulin, glucose, cholesterol and triglycerides plasma levels, and left ventricular
hypertrophy with AKT more activated. Moreover, the heart of overfed animals had
anticipated translocation of GLUT4, and decreased content of GLUT1. We suggest
that overfeeding during lactation might induce metabolic and cardiac alterations early
in life, leading to the development of cardiac hypertrophy and premature
translocation of GLUTA4.

Key Word: 1. overfeeding. 2. heart hypertrophy . 3. GLUT4.



1. INTRODUGAO

A maior expectativa de vida da populacdo mundial e seu consequente
envelhecimento tém conduzido uma maior atencao as doencas crénicas com inicio
na vida adulta, especialmente as cardiovasculares que representam a principal
causa de morbi-mortalidade ndo somente em paises desenvolvidos, mas também
naqueles em desenvolvimento.

Nas ultimas décadas, varios estudos vém mostrando que mecanismos
biolégicos no inicio da vida, especialmente os relacionados as condigbes
nutricionais, podem gerar, em longo prazo, o desenvolvimento de doengas crbénicas
na fase adulta, tais como: doencas cardiovasculares, obesidade e diabetes mellitus
tipo 2 (Barker e col., 1990; Waterland & Garza, 1999; Sichieri e col., 2000; Lucas,
1991; Holness e col., 2000; Rasmussen, 2001, Desai & Hales, 1997).

O estudo da associacdo entre o padrao de nutricdo no inicio da vida e
surgimento de doencas cronicas na vida adulta proporcionou a conceituagdo dos
termos impressao (imprinting) e programagao (programming) metabdlica. O termo
impressao define o impacto de um fenédmeno adverso em um momento especifico
da vida (janela critica ou critical window), que pode gerar irreversivelmente
alteragdes morfolégicas, celulares e moleculares, fendmenos que agrupados sao
chamados de programacao (Desai & Hales, 1997, Waterland &Garza, 1999).

Apesar dos mecanismos subjacentes, a impressdo metabdlica ndo esta
totalmente esclarecida, sabe-se que a fase da vida em que ocorre o insulto, bem
como a sua duracdo, apresentam particular importancia. Desta forma, estudos
experimentais e epidemiolégicos apontam a fase pré-natal (gestacional) e pds-natal

(imediatamente apds o nascimento e lactagdo) como sendo os periodos criticos para



a ocorréncia da impressdo metabdlica (Godfrey & Robinson, 1998). Como resultado
desta impressdo, pode ocorrer uma programacgao irreversivel que predispde ao
surgimento de doengas crénico-degenerativas na vida adulta.

Estudos experimentais revelam ainda que tais programagdes sao
memorizadas, podendo inclusive em alguns casos, serem transmitidas
hereditariamente. Tem sido proposto que os mecanismos fisiopatolégicos pelos
quais os fatores ambientais provocam modificagdes epigenéticas, surgem de
alteracdes estaveis da expressao génica através da metilagdo do DNA (Waterland e
col, 2004). Desta forma, hoje ja se estuda alguns fatores ambientais como sendo um
dos responsaveis pela promogao de alteragdes génicas (Kaput & Rodriguez, 2004).

Um dos estudos classicos a comprovar a relagao entre nutricdo no inicio da
vida e surgimento de doengas crénicas na fase adulta foi realizado com individuos
do sexo masculino, cujas maes sofreram restricdo alimentar nos dois primeiros
trimestres de gravidez, durante a segunda guerra mundial, no periodo da fome
holandesa (1944 a 1945). Neste estudo, foi observado que aos 19 anos de idade
esses individuos apresentavam 80% mais obesidade do que aqueles cujas maes
nao sofreram restricdo alimentar no mesmo periodo (Ravelli e col., 1976). Quando
avaliados aos 50 anos, esse mesmo grupo de criangas apresentou maiores indices
de massa corporal (IMC) e circunferéncia da cintura do que aqueles cujas méaes néo
sofreram restricdo alimentar (Ravelli e col., 1999). Esses resultados foram também
observados quando a restricdo alimentar é estabelecida durante a gestagdo e
lactacdo (Barker, 1995). Esse autor observou esse fendbmeno em diferentes
populagdes e cunhou a hipdétese da origem fetal das doengas (Barker e col., 1990;

Barker, 1995)



A influéncia da nutricdo no desenvolvimento de doencga crbnica na idade
adulta também foi comprovada em estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro.
Neste estudo, a baixa estatura (importante indicador de desnutricdo no inicio da
vida) se relacionou positivamente com a incidéncia de hipertenséo arterial na vida
adulta e tal relagdo mostrou-se género-dependente, sendo mais evidente em
homens (Sichieri e col., 2000a). Estes mesmos autores, em outro estudo, ao
relacionarem desnutricdo no inicio da vida com obesidade na fase adulta,
observaram uma maior incidéncia em mulheres (Sichieri e cols., 2000b). Estes
trabalhos levantam a importante questdo de que os insultos nutricionais induzem
respostas metabdlicas género dependentes.

Simultdneos aos estudos realizados com humanos, varios modelos
experimentais também foram propostos e comprovam a hipotese de programacgéao
metabdlica, onde animais desnutridos no periodo gestacional ou lactacional tornam-
se obesos, hipertensos e apresentam alteracdo da sensibilidade a insulina (Moura e
col., 1996; Moura e col., 2002a; Caldeira Filho & Moura, 2000; Waterland, 1999,
Godfrey &Robinson, 1998).

Desta forma, muitas sdo as evidéncias tanto em estudos epidemioldgicos
quanto experimentais, que a nutricdo em periodos criticos da vida pode influenciar
no surgimento de processos patoldgicos na fase adulta.

Dentre as varias hipoteses que tém sido propostas para explicar as
influéncias da nutricdo pregressa o ambiente hormonal intra-uterino tem sido
explorado no fenbmeno da impressao metabdlica. Tal hipotese decorre do fato que a
organizacgao do sistema neuroenddcrino se da quase que completamente durante os
periodos entre a gestagao e a lactagdo. Desta forma, a presenca de horménios pode

induzir alteragbes que re-programariam o sistema neuroenddcrino, levando a uma



adaptacao momentanea, além do aparecimento de desordens metabdlicas tardias
no transcorrer da vida (Barker e col., 1990; Barker, 1995; Plagemann, 2005; Loizzo e
col., 2006).

Nessa direcdo é exemplar o caso da insulina. E consensual na literatura
cientifica, o papel do excesso desse horménio e também dos glicocorticéides
durante a gestagao na impressao metabdlica e no surgimento de doengas crdnicas,
principalmente as cardiovasculares, na vida adulta (Hoet &Hanson, 2002; Loizzo e
col., 2006). Concordantes com a literatura, também sao consistentes os resultados
encontrados demonstrando o efeito da nutricdo sobre a secre¢cdo e agao de
diferentes horménios no inicio da lactagdo e o surgimento do processo de
programacgao metabdlica (Toste e col, 2006; Moura & Passos, 2005).

Em relacdo ao sistema cardiovascular, sabe-se que seu desenvolvimento se
inicia no periodo intra-utero sendo extremamente susceptivel a influéncias
nutricionais neste periodo. Por exemplo, a mortalidade por doencga cardiovascular e
hipertensdo na vida adulta apresenta correlagéo inversa com o peso ao nascimento.
(Hoet & Hanson, 1999).

No contexto das doengas crbnicas, a obesidade ganha destaque. A
importancia de tal doenga decorre do fato de que no mundo e em particular nos
paises em desenvolvimento a obesidade, hoje, possui caracteristicas endémicas.
Por exemplo, no Brasil, 0 sobrepeso e a obesidade ja acometem 38,8 milhdes de
adultos, correspondendo a 40% da populagdo, sendo 39,2% mulheres e 41%
homens (IBGE 2002-03). Nos Estados Unidos esta doenga €& responsavel por
300.000 mortes e gasto de 139 bilhdes de dolares por ano.

