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RESUMO

Janelas de programagdo sao periodos criticos do desenvolvimento de um organismo,
intervencdes hormonais ou nutricionais nestas fases podem pré-dispor o organismo a
doengas na idade adulta. Estes eventos sdo denominados de imprinting ou programagao
metabdlica. O periodo lactacional € considerado uma das janelas de programacao,
alteragdes nesta etapa podem promover obesidade e diabetes tipo 2 na idade adulta. O
presente trabalho investigou os efeitos do exercicio fisico regular sobre a obesidade
induzida por hiperalimentagdo lactacional e o controle secretor de insulina em ilhotas
pancreaticas isoladas. Ninhadas de ratos Wistar machos foram padronizadas em 10 filhotes
por ninhada até o 3° dia de vida, posteriormente as ninhadas foram reajustadas em
Ninhadas Normais (NN), 9 filhotes e Ninhadas Reduzidas (NR), 3 filhotes por ninhada. Aos
21 dias os animais foram desmamados e subdivididos em grupos sedentarios (SED) e
exercitados (EXE), formando 4 grupos experimentais: NNSED; NNEXE; NRSED e NREXE.
O protocolo de exercicio fisico consistiu em natagcdao 3x/semana/30min. Aos 90 dias
amostras de tecido adiposo e pancreas foram retirados para analise histolégica. Amostras
de sangue foram coletadas para analises bioquimicas plasmaticas (glicose, triglicerideos e
colesterol). As ilhotas foram isoladas e incubadas em diferentes concentragcdes de glicose
(8,3; 16,7; 20,0 e 28,0 mM) na presenca ou auséncia de acetilcolina (Ach: 0,1; 1; 10; 100 e
1000 uM). A expresséo protéica do receptor muscarinico M3 e da PLCP foram realizadas em
ilhotas pancreaticas isoladas. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da
meédia, com analise de variancia ANOVA (pos teste Bonferroni entre pares selecionados) e
Teste t de Student’s (p<0,05). Animais NRSED desenvolveram obesidade, com aumento de
aproximadamente 25% nos depdsitos de gordura visceral. A glicemia de jejum aumentou
16,7% neste grupo; sem entretanto, afetar os demais parédmetros plasmaticos (colesterol,
triglicerideos e insulina). Adipécitos brancos e ilhotas pancreaticas apresentaram hipertrofia
nos animais NRSED. A natacado reduziu os depdsitos adiposos viscerais em 20% (NNEXE)
e 12% (NREXE) e aumentou os depdsitos de gordura marrom em 106,8% (NNEXE) e 63,9%
(NREXE). Adicionalmente, a natagdo restabeleceu a glicemia e evitou a hipertrofia dos
adipoécitos brancos e das ilhotas pancreaticas nos animais NREXE. llhotas pancreaticas de
ratos NRSED apresentam redugéo da secregao de insulina estimulada por glicose (~33%) e
Ach (~104%). llhotas de animais NREXE restabeleceram a resposta a glicose sem corrigir a
acao da Ach. Os efeitos secretores foram independentes da expressao protéica. Todavia,
em ilhotas do grupo NNEXE a menor resposta a Ach foi acompanhada de redugao (44,8%)
na expressao do M3. O maior aporte calérico promovido pela reducdo de ninhada no
periodo lactacional favorece a instalacdo da obesidade, além de induzir alteragcdes no tecido
adiposo e pancreas enddcrino. O exercicio fisico € capaz de atenuar a obesidade e
restabelecer a secre¢ao de insulina frente a alguns estimulos.

Palavras—chave: obesidade, lactagdo, programacéo metabdlica e exercicio.



ABSTRACT

Developmental Windows are critical periods during the development of an organism,
hormonal and nutritional interventions in this phase might predispose the organism to certain
diseases in adulthood. These events are called imprinting or metabolic programming. The
lactation period is considered one of the developmental Windows and changes in this phase
might promote obesity and type 2 diabetes in adulthood. This study investigated the effects
of regular physical activity on obesity induced by overnutrition in the lactation period and the
insulin secretion control in isolated pancreatic islets. Litters of male Wistar rats were
standardized to 10 offsprings per litter up to 3-day old, later the litters were readjusted to NN
(normal litters) with 9 rats and NR (reduced litters) with 3 rats per litter. When the rats were
21 days old they were weaned and subdivided into sedentary (SED) and exercised (EXE)
groups, forming 4 experimental groups: NNSED; NNEXE; NRSED and NREXE. The physical
exercise program consisted of 3x/week/30 min. swimming. On the 90™ day samples of fat
tissue and pancreas were collected for histological analysis. Blood samples were collected
for plasmatic biochemical analysis (glucose, triglycerides and cholesterol). The islets were
isolated in different incubated glucose concentrations (8.3; 16.7; 20.0 and 28.0 mM) in the
presence or absence of acetylcholine (Ach: 0.1; 1; 10; 100 and 1000 pm). The muscarinic
receptor M3 and the PLCP protein expressions were carried out in isolated pancreas islets.
Data was expressed as average + average standard error, with variance analysis ANOVA
(post Bonferroni test between the selected pairs) and Student’s Test t (p<0,05). NRSED
animals developed obesity, with an increase of about 25% in visceral fat deposits. The
fasting glucose increased 16.7% in this group without, however, affecting the remaining
plasmatic parameters (cholesterol, triglycerides and insulin). White adipocytes and pancreas
islets presented hypertrophy in the NRSED animals. Swimming reduced visceral fat deposits
in 20% (NNEXE) and 12% (NREXE) and increased brown fat deposits in 106,8% (NN-EXE)
and 63,9% (NR-EXE). Additionally, swimming reestablished the glycemia and prevented
hypertrophy of white adipocytes and pancreas islets in NR-EXE animals. The pancreas islets
of NR-SED rats presented reduction in the insulin secretion stimulated by glucose (~33%)
and Ach (~104%). Islets of NR-EXE animals reestablished the glucose response without
correcting the Ach action. The secretor effects were independent from the protein expression.
However, in islets of NN-EXE group the lowest response to Ach was followed by the
reduction (44.8%) in the M3 expression. Higher caloric intake promoted by the litter reduction
during lactation favored obesity, besides leading to changes in the fat tissue and endocrine
pancreas. Physical exercise can reduce obesity and reestablish insulin secretion following
some stimuli.

Key-words: obesity, lactation, metabolic programming and exercise.
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1. INTRODUGAO

1.1 OBESIDADE

A alimentagcdo é uma condicdo basica e essencial a sobrevivéncia dos
individuos, sendo um processo fisiologico complexo que integra o controle do desejo
de comer, o armazenamento e o gasto energético. No entanto, o desajuste
homeostatico da ingesta alimentar e gasto energético levam a instalacdo de
disturbios nutricionais e fisiopatoldgicos como desnutricdo ou obesidade (LEITE;
NETO, 2009). A obesidade é tida como um estado crénico em que o excesso de
energia ingerida excede o gasto energético (SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2012).

A crescente taxa de obesidade na populagdo se tornou um problema de
ordem social, econdmico e de saude, a qual afeta paises desenvolvidos, bem como
aqueles em desenvolvimento. Para a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), a
obesidade é considerada uma epidemia mundial, sendo esta uma doenga de causas
multifatoriais. O acumulo de tecido adiposo esta estreitamente relacionado ao
aparecimento de desordens como resisténcia a insulina (RI), hipertenséo arterial,
intolerancia a glicose e dislipidemia. Este conjunto de anormalidades é tido como
sindrome metabdlica (SM), a qual esta intimamente relacionada a Vvarias
adversidades clinicas, como doengas cardiovasculares (DCV), hipertensao arterial,
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e dislipidemia (COTTRELL; OZANNE, 2007;
WAJCHENBERG, 2000).

A hipotese evolutiva para o aumento da populacdo obesa defende que os
seres humanos possuem um genétipo econdmico persistente de seus
antepassados, os quais frequentemente enfrentavam oscilantes periodos de fome e
disponibilidade de alimento. Deste modo, para superar os longos periodos de jejum
estes individuos deveriam possuir alta capacidade de armazenamento energético, o
que provavelmente levou ao desenvolvimento do tecido adiposo (DAMIANI;
DAMIANI; DE MENEZES FILHO, 2010). Um tecido cujo subtipo celular — o adipdcito
— é altamente especializado em converter excesso de nutrientes em lipidios (LEITE;
NETO, 2009). Os lipidios por sua vez, aléem de formarem uma excelente fonte de
energia, podem ser armazenados em elevadas quantidades. Todavia, o0 que ha
milhdes de anos foi uma vantagem evolutiva nas sociedades modernas,

industrializadas e sedentarias, tornou-se um problema. O estilo de vida atual
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favorece o consumo de alimentos ricos em gorduras e carboidratos, promove o
baixo gasto energético, culminando com excesso de substratos energéticos
armazenados no tecido adiposo, situagdo que se tornou indesejavel diante da
pandemia da obesidade (SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2012; YANG; SMITH,
2007).