A obesidade é definida como uma doenca enddcrina metabdlica cronica,

heterogénica e multifatorial, caracterizada pelo excesso de gordura. Em termos



especificos, encontra-se associada a altas taxas de morbidade e mortalidade
prematura, como a Diabetes Mellitus, dislipidemia, hipertensdo e doenca
coronariana, além de ser a causa mais importante de morte por cancer em nao
fumantes (Calle e col., 2003).

Hoje a obesidade é vista como grave problema de saude publica. As
consequéncias a curto e em longo prazo sao extremamente severas, levando os
prejuizos para o individuo, tais como: pior qualidade de vida e redugdo de
expectativa de vida. Além disso, contribui de forma intensa com os gastos do
governo devido aos custos diretos de prevengao e cura, assim como, a redugao da
produtividade no trabalho (Lawlor & Chaturvedi, 2006). Acrescenta-se ainda o
carater universal da doenga que acomete os diferentes extratos sociais.

Desta forma, é essencial o combate a obesidade e para tal faz-se necessario
a investigacao de sua etiopatogenia. Sabemos que, em relagdo ao desenvolvimento
da obesidade, existem trés fases criticas: fase circunscrita ao periodo fetal e ao
inicio da vida, que depende apenas da nutricdo da mae; fase de crescimento infantil,
dependente de hormdnios que € limitada por disponibilidade de nutrientes; e o
crescimento puberal que € regulado por horménios estréides (Dietz, 1994; Karlberg
e col., 1994, Raman & Nesto, 1996).

Em estudos epidemioldgicos verifica-se a prematuridade da doenga, por
exemplo, em estudo realizado com 813 criangas com sobrepeso, 58% destas
apresentavam pelo menos um fator de risco para doenca arterial coronariana
(Freedman e col., 1989, Freedman e col., 1999). Sabe-se ainda que a obesidade
infantil, em decorréncia da presenga da gordura visceral, resisténcia insulinica e
alteracdo na secrecao de insulina, € considerada fator de risco para o surgimento de

diabetes mellittus tipo2 (Steinberger e col., 1995).



O modelo de redugdo da ninhada vem sendo muito utilizado em estudos
experimentais de obesidade, especialmente entre os que sdo mais voltados para o
periodo neonatal. Com tal modelo torna-se possivel estudar as consequéncias da
hipernutricdo no inicio da vida, a curto e em longo prazo. Utilizando-se este modelo,
Plagemann e col (1999) observaram aumento da disponibilidade de leite para os
neonatos, desenvolvimento de hiperfagia e rapidamente a obesidade, além de
hiperinsulinemia e hiperglicemia (Li e col, 2002; Basset & Craig, 1988; Fiorotto e col.,
1991, Faust e col., 1980; Voits e col., 1996), sendo que a longo prazo a alteragdes
se mantem (Shmidt e col., 2000). Os resultados de tais estudos reforcam a
contribuicdo do modelo experimental, permitindo hoje a diversificagdo e qualidade de
diferentes pesquisas investigativas da relagcdo entre variaveis nutricionais na
lactagcdo e desenvolvimento prospectivo de patologias como a obesidade e doencga
cardiovascular.

Os mecanismos fisiopatologicos que relacionam a obesidade com as
doencas cardiovasculares nao estdo completamente esclarecidos. Sabe-se,
entretanto, que alteragcdo da sensibilidade insulinica, ou seja, do metabolismo
energético associa-se as complicagcbes da doenga cardiovascular (Correia &
Haynes, 2004; Pereira e col., 2006). Uma hipotese recente McGavock e col (2006)
sugere que a gordura é cardiotoxica. Ou seja, os autores sugerem que o acumulo de
trigliceridios e de ceramida nos cardiomidcitos apresenta um efeito téxico, condigéo
conhecida como esteatose cardiaca, que explicaria o aumento das mortes por
doencas cardiovasculares em individuos obesos. O infiltrado de lipidios no coragao
causa apoptose celular levando ao remodelamento do ventriculo esquerdo. Com

isso, ocorre um desarranjo na interagao entre metabolismo e contragao progredindo



para 0 mau funcionamento e consequentemente a faléncia cardiaca (Depre &
Taegtmeyer, 2000; Ziori e col, 2002).

Em condigbes fisioldgicas, o metabolismo cardiaco, desde o periodo pré-
natal, € finamente controlado e dinamico. Desta forma, talvez seja a fase em que
melhor se possa estudar a relagao entre a disponibilidade de nutriente e a dindmica
metabdlica. Por exemplo, sabe-se que em condigdes fisioldégicas, o miocardio de
animais neonatos tem uma alta capacidade de utilizagdo de glicose, enquanto que o
de animais adultos utiliza acidos graxos como fonte energética primaria (Lopaschuk
e col., 1991). Ou seja, as modificagbes da dindmica de utilizagcado energética ocorrem
numa estreita janela de tempo.

A dindmica de utilizagdo energética no coracédo € dependente da presenga
dos transportadores de glicose, que sao responsaveis pela captagdo da glicose
pelos cardiomidcitos. Esta etapa de transporte de glicose através da membrana
plasmatica € o passo inicial e limitante para utilizagdo do substrato pelo miocardio. O
numero de transportadores de glicose (GLUT) presentes no sarcolema determina a
taxa de captacédo pela célula (Friehs e col., 2003).

Ainda em relagao aos transportadores, sao expressos no miocardio o GLUT-1
e 0 GLUT-4 nos ratos adultos (Friehs e col., 2003; King & Opie, 1998; Stanley e col.,
1997; Young e col., 1997). O primeiro corresponde a 30% dos transportadores de
glicose do coragdo, sua funcdo independe da insulina sendo considerado
responsavel pela captacdo basal de glicose em condigdo de jejum, onde as
concentragdes séricas de insulina estdo baixas. Ja o GLUT- 4 corresponde a 70%
dos transportadores e € sensivel a acdo da insulina e esta amplamente distribuido
em vesiculas intracelulares em condi¢gdes de aporte adequado de oxigénio (Ishiki &

Klip, 2005; Ramasamy e col., 2001; Bryant e col., 2002, Nguyen et al., 1997; Sun et



al., 1994; Young e col., 1997). Assim, o GLUT-1 e o GLUT-4 sao transportadores
criticos para a manutengao da morfologia e das fun¢des normais do coragao (Becker
e col., 2001).

No coragao, ambos os GLUTs sdo muito bem regulados, principalmente
durante o periodo perinatal, quando ocorre uma substituicdo gradativa dos GLUT-1
por GLUT-4 (Friehs e col, 2003). O horménio tireoidiano € um dos principais
reguladores deste processo, promovendo indugao de GLUT-4 e repressao de GLUT-
1 (Castelo e col., 1994; Sugden e col., 2000; Ramos e col, 2001). Além dos
hormonios tireoidianos existem outros fatores responsaveis pela translocacio destes
transportadores do citosol até a membrana. Este € o ponto crucial no metabolismo
da glicose onde a captagado de glicose € o passo limitante para a sua utilizagdo e
oxidagao no coragao (Abel, 2004; Medina e col, 2002).

Por exemplo, a insulina e situacbes de isquemia induzem a translocagao do
GLUT-1 e GLUT-4 mediado pela PI3K (Sun e col., 1994; Friehs e col., 2003; Nguyen
e col., 1997; Egert e col, 1999, Khan & Pessin, 2002; Chang e col, 2004). O lactato é
um outro estimulo a um incremento na capacidade de captagdo de glicose
independente da PI3K (Medina e col, 2002). Este aumento é fundamental, para
garantir o metabolismo e oxidagcdo da glicose em situagdes de isquemia (King &
Opie, 1998; Neely & Morgan, 1974; Vanoverschelde e col., 1994; Depre e col.,

1999).