Considerando que milhdes de pessoas sofrem com o excesso de tecido
adiposo, diferentes métodos sao utilizados para avaliar o acumulo de gordura
corporal e indicar o nivel de obesidade dos individuos. Dentre os métodos de
avaliacdo, estdo as avaliagbes das dobras cuténeas, circunferéncias e diametros
corporais, bioimpedancia elétrica e as técnicas de imagem, como tomografia
computadorizada e ressonancia magnética (QUEIROGA, 1998). No entanto, o indice
de Massa Corporal (IMC) é o parametro mais utilizado por sua praticidade.

O IMC indica o grau de obesidade através do calculo que leva em
consideragdo o peso corporal (Kg) dividido pela altura (mz). Individuos normais
apresentam o IMC entre 18,5 - 24,9, resultados de IMC entre 25 a 29,9 indicam
excesso de peso, sendo considerados obesos aqueles que tém o IMC = 30 Kg/m2
(WAJCHENBERG, 2000). Individuos obesos possuem maior probabilidade de
desenvolvimento de doencas crénicas devido as anormalidades metabdlicas
derivadas da instalacdo da obesidade, dentre estas doencas estdo o diabetes,
doencas cardiacas e maior incidéncia de alguns tipos de cancer (GUILHERME et al.,
2008; MARIATH et al., 2007; WAJCHENBERG, 2000; YANG; SMITH, 2007).

A precoce instalacdo da obesidade é observada pelo aumento do sobrepeso
durante a infancia. Neste periodo muitas mudangas fisiolégicas ainda ocorrem,
elevando os riscos do inicio da instalacdo de desordens metabdlicas, que, quando
nao tratadas, levam individuos a se tornarem adultos obesos (BERTHOUD, 2012).

Em individuos obesos os depdsitos de tecido adiposo visceral e subcutaneo
encontram-se distribuidos desproporcionalmente pelo organismo, havendo, dessa
forma, prevaléncia dos depdsitos de gordura visceral, os quais se localizam,
principalmente, na regido abdominal. A deposi¢cao da gordura abdominal pode situar-
se subcutaneamente ou ainda intra-abdominal, ou seja, em contado direto com as
visceras, sendo esta a gordura mais prejudicial (MOURA VI; RI, 2010;
WAJCHENBERG, 2000; YANG; SMITH, 2007).

A diferenca entre a localizagdo dos dois depésitos de gordura também reflete

diferengas funcionais, a niveis de mobilizacido lipidica, maturagcdo, producado de
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adipocitocinas e a nivel morfolégico. Conforme demonstrado pela primeira vez pelo
meédico francés Jean Vague, a disposicdo da massa adiposa no organismo esta
diretamente associada a predisposicado de determinadas doengas (VAGUE, 1956).

Individuos com maior acumulo de gordura abdominal, ou seja, com aumento
de gordura visceral, ttm maiores chances de desenvolver DCV e diabetes. Além de
influenciar no decréscimo da sensibilidade a insulina, a gordura abdominal esta
relacionada a alteragdes lipidicas, tais como: aumento nos niveis dos triglicérides e
das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e redugao das lipoproteinas de
alta densidade (HDL) (WAJCHENBERG, 2000; YANG; SMITH, 2007).

Dessa forma, considerando o excesso de tecido adiposo como elemento
central para o desenvolvimento de quadros patoldgicos, compreender seu
desenvolvimento e funcionamento €& fundamental para possiveis intervensdes

preventivas e de tratamentos.