A figura 1 mostra algumas vias de sinalizagdo da insulina, hormdnio que
estimula a translocacao dos transportadores de glicose. (Belke e col., 2002; Saltiel &
Kahn, 2001; Shiojima e col., 2002). A insulina age através da ligagdo do horménio ao
seu receptor até a ativagado do transporte de glicose. A sinalizagao intracelular da

insulina comega com a sua ligacdo a um receptor especifico de membrana, uma



proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta por duas subunidades,
que atua como uma enzima alostérica que inibe a atividade tirosina quinase. A
ligacdo da insulina a subunidade a permite que a subunidade b adquira atividade
quinase levando a alteracdo conformacional e autofosforilagdo, que aumenta ainda
mais a atividade quinase do receptor. Uma vez ativado, o receptor de insulina
fosforila varios substratos protéicos em tirosina. A fosforilacgdo em tirosina das
proteinas IRS cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com
homologia a Src 2 (SH2). Dentre estas se destaca a fosfatidilinositol 3 quinase (Pl 3-
quinase). O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode
ser fosforilado em serina, o que atenua a transmissao do sinal através da diminuigao
da capacidade do receptor em se fosforilar em tirosina apds estimulo com insulina. A
Pl 3-quinase é importante na regulagcdo da mitogénese, diferenciacdo celular e

transporte de glicose estimulado pela insulina.

A PI-3 quinase foi originalmente identificada como um dimero composto de
uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria (p85). A enzima
catalisa fosforilagcao dos fosfoinositideos na posicdo 3 do anel de inositol produzindo
fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato. Atualmente, a Pl 3-quinase é a unica molécula intracelular considerada
essencial para o transporte de glicose. As proteinas alvo conhecidas dessa enzima

sdo a Akt e as isoformas atipicas da aPKC (Carvalheira e Saad, 2002).
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Figura 1: Cascata de sinalizagao da insulina (Carvalheira & Saad, 2002).

A insulina tem efeitos importantes no coracdo como o aumento da
contratilidade cardiaca e ter um efeito antiapoptético (Aikawa e col., 2000).
Pesquisadores demonstraram ainda que a hiperinsulinemia possa estimular vias que
levam a hipertrofia cardiaca como a via da MEK-ERK1/2 e através da ativacao da
Akt (DeBosch B e col, 2006; Heineke & Molkentin, 2006). Além disso, se sabe que
na hipertrofia ventricular a razdo dos transportadores (GLUT-1 e GLUT-4) apresenta-
se alterada (Morissete e col., 2003).

A hipertrofia cardiaca é inicialmente uma adaptagdo benéfica para o 6rgéao,

garantindo a manutencédo do débito cardiaco em resposta ao estresse, entretanto
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em longo prazo progride para a insuficiéncia do 6rgao (Morissette e col, 2003). A
hipertrofia ventricular € hoje reconhecida como o maior preditor de insuficiéncia
cardiaca.

Na hipertrofia surgem adaptagdes morfolégicas e metabdlicas. Dentre as
morfolégicas, mudangas no tamanho da célula (aumento), na organizagdo dos
sarcOmeros e na expressao génica de proteinas (Able e col, 1999). Em relagao as
metabdlicas, a oxidagdo de acidos graxos (substrato preferencial em condigdes
normais que corresponde a 70% do requerimento energético) € substituida pela
oxidagdo de glicose. Assim o coragao passa a se comportar como na fase fetal,
utilizando mais glicose, caracterizada por meio do aumento de GLUT-1, modificando
a relagao entre a razdo GLUT-1 e GLUT-4 (Friehs e col., 2005).

Além da alteragdo na razdo GLUT-1/ GLUT-4, ocorrem outras modificagdes
metabolicas que contribuem com o mecanismo basico do desenvolvimento da
hipertrofia (Heineke & Molkentin, 2006). Por exemplo, a insulina e a leptina,
hormonios dependentes de nutrientes disponiveis, parecem potencializar as vias de
sinalizacdo nos cardiomidcitos induzindo a hipertrofia (Smith e col, 2006). Em
estudos anteriores do nosso laboratério observamos que ocorre sinalizagao
cooperativa dos dois hormdnios no aumento da captagéo de glicose (Pereira e col.,
2006). Outro fator chave da regulagcdo do crescimento cardiaco é a Akt (O'Nell &
Abel, 2006, Walsh, 2006, DeBosch e col, 2006), além das vias GSK3 e mTOR que
desencadeiam a hipertrofia através de ativagao de fatores de transcri¢do e tradugao
génica (Chan e col, 2004; Chan e Dyck, 2005). Sendo assim, tal conjunto de
resultados sugere preliminarmente que a hipertrofia cardiaca e obesidade associam-

se a modificagdes na sensibilidade a insulina e a leptina.
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Figura 2: Vias de sinalizagao de hipertrofia cardiaca.

Em recente publicacdo, ao estudarmos animais hiperalimentados no inicio da
lactacdo (modelo de desenvolvimento da obesidade), verificamos que nos coragdes
de lactentes aos 10 e 21 dias ha aumento no conteudo de IR, PI3-K e do GLUT4,
sugerindo aumento na sensibilidade a insulina no musculo cardiaco (Pereira e col,
2006). Surpreendentemente, os nossos resultados foram contrarios aos encontrados
nos animais obesos adultos, nos quais as proteinas da cascata de sinalizagao
encontram-se inibidas, refletindo o aumento na resisténcia a insulina (dados ainda
nao publicados). Desta forma, sugerimos que a resisténcia a insulina observada nos

obesos adultos provavelmente decorra de uma alta sensibilidade precocemente



13

estabelecida (estampagem ou “imprinting”). Ou seja, o processo de adaptagao induz
reprogramagao que em longo prazo gera a doenca.

Considerando o fenbmeno da impressao e programagao metabdlica, onde
insultos sofridos em periodos criticos no inicio da vida (gestagdo e lactagao)
induzem alteracdo adaptativa da secrecdo e acao da insulina com efeitos
prospectivos patoldgicos, interessa-nos investigar neste trabalho, se a
hiperalimentacdo no periodo pds-natal altera em curto prazo a morfometria e o

metabolismo cardiaco.
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2. OBJETIVO

Objetivo geral
Estudar os efeitos da hipernutricdo durante a lactagdao no metabolismo

energético cardiaco.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito da hipernutricdo:

e No ganho de peso (peso corporal/comprimento);

e Na composig¢ao corporal (percentual de gordura);

¢ Na ingestao de leite;

¢ Na bioquimica (glicose, trigliceridios, colesterol, insulina);
¢ Na sensibilidade a insulina (relagéo insulina/ glicose);

¢ No conteudo de glicogénio hepatico e muscular;

Avaliar a morfometria cardiaca:

e Peso do coracédo e ventriculos esquerdo;
e Hipertrofia ventricular esquerda;

Avaliar o metabolismo cardiaco:

e O conteudo de GLUT-1 e GLUT-4, assim como, conteudo de akt e pakt

cardiaco.
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3. METODOLOGIA

3.1 Modelo animal

Foram utilizadas ratas Wistar com 3 meses de idade criadas no Biotério do
Laboratério de Fisiologia da Nutricdo e do Desenvolvimento/ IBRAG/ UERJ,
mantidas em temperatura média de 23° C e com ciclo de luminosidade de 12h (claro
e escuro). Inicialmente foi realizado o cruzamento dos animais e apds a fecundagéo,
as fémeas separadas dos machos e colocadas em gaiolas individuais, onde
receberam ragao industrializada especifica para ratos com 22% de proteina e agua
ad libitum durante todo o periodo de gestagéo.

No terceiro dia apds o nascimento dos filhotes, as lactantes foram divididas
em grupo controle que ficaram com a ninhada completa de 10 filhotes e o grupo de
ninhada reduzida que tiveram a ninhada reduzida para 4 filhotes machos, para a
inducao da hiperalimentacio pds natal precoce.

Os lactentes foram analisados quanto a estado nutricional através do peso
corporal, comprimento e a carcaga, bioquimica, GLUT-1, GLUT-4, Akt e pAkt no
musculo cardiaco e quanto a presenca de hipertrofia ventricular esquerda.

Os lactentes foram separados segundo os grupos das lactantes de acordo
com cada dia estudado. Filhotes de lactantes controles compuseram os grupos
(GC10 e GC21) e os filhotes das lactantes com ninhada reduzida os
hiperalimentados (GH 10 e GH 21).

Os animais foram cuidados de acordo com o comité do Instituto de Biologia
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, que é baseado nos principios

descritos pelo guia de cuidados de animais de laboratérios.
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3.2 Estimativa do volume de leite

O volume de leite foi estimado a partir da técnica descrita por Russel (1980).
As lactantes foram divididas em dois grupos: lactantes cujos filhotes foram
amamentados normalmente e lactantes cujos filhotes foram submetidos a jejum de
24h. Os filhotes amamentados e jejuados de cada grupo (controle e
hiperalimentado) foram pesados no inicio e no final das 24 horas. Essa analise foi
realizada no 10° e 21° dia de lactacao.

A producéo de leite foi estimada pela seguinte férmula:
L= Pa2 - Pa1. (1-K), onde:
L: producéo de leite (g/dia)
Pa1: peso dos filhotes amamentados no inicio das 24 horas;
Pa2: peso dos filhotes amamentados no final das 24 horas;

K: perda relativa de peso (média dos filhotes jejuados).

O fator K foi calculado da seguinte maneira:
K= (Pj1 - Pj2)/ Pj1, onde:
Pj1: peso dos filhotes em jejum no inicio das 24 horas;

Pj2: peso dos filhotes em jejum no final das 24 horas.
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3.3 Estado Nutricional
3.3.1 Peso corporal

Os lactentes (controle e hiperalimentados) foram acompanhados durante o
periodo de lactagcdo aos 4, 10, 14 e 21 dias com o controle de peso corporal

utilizando balanga de precisdo (XP 3000).

3.3.2 Comprimento
Os lactentes (controle e obesos) aos 10 e 21 dias de idade foram realizados a

mensuracao do comprimento naso-anal utilizando uma fita métrica.

3.3.3 Crescimento esquelético
As tibias dos lactentes controles e hiperalimentados foram dissecadas.
Utilizando um paquimetro foi mensurado o comprimento da tibia (Gat-Yablonski e

col, 2004; Rol De Lama e col, 2000).

3.3.4 Analise do percentual de gordura na carcaga

A analise da quantidade da gordura da carcaga foi obtida através do método
de separagdo da gordura por éter de petréleo. A partir da carcaga eviscerada e
descerebrada, foi liquidificado e fragdo da carcaca foi mantida em banho-maria com
separagao da gordura pela utilizagdo de hidroxido de potassio KOH (30%), etanol
absoluto e H,SO (6M) em etapas de 1minutos, 2 horas e 20 minutos,
respectivamente. Apos este procedimento a gordura foi separada em trés lavagens
com éter de petroleo e seguindo a evaporagédo e pesagem em balanca de preciséo
(OHAUS Analytcal Standard) em relagéo a 100g de peso de carcaga fresca (g/100g)

(Stansbie e col, 1997).
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3.3.5 Analise do glicogénio hepatico e muscular

Foram coletados 150mg de tecido hepatico ou tecido muscular, colocados em
tubo de ensaio e acrescentado 1 ml de KOH 30%. Posteriormente os tubos foram
aquecidos em banho maria fervente por 1h para hidrolise do tecido. Ao retirar do
banho maria, foram acrescentados Na;SO4 saturado e alcool absoluto e
novamente os tubos foram aquecidos a 70°C por 15 minutos. Em seguida os tubos
foram centrifugados (Centrifuga Sanyo) a 2000 rpm por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo o sobrenadante contendo lipideos saponificados e aminoacido foi
desprezado e o precipitado suspenso com 1ml de agua a 70°C e alcool absoluto. Em
seguida foi novamente levado ao banho Maria a 70°C por 15 minutos. Apds a
centrifugacdo o sobrenadante foi novamente desprezado e o precipitado suspenso
com 2,25 ml de agua destilada a 70°C. O contetido do tubo de ensaio foi ent&o
transferido para um baldo volumétrico e o tubo lavado varias vezes com agua
destilada até completar o volume de 5 ml no baldo. Foi retirada uma aliquota de 1ml
desta solucdo e resfriada em gelo. Em seguida foi adicionado o reagente antrona
50%(diluida em H;SO4). Os tubos foram entdo homogeneizados e lidos em
espectrofotdbmetro (Beijing Purkinje General Instrument — TU 1800) com
comprimento de onda de 600nM. Para curva padrdo foram utilizadas solu¢des de

glicose a 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg/dl (Carroll e col, 1956).



19

3.4 Peso do coragao

Foi mensurado o peso do coragdo em balanga de precisdo (OHAUS Analytcal
Standard), em seguida o ventriculo esquerdo foi isolado e pesado. Relagdes como:
peso coracdo/ peso corporal; ventriculo esquerdo/ coragdao foram feitas. Foi
realizada ainda a normalizagdo do peso do coracdo e do ventriculo esquerdo pelo
comprimento da tibia.

A hipertrofia ventricular esquerda foi caracterizada através da relacdo do peso

do ventriculo esquerdo e do comprimento da tibia (Yin et al, 1982).

3.5 Bioquimica

Foi coletado 1ml de sangue com seringa previamente heparinizada e
centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Posteriormente o plasma foi
separado dos elementos figurados do sangue e mantido em freezer a —20°C até o

momento das analises.

3.5.1 Analise da glicose plasmatica

A dosagem plasmatica de glicose foi realizada pelo método enzimatico glicose
— oxidase, utilizando-se um kit comercial (Gold Analisa Diagnostica — Minas Gerais)
e a leitura realizada em espectrofotometro (Beijing Purkinje General Instrument — TU

1800) com comprimento de onda 510nM.

3.5.2 Colesterol total no plasma
O colesterol total foi determinado pelo método colorimétrico, através do kit —
Gold Analisa — colesterol pp. Foram utilizadas aliquotas de 10 pl de plasma dos

filhotes de cada grupo estudado e foram acrescentadas de 1ml de reagente de cor,
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em seguidas agitadas e levadas ao banho maria a 37°C durante 10 minutos. A
leitura foi realizada em espectrofotémetro (Beijing Purkinje General Instrument — TU
1800). A absorbancia foi de 500 nm. O Colesterol total sera expresso em mg/dl e

suas concentracdes calculadas de acordo com a formula do KIT.

3.5.3 Trigliceridio no plasma

O trigliceridio foi determinado pelo método colorimétrico, através do kit — Gold
Analisa — trigliceridio pp. Foram utilizadas aliquotas de 10 pl de plasma dos filhotes
de cada grupo estudado e foram acrescentadas de 1ml de reagente de cor, em
seguidas agitadas e levadas ao banho maria a 37°C durante 10 minutos. A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Beijing Purkinje General Instrument — TU 1800). A
absorbancia foi de 500 nm. O trigliceridio expresso em mg/dl e suas concentragdes

calculadas de acordo com a férmula do KIT.

3.5.4 Analise da Insulina plasmatica

O Radioimunoensaio foi realizado através de kit para diagnodstico de insulina
(MP Biomedicals '®| RIA Kit). Foram incubados 100 pl de plasma ou do padrdo de
insulina (0, 5,5, 15, 35, 70 175, 310 plU/mL ), em duplicata, com 900 ul de Insulina
251 liofilizada reconstituida com &gua destilada por 18 horas a temperatura
ambiente, em tubos de polipropileno com anticorpo anti insulina porcina de cobaia
adsorvido a parede do tubo, e em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o tubo
lavado por 2 vezes com agua destilada. A fragao radioativa adsorvida foi mensurada
em contador Gama (Packard® Cobra Auto-Gamma ®) e os valores expressos da
curva padrdo em contagem por minuto foram interpolados na concentragdo dos

valores de insulina padrdo em logaritimo. A obtengdo dos valores de insulina
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plasmatica dos desconhecidos foram calculados a partir da fungdo da regressao

logaritima através do software Microsoft Excell ®.

3.5.5 Analise da sensibilidade a insulina
O indicador da sensibilidade a insulina foi obtido através da relacao insulina

plasmatica e glicose (Plagmann e col, 1999).

3.6 Biologia Molecular

Analise do GLUT- 1, GLUT- 4, AKT e pAKT cardiaco

O tecido cardiaco foi lavado em Krebs-Heinselet gelado (NaCl 118mM, KCI
4,7 mM, MgSO4 1,2 mM, CaCl, 1,75 mM, NaHCO3; 25 mM, EDTA 0,5 mM) com pH
de 7,4 e picotado com auxilio de bisturi. Em seguida o material foi homogeneizado
em solugdo de lise também gelada (50 mM Hepes, 1 mM MgCl,, 10 mM EDTA, 1%
Triton X-100 acrescentada com inibidores de proteases:1mM de fluoreto de
metilsulfonil (PMSF), 1uM de aprotinina, 1 uM de leupeptina) por trituragdo manual
com pilao até tornar-se liquido. Posteriormente foi submetido 3 vezes a ultra-som
(Virtis — Virsonic 60) durante 15 segundos por 10 segundos de descanso em gelo.
Foi realizada uma centrifugagdo a 9000rpm por 15min a 4°C para separagédo dos
debris e em seguida ultra-centrifugacao (ultracentrifuga Hitachi — Himac CP70G) a
40000g por 1 hora e 30 minutos. Parte do sobrenadante (20%) foi coletado para
obtencao do conteudo de GLUT 4 e a outra parte de GLUT-1.

Para dosagem do GLUT-1, o sobrenadante coletado foi submetido a uma
segunda centrifugagdo a 200000g por 1h, o precipitado foi suspenso em tampéo

RIPA.
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Apos as centrifugagcbes, e sua concentracdo de proteinas totais foi
quantificada pelo método de Bradford em placa de ELISA (Jamef) utilizando a
albumina bovina (SIGMA) nos padrées 0,5, 1, 2 e 4 mg/ml. Em seguida, foi realizada
a desnaturacdao das proteinas por fervura das amostras durante 5 minutos em
tampao proprio.

As amostras desnaturadas foram aplicadas sobre um gel a 12% de
poliacrilamida (30% acrilamida, 1.6% bis-acrilamida, 10% APS, 5 ul Temed diluidos
em tampao Tris 1,5mM, 10% de SDS) em cuba de eletroforese (Hoefer) para
separagao protéica, e a seguir, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose (Hybond — P Amersham Biotech) por eletrotransferéncia.

A deteccéo protéica especifica foi realizada apds incubagdo da membrana de
nitrocelulose por 1 hora e 30 minutos em albumina 2% /TTBS pH 7,4. Em seguida, a
membrana de nitrocelulose, foi incubada com anticorpo primario para GLUT-4, GLUT
1, AKT, pAKT e actina (Santa Cruz Biotech) na diluicdo 1:1000 durante periodo
minimo de 12 horas. Para imunodetecc¢cdo foi incubada por mais 1 hora com
anticorpo secundario antilgG biotinilado (Santa Cruz Biotech - diluigdo na membrana
1:1000), seguida de estreptavidina (diluicdo na membrana 1:1000) por mais 1hora. A
revelacao final foi realizada por DAB. E as bandas foram analisadas segundo sua

densidade, utilizando-se o software Image J.
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3.7 Tratamento Estatistico
Os dados sdo expressos como meédia e erro padrdo da média. As analises
estatisticas foram realizadas através do teste Two Way ANOVA e teste —t de student

usando-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Ingestao de leite

O modelo de reducdo de ninhada promove importantes alteracbes na
ingestao de leite.

O volume de leite ingerido em 24 horas do grupo que sofreu a reducédo de
ninhada - os hiperalimentados- foi significantemente maior em relagao aos controles
aos 10 dias de idade (C 10: 2,1+ 0,1; H 10: 3,1+0,4) e aos 21 dias (C 21: 6,0 £0,3; H
21: 8,7 +0,3). Os filhotes aos 21 dias ingeriram mais leite que aos 10 dias
independente do tratamento. O efeito da hipernutricdo foi igual nas duas idades

(Figura 3).

mC10
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&C 21
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N

Figura 3: Estimativa de ingestdo de leite de filhotes machos controles (C) e
hiperalimentados (H) ao 10° e 21° dia de idade. Valores expressos em média * erro

padrdo da média (n = 8). *5 < 0,05 H vs C no 10° e 21° dia de lactag3o.
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4.2 Estado nutricional dos filhotes
4.2.1 Peso corporal dos lactantes

4.2.1.1 Curva de crescimento

O peso corpoéreo dos lactantes hiperalimentados foi significantemente maior
em comparacao aos lactantes controles a partir do 10° dia de lactagao, mantendo-se

assim até o final da lactagao (figura 4).
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Figura 4: Curva de peso corporeo dos lactantes machos controles (C) e
hiperalimentados (H) durante o periodo de lactagdo. Os valores representam a

media + erro padrao (n=9). # p<0,001 H vs C no 10° e 21° dia de lactagao
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4.2.1.2 Peso corporal

O peso corporal dos lactentes hiperalimentados foi significativamente maior
em comparacao aos lactentes controles apés o 10° dia de lactagao (C 10:18,6 £0,11;
H 10: 20,5 £0,3) mantendo se até o final da lactacdo (C21: 33,4+ 1,2; H 21: 50,8+
1,5) (figura 5). Encontrou-se diferenca entre filhotes de 10 dias e 21 dias. O efeito da
hipernutricao foi diferente nas idades.

Ao se analisar a diferenga percentual em relagao ao peso corpdreo, 0s grupos
obesos tiveram um incremento no peso de 10% aos 10 dias de vida e de 52% aos

21 dias de vida.

60 - #

50 -
o
§4°’ mC 10
Ne)
2 . EIH 10
S % C 21
9 20 - SH 21
[}]
o

10 -

0. AN

Figura 5: Peso corporal dos lactentes machos controles (C) e hiperalimentados (H)
ao 10° e 21° dia de idade. Valores expressos em média + erro padrédo da média (n =

8). *5 < 0,001 H vs C no 10° e 21° dia de lactac&o
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4.2.2 Comprimento

O comprimento naso-anal dos lactentes ndo se mostrou significativamente
diferente entre o C e H nos dias estudados (C 10: 7,5+0,3; H 10: 7,7+0,1; C 21:
11,1+ 0,1; H 21: 11,5£0,3). Encontrou-se diferenga entre as idades (filhotes de 10
dias e 21 dias), o que ja era esperado. O efeito da hipernutricdo foi igual em ambas

as idades.
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Figura 6: Comprimento naso-anal de filhotes machos controles (C) e
hiperalimentados (H) aos 10° e 21° dia de idade. Valores expressos em média + erro

padrdao da média (n = 8).
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4.2.3 Percentual de gordura aos 10° e 21° dia

A reducdo da ninhada no 4° dia de lactagao provocou importantes mudancas
na composicao corporal dos lactantes no 10° e 21° dia de idade .

Os lactentes hiperalimentados apresentaram maior percentual de gordura
quando comparados aos controles (C 10: 4,95+0,61; H 10: 7,261£0,69; C 21:
3,89+0,77; H 21: 7,91+0,74) (Figura 7). Nao houve diferenga quando comparou-se

idades. O efeito da hipernutricao foi 0 mesmo nas duas idades.
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Figura 7: Relacdo da gordura corporal com a massa corporal (% gordura) dos
lactentes machos controles (C) e hiperalimentados (H) ao 10° e 21° dia de idade.
Valores expressos em média + erro padrdao da média (n = 8). #5 < 0,05 H vs C no

10° e * p<0,001 no 21° dia de lactacéo
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4.2.4 Glicogénio hepatico

Os valores de glicogénio hepatico do grupo hiperalimentado foram maior que
o controle aos 10 dias (p<0,05). O mesmo n&o ocorreu aos 21 dias (C 10: 4,8+0,2; H
10: 5,7+0,2; C 21: 4,840,3; H 21: 5,7+0,4). Nao houve diferenga em relagdo as

idades. Mostrando que o efeito da hiperalimentagao foi diferente entre as idades.
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Figura 8: Glicogénio hepatico de lactentes machos controle e hiperalimentados aos
10 e 21 dias de idade. Valores expressos em meédia + erro padrao da média (n = 10).

*p < 0,05 H vs C no 10° dia de lactag&o
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4.2.5 Glicogénio muscular

Os valores de glicogénio muscular do grupo hiperalimentado foram maior que
o controle aos 10 dias (C 10: 5,7+0,1; H 10: 7,940,7). Os filhotes aos 10 dias
apresentaram maior conteudo de glicogénio do que aos 21 dias. O mesmo néao
ocorreu aos 21 dias (C 21: 4,310,2; H 21: 4+0,3). O efeito da hipernutricido foi

diferente entre as idades.
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Figura 9: Glicogénio muscular de lactentes machos controle e hiperalimentados aos
10 e 21 dias de idade. Valores expressos em média £ erro padrdo da média (n = 10).

*5 < 0,05 H vs C no 10° dia de lactagdo
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Tabela Resumo 1- Dados antropométricos e composig¢ao corporal .

PC (9) NA (cm) T (mm) Lee Lip T(g) Lip T/PC GM GH IL (g)

10 dias

Controle 18,6+0.1 7.5+0.3 10+0,3 0,301+0,003 0,97 +0,5 4,95+0,6 5,7+0,01 4,8+0,2 2,1+0,1

Hiperalim. 20,5+ 0.3* 7.7+0.1 9,75+ 0,25 0,336 +0,007* 1,93 +0,6# 7,26 +0,7# 7,8+0,7# 5,6+0,2# 3,1+0,4#
21 dias

Controle 334+1,2 11,1+0.1 21,2+1,5 0,336 +0,001 1,1+0,2 3,89+0,8 4,3+0,2 4,7+0,7 6+0,3

Hiperalim 50,8+ 1.5 11,5+0.3 18,3 +0,5 0,357 + 0,034* 5,46 + 0,3* 7,91 +0,7* 4,0+0,3 56+0,4 8,7+0,3#

TWO WAY ANOVA
Tratamento <0.001 ns ns <0.001 <0.001 <0.001 <0.05 <0.05 <0.001
Idade <0.001 <0.001 <0,001 <0.001 ns ns <0.001 ns <0.001
Interacao <0.001 ns <0.001 ns ns <0.05 ns <0.05

ns

Valores representados como media+ erro padrdo com numero de 6 animais por
grupo. Os dados foram analisados usando Two Way ANOVA, com p valor
significativo de <0.05.

* p<0,001 hiperalimentado x controle ; # p<0,05 overfed x control.

PC = peso corporal; NA= comprimento nasoanal, T= comprimento da tibia, Lee=
indice de Lee x10%; Lip T= lipideos totais; Lip. T./PC = lipideos totais/ peso corporal;

GM-= glicogénio muscular; GH= Glicogénio Hepatico; IL = Ingestao de leite.
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4.3 Bioquimica

A reducdo da ninhada promoveu importantes alteragdes bioquimicas no
plasma dos lactentes.

O colesterol plasmatico dos H foi significantemente maior nas duas idades
analisadas quando comparado aos controles (C 10: 66,3£10,2; H 10: 98,8+3,5; C 21:
95,95+9,9; H 21: 136,1+£3,7; p< 0,05) (Figura 10). Os lactentes aos 21 dias
apresentaram maiores concentragdes de colesterol que os lactentes aos 10 dias.

Além de apresentarem maiores niveis de trigliceridios plasmaticos em ambas
as idades (p<0,05) (C 10: 49,543,1; H 10: 110,5+14,1 p<0,001) (C 21: 74,6+12,8; H
21: 144,3+18,0; p< 0,05) (Figura 11). Os lactentes aos 21 dias apresentaram
maiores concentragdes de trigliceridios que os lactentes aos 10 dias.

A glicose plasmatica também foi maior nos animais hiperalimentados aos 10°
e 21° dias de idade (C 10: 94,4+7,6; H 10: 136,947,55; C 21: 138,6+12,5 H 21:
195,9+12,1; p< 0,05) (Figura 12). Os lactentes aos 21 dias apresentaram maiores
concentragdes de glicose que os lactentes aos 10 dias.

A insulina plasmatica mostrou-se significativamente  superior no
hiperalimentados (H) quando comparado ao grupo controle (C) (C 10: 25,22+1,2; H
10: 32,5+3,1; C 21: 19,6+0,8; H 21: 31,0+0,61; p< 0,001) (Figura 13). Ao
compararmos idades, os valores de insulina plasmatica sdo maiores nos 21 dias, o
efeito da hipernutricao foi diferente entre as idades.

O grupo hiperalimentado aos 21 dias apresentou valores de relagao
insulina/glicose significativamente superiores ao grupo controle (C 21: 1,92+0,08; H
21: 3,2+0,2; p< 0,001). O mesmo nao ocorreu aos 10 dias (C 10: 2,8+0,2; H 10:
2,810,2) (Figura 14). Mostrando que o efeito da hipernutrigdo foi diferente entre as

idades.
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Tabela Resumo 2 - Dados Bioquimicos
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Glicose insulina Razao Colesterol Trigliceridios
Plasmatica Plasmatica Insulina/ Plasmatico Plasmatico
(mg/dl) (nU/ml) Glicose (mg/dl) (mg/dl)
10 dias
Controle 94.4+76 25.22+1.2 2.82+0.2 66.3+10 49.5+3.1
Hiperalim. 136.9+ 7.5* 3248 +3.1* 2.84+0.2 08.8+3.5#  110.5+14#
21 dias
Controle 138.6+ 124 1956+0.8  1.92+0.08 96+9 74.6+12.7
Hiperalim 196+ 12.3*  31.03+0.61* 318+027* 136+37#  144.3+18#
TWO WAY ANOVA
Tratamento <0.001 <0.001 ns <0.001 <0.001
Idade <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.05
Interagdo Ns <0.05 ns Ns ns

Valores representados como media+ erro padrdo com numero de 6 animais por

grupo. Os dados foram analisados usando Two Way ANOVA e teste-t de student,

com p valor significativo de <0.05.

* p<0,001 hiperalimentado x controle ; # p<0,05 hiperalimentado x controle
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4.4 Morfometria

A redugao da ninhada promoveu importantes alteragdes na morfometria do
coragao.

O peso do coragao dos hiperalimentados aos 21 dias foi significantemente
maior quando comparado ao controle (C 21: 179,4+£10,2; H 21: 264,7+4,9; p< 0,001)
(Tabela 3). O mesmo nao pode ser visto aos 10 dias. O peso do coragao é maior
aos 21 dias quando comparados com de 10 dias. O efeito da hipernutricdo foi
diferente entre as idades.

O mesmo resultado foi encontrado em relacdo ao peso do ventriculo
esquerdo (tabela 3).

Nao foi observada diferenca ao comparar lactentes controles com
hiperalimentados em relagdo a razdo ventriculo esquerdo/ coracdo e na razao
ventriculo esquerdo/ peso corporal, aos 10 e 21 dias (figura 15; tabela 3).

Porém, quando foi realizada a razdo peso do ventriculo esquerdo/
comprimento da tibia e a raz&o peso do coragao/comprimento da tibia, foi visto que
as razbes foram maiores nos lactentes hiperalimentados aos 21 dias do que nos
controles. O mesmo nao pode ser verificado aos 10 dias, ja que né&o foi verificada
diferenga no peso dos coragdes, dos ventriculos e no comprimento da tibia (tabela

3).



Tabela resumo 3 - Dados Cardiacos
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Cor (mg) VE(mg) VE/Cor VE/PC VEIT Cor/ T
10 dias
Controle 95.1+2.4 61.3+2.4  0.64+02 3.3+01 67+16 9.7 +0.62
Hiperalim. 97 +4.7 65.8+3.8  0.67+0.01 3.3+0.2  6,7+0,7 9.4+0.4
21 dias
Controle 179.4+10.2 117.5+10.6 0.65+0.03 3.6+0.2 56+0.05 8.5+0.5
Hiperalim 264.7 +4.9* 174.7+6* 0.66+0.03 3.7+0.1  9.6+0.02* 14.5+0.4*
TWO WAY ANOVA
Tratamento <0.001 <0.001 ns ns <0.001 <0.001
Idade <0.001 <0.001 ns ns <0.001  <0.001
Interagéo <0.001 <0.001 ns ns <0.001 <0.001

Valores representados como media+ erro padrao com numero de 6 animais por

grupo. Os dados foram analisados usando Two Way ANOVA e teste t de student,

com p valor significativo de <0.05.

* p<0,001 hiperalimentado x controle ; # p<0,05. hiperalimentado x controle

Cor= peso do coragao; VE= peso do ventriculo esquerdo; PC=peso corporal; T=

comprimento da tibia
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Hipertrofia Ventricular

A relagdo peso do ventriculo esquerdo (VE) em mg e comprimento da tibia
em mm foi significativamente maior nos animais hiperalimentados em comparagéao
com os controles aos 21 dias (C 10: 4,85+0,24; H 10: 6,74+0,34; C 21: 5,57+0,5 H
21:9,57+0,24). O mesmo nao pode ser visto aos 10 dias. Mostrando que o efeito da

hipernutricao foi diferente entre as idades
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Relagao ventriculo esquerdo (mg)/ tibia

Figura 15: Relacdo do peso do ventriculo esquerdo e comprimento da tibia
caracterizando a hipertrofia ventricular esquerda em filhotes machos controles (C) e
hiperalimentados (H) ao 10° e 21° dia de idade. Valores expressos em média * erro

padrdo da média (n = 8). #5 < 0,001 H vs C no 21° dia de lactac&o
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4.5. Biologia Molecular

4.5.1 Conteudo de GLUT-1

Os grupos hiperalimentados apresentaram reducgéo significativa de GLUT 1
cardiaco quando comparado com os controles . A hipernutricdo promoveu
modificagdes importantes de maneira similar nas duas idades.

Aos 10 dias de idade a reducéo foi de 42% (C 10: 82+6; H 10:48 £5,9).

Aos 21 dias de idade a redugéo foi de 36% (C 21:98 + 2; H 21: 63 £0,1).
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Figura 16: GLUT-1 de lactentes machos controles (C) e hiperalimentados (H) ao
10° e 21° dia de idade. Valores expressos em média  erro padrao da média (n = 4).

*5 < 0,05 H vs C no 10° dia e *p < 0,001 H vs C no 21° dia de lactagao.
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4.5.2 Conteudo de GLUT-4

Os grupos hiperalimentados apresentaram aumento significativo de GLUT 4
cardiaco quando comparado com os controles . A hipernutricado promoveu acréscimo
no conteudo de GLUT-4 de forma similar nas duas idades.

Aos 10 dias de idade o aumento foi de 30%.

Aos 21 dias de idade o aumento foi de 31%.
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Figura 17: GLUT-4 de filhotes machos controles (C) e hiperalimentados (H) ao
10° e 21° dia de idade. Valores expressos em média + erro padrdo da média (n =

8). *5 < 0,05 H vs C no 10° e 21° dia de lactag3o..
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4.5.3 Conteudo de AKT

Os grupos hiperalimentados apresentaram aumento significativo de AKT
cardiaca quando comparado com os controles. O efeito da hipernutrigdo foi igual nas
duas idades.

Aos 10 dias de idade o aumento foi de 31%.

Aos 21 dias de idade o aumento foi de 50%.
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Figura 18: AKT de filhotes machos controles (C) e hiperalimentados (H) ao 10° e
21° dia de idade. Valores expressos em media + erro padrao da média (n = 8). *n

< 0,05 Hvs Cno 10° e 21° dia de lactagao..



45

4.5.4 Relacao pAKT/AKT

Os grupos hiperalimentados apresentaram aumento significativo na relagao
pAKT/akt cardiaca quando comparado com os controles.
Aos 10 dias de idade o aumento foi de 70%.

Aos 21 dias de idade o aumento foi de 35%.
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Figura 19: Relacdo pAKT/AKT de filhotes machos controles (C) e
hiperalimentados (H) ao 10° e 21° dia de idade. Valores expressos em média +

erro padrao da média (n = 8). #5 < 0,05 H vs C no 10° e 21° dia de lactacso..
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5.DISCUSSAO

Em relacdo a obesidade o modelo experimental utilizado gerou resultados
similares aos originalmente obtidos por Plagmann e col (2000) confirmando que
através da redugdo da ninhada (apds o 4° dia de lactagédo), foi possivel gerar
hiperalimentagdo com ganho ponderal a partir dos 10 dias se mantendo até o final
da lactagdo as custas de aumento no percentual de gordura. Os lactentes
hiperalimentados apresentam o percentual de gordura significantemente maior que
os controles (p<0,001). Outros pesquisadores, usando o0 mesmo modelo, também
verificaram aumento de gordura em locais como: epididimo, retroperiténio, perirenal

e mesenquimal (Boullu- Ciocca e col, 2005; Bassett & Craig, 1988).

Observou-se também que o grupo hiperalimentado, apresenta precocemente
alteragdes no metabolismo glicidico (aos 10 dias), com elevacdo dos valores de
insulina plasmatica e glicose plasmatica. Curiosamente, neste periodo a relagao
insulina/glicose manteve-se normal. Porém, no final da lactagdo, os filhotes
hiperalimentados ja apresentam resisténcia a insulina. Ou seja, em breve periodo de
tempo relevantes modificacbes metabdlicas ocorrem. Paralelamente, também neste
periodo ocorrem modificacbes do metabolismo lipidico refletidas no aumento de
colesterol e de trigliceridio.

Ou seja, o aumento da disponibilidade de nutriente ao neonato gera
alteragbes na homeostase glicémica, hiperinsulinemia e dislipidemia, que sé&o
caracteristicas da sindrome metabdlica (Voits e col, 1996; Plageman e col, 1999,
Kahn & Flier, 2000). Esses resultados contribuem no entendimento dos efeitos das
variagdes nutricionais durante o periodo perinatal provocando alteracbes

metabdlicas adaptativas que resultam nos efeitos deletérios em longo prazo. Tais
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adaptagbes (impressdao metabdlica) necessarias no momento critico do
desenvolvimento, ao perdurarem na idade adulta (programagao metabdlica),
promovem uma reprogramacgao organica gerando desequilibrio e consequentemente
o aparecimento de patologias, como das doengas crbnico-degenerativas (Moura e
col., 2004).

Estudos mostram que a primeira semana de lactacdo € um momento critico
para a geragcao de modificagdes na homeostase glicémica de ratos (janela critica)
sendo capaz de gerar uma programagao metabdlica indutora de disturbios da
homeostase organica como tem sido observado em criangas prematuras (Lucas,
1994; Waterland e col.,, 1999; Moura e col.,, 2004). Assim sendo, 0S nOsSsOS
resultados sugerem que a nutricdo no periodo pés-natal determina os distintos perfis
da homeostase glicémica na idade adulta (Basset & Craig, 1998; Fiorotto e col,
1991; Plagemann e col, 1999, Faust e col, 1980; Voits e col., 1996).

Outro resultado encontrado em nosso estudo que alerta para uma possivel
sensibilizagcdo dos receptores de insulina do hepatécito e no musculo nos lactentes
hiperalimentados aos 10 dias. O alto provimento energético no inicio da vida elevou
a glicemia e a insulina plasmatica, mas com manutengao da relagao insulina/glicose.
Assim, o aumento da insulina circulante estimula a glicogénio sintase e
consequentemente aumenta a sintese do glicogénio justificando o estoque de
glicogénio hepatico e muscular aumentados aos 10 dias de idade (p<0,05) (Pilkis &
Granner, 1992).

Contudo no final da lactagdo, apesar o quadro de hiperglicemia e
hiperinsulinemia, os filhotes hiperalimentados apresentaram aumento da relagao
insulina/ glicose caracterizando um quadro de reduc¢do da sensibilidade a insulina, e

consequentemente os estoques de glicogénio ndo se apresentavam aumentados
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(p>0,05). A possivel explicagao para tal achado € que, em decorréncia da impressao
metabdlica induzida pela hiperalimentagdo nesses animais, ha uma reducao da
sensibilidade sistémica a insulina com consequente prejuizo no metabolismo
glicidico e a nao estimulacéo da glicogénio sintase. Mas esta nao foi capaz de levar
a redugao do conteudo de glicogénio hepatico e nem muscular.

Dados publicados recentemente (Pereira e col, 2006) evidenciam que além da
insulina, a leptina também se encontra aumentada nos lactentes hiperalimentados.
Além disso, em outra série de estudos de nosso laboratério observou-se uma inter-
relacdo das cascatas de sinalizacdo da insulina e da leptina e sdo capazes de
controlar o metabolismo energético cardiaco, sendo que a leptina também aumentou
nos filhotes desnutridos (Moura e col 2002). Provavelmente a resposta da leptina
decorra de algum tipo de alteragao nutricional no inicio da vida, ou seja, no caso da
desnutricdo ou da hipernutricdo sugerindo um mecanismo adaptativo inespecifico.

As dislipidemias e a resisténcia a agdo da insulina estdo associadas, e sao
consideradas como os principais fatores para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (Kahn & Flier, 2000). Ademais o resultado bioquimico encontrado
reforcou as alteragbes nos fatores predisponentes da geragdo de disturbios
cardiovasculares, com o aumento das ftriglicérides e do colesterol total nos

hiperalimentados durante a lactagéo (p<0,05).

De forma mais especifica esse trabalho além de demonstrar a potencialidade
do modelo de Plagemman o utilizou no estudo do desenvolvimento e metabolismo
energético do coragao.

No que diz respeito especificamente ao miocardio, sabemos que existem dois

transportadores que sado expressos nos cardiomiocitos, o GLUT-1 (ndo dependente

de insulina) e o GLUT-4 (dependente de insulina). No coragdo do neonato, ha uma
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maior expressao de GLUT-1 comparado ao GLUT-4, que com o desenvolvimento do

musculo cardiaco o GLUT-4 substitui o GLUT-1 (Friehs e col., 2003).

Estudos realizados por Vanoverschelde e col (1994), estudando o GLUT-4,
observaram em corag¢des de coelhos adultos que o aumento da glicélise durante a
isquemia reduziu o dano isquémico ao miocardio e melhorou a recuperagao da
funcdo contratil apds reperfusdo. Refor¢cando tal conceito, Tian & Abel (2001)
utilizando ratos knockout, para GLUT4 cardiaco, verificaram que durante a isquemia,
estes coragdes exibiram redugéo da utilizagado de glicose e desenvolveram profunda
e irreversivel disfuncio sistdlica e diastdlica associado a uma acelerada deplecao de
ATP, demonstrando claramente que o GLUT-4 € um importante mediador do
aumento da glicélise durante a isquemia e representa um mecanismo protetor contra
lesbes isquémicas, além de ter desenvolvido hipertrofia. Diversos outros autores
também tém encontrado resultados nesse sentido (Friehs e col., 2003; Ramasamy e
col., 2001).

No nosso estudo notamos que os filhotes hiperalimentados estabeleceram um
novo equilibrio em relagao aos transportadores de glicose no musculo cardiaco, com
reducdao de GLUT-1 e aumento de GLUT-4, expressando uma antecipacdo da
dependéncia a insulina do musculo cardiaco. Este resultado reveste-se de particular
importancia, tendo em vista que esta precocidade na dependéncia de insulina pode
levar a prejuizos para o funcionamento futuro do coragao.

Como consequéncia das alteragdes metabdlico-nutricionais e de expressao
génica, resulta no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (Li e col, 2002, Hannan e
col, 2003, Rajapurohitam e col., 2003). A hipertrofia cardiaca € uma adaptacao do
coracdo a uma nova condicido de trabalho. Esta adaptacdao € coordenada por

horménios, citocinas e fatores de crescimento (Dorn & Force, 2005; Heineke &
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Molkentin, 2006). Inicialmente a hipertrofia pode ser considerada um mecanismo
adaptativo, mas em longo prazo altera o metabolismo cardiaco (Proud, 2004;
DeBosck e col, 2006). Sabe-se ainda que a hipertrofia ventricular esquerda é
considerada uma doenga complexa representada por interagcbes genéticas e
ambientais (Belke e col, 2002; DeBosch e col, 2006; Heineke & Molkentin, 2006).

Em humanos, Sinvanadan e col (2006) em estudo longitudinal com 132
criancas saudaveis, verificaram a associagdo entre hipertrofia ventricular e
obesidade em criangas. Os autores observaram que a associagao da hipertrofia
ventricular com a resisténcia a insulina dependia da obesidade. Sugerem ainda
como prevengao da hipertrofia cardiaca o controle do ganho de peso na infancia.
Kankaanpaa e col (2006) demonstraram que depdésitos de trigliceridio no miocardio
precedem o aparecimento da hipertrofia ventricular, sendo os depdsitos maiores em
obesos.

Existem diferentes vias de regulagdo da hipertrofia cardiaca (Heineke &
Molkentin, 2006). As modificagbes das vias metabdlicas constituem o mecanismo
basico (Heineke & Molkentin, 2006) e, a insulina e a leptina, horménios dependentes
de nutrientes disponiveis, parecem potencializar as vias de sinalizagdo nos
cardiomidcitos induzindo a hipertrofia (Smith e col, 2006).

Um fator chave na regulagc&o do crescimento cardiaco € a Akt (O’'Nell & Abel,
2006, Walsh, 2006, DeBosch e col, 2006). Alem disso, é considerado um fator
comum de diferentes vias de sinalizagdo que desencadeia a hipertrofia, como das
vias da GSK3 e do mTOR por meio de ativacao de fatores de transcricdo e tradugao
génica (Chan e col, 2004; Chan & Dyck, 2005).

Em nosso estudo, os lactentes hiperalimentados, no final da lactacéo,

apresentaram aumento do peso do coragao e dos ventriculos (p<0,01), quando tais
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valores foram corrigidos pelo comprimento da tibia verificamos que estes
apresentavam hipertrofia ventricular esquerda. Complementarmente verificamos qu
a akt esta mais fosforilada (mais estimulada) nos animais hiperalimentados tanto aos
10 dias quanto aos 21 dias (pakt/akt).

O cardiomiocito ao desenvolver a hipertrofia adapta-se restabelecendo perfil
metabdlico similar ao encontrado em estagios precoces de seu desenvolvimento.
Mas os estudos ainda sao controversos em relagdo a escolha do substrato
energético e as diferentes vias de sinalizagdao durante o desenvolvimento do
musculo cardiaco (principalmente em condi¢des nutricionais anormais).
Pesquisadores sugerem algumas adaptagdes em resposta a hipertrofia como a
ativacdo do das vias da Akt, mTOR e da MAPK e reducao da AMPK e PPARa
(Luptak, 2005).

Desta forma, tantos os resultados apresentados, quanto os dados da
literatura, indicam que a hiperalimentacdo na lactacdo seja um importante fator
responsavel pelas doengas cardiovasculares, sendo essa uma linha de pesquisa
relevante na tentativa de prevenir os possiveis efeitos deletérios a saude por eles

provocados.
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CONCLUSAO

# A hiperalimentagao durante a lactagao levou ao aumento da ingestao de leite
pelos neonatos durante toda a lactacédo. O ganho de peso e o percentual de

gordura foram maiores nos hiperalimentados.

# Os lactentes hiperalimentados apresentaram alteracdo no metabolismo
glicidico com aumento de colesterol, trigliceridio, glicose e insulina plasmatica.
O alto provimento energético levou ao aumento dos estoques de glicogénio

hepatico e muscular aos 10 dias.

# A hiperalimentacdo provocou hipertrofia cardiaca nos lactentes e induziu ao

aumento da sinalizagéo da proteina AKT (via de hipertrofia).

# A hiperalimentacado provoca antecipacdo na dependéncia dos cardiomidcitos
por insulina devido a reducdo do conteudo de GLUT-1 juntamente ao
aumento do conteudo de GLUT-4. Tal antecipacdo da utilizacdo da insulina é
fator indutor do crescimento cardiaco e pode refletir a precipitacao de futuras

desordens no metabolismo energético.
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