1.2 FISIOPATOLOGIA DO TECIDO ADIPOSO BRANCO (TAB)

Antigamente acreditava-se que o TAB estava relacionado apenas ao papel de
armazenamento do excesso de energia. No entanto, hoje o tecido adiposo é tido
como um importante orgdo enddcrino-metabdlico responsavel por auxiliar no
metabolismo energético. Este recebe sinais neuroenddcrinos, autdcrinos, paracrinos,
e produz substancias sinalizadoras que agem em grupos neuronais hipotalamicos
envolvidos na regulagdo da ingestdo alimentar, armazenamento energético e
saciedade (BOGUSZEWSKI; PAZ-FILHO; VELLOSO, 2010; LEITE; NETO, 2009).

Os diversos sinalizadores produzidos e liberados pelos adipécitos recebem o
nome de adipocinas, as quais sao uma série de horménios peptidicos e citocinas
que exercem efeitos metabdlicos e enddcrinos generalizados, afetando o
funcionamento dos demais tecidos, tais como sistema nervoso central (SNC),
musculo e figado (LEITE; NETO, 2009; YANG; SMITH, 2007).

Durante a formacdo do TAB as células ainda em desenvolvimento
apresentam diversas goticulas de gordura, as quais se juntam formando uma unica
gota lipidica no interior do adipocito quando estes se tornam maduros (DE QUEIROZ
et al.,, 2009). Os adipdcitos armazenam os lipideos em seu interior na forma de
triacilglicerol (TAG).
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A expansao do tecido adiposo na obesidade é determinada pelo aumento no
tamanho dos adipécitos (hipertrofia) e/ou pelo aumento do numero de adipocitos
(hiperplasia). A hipertrofia dos adipdcitos esta relacionada a ativagdo de vias
metabdlicas que promovem acumulo de TAG via lipogénese. Os adipdcitos passam
entdo a armazenar mais TAG em seu interior até atingir sua capacidade maxima
(YANG; SMITH, 2007). Por outro lado, a hiperplasia ocorre por adipogénese,
derivando de células-tronco mesenquimais multipotentes. Dentre os dois processos
responsaveis pela expansao do tecido adiposo a hipertrofia € mais prejudicial ao
organismo (DE QUEIROZ et al., 2009), pois, apds atingir sua capacidade maxima de
estocagem, os adipocitos hipertrofiados entram em disfungdo e tornam-se mais
lipoliticos. Passam ainda a produzir de maneira desequilibrada mais citocinas
inflamatdrias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1(IL-1) e
interleucina-6 (IL-6), entre outros gerando processos inflamatorios locais e
posteriormente sistémicos (RAMALHO; GUIMARAES, 2008).

Além das citocinas inflamatérias o TAB produz outras adipocinas, como
leptina e adiponectina, as quais sao benéficas ao organismo. O processo
inflamatorio gerado pelo excesso de tecido adiposo promove a diminui¢do na
producdo das leptina e adiponectina, além de interferir na acdo da insulina nos
6rgaos periféricos (RAMALHO; GUIMARAES, 2008; YANG; SMITH, 2007).

Além do processo inflamatério, outro fator que contribui para o
desenvolvimento de comorbidades associados a obesidade esta ligado ao excesso
de acidos graxos livres (AGL), derivados especialmente do tecido adiposo visceral, o
qual se apresenta menos sensivel ao efeito antilipolitico da insulina (KAHN; HULL;
UTZSCHNEIDER, 2006).

A obesidade esta relacionada ao desajuste do sistema nervoso autbnomo
(SNA). Assim como outros orgédos endocrinos, o TAB recebe inervagbes de ambas
as divisdes autonbmicas, as quais exercem efeitos opostos no metabolismo deste
tecido (SCHEURINK; STEFFENS, 1990). Tanto em humanos, como em modelos de
obesidade animal, evidéncias demonstram que ha prevaléncia do sistema nervoso
parassimpatico (SNP) sobre o sistema nervoso simpatico (SNS) (DE COURTEN et
al., 2004). Em condig¢des prevalentes o SNP potencializa a liberagao de insulina pelo
pancreas enddcrino, sendo assim, a insulina tem acéo lipogénica no tecido adiposo,
promovendo o acumulo de gordura corporal (BENOIT et al., 2004; PROENCA, 2010;
SCHEURINK et al., 1989).
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Mecanismos neuroenddcrinos estdo envolvidos na manutencdo da
homeostase energética, dispondo de infinita rede de comunicagdo entre os
diferentes sistemas, onde sensores e receptores promovem a sinalizagado entre os
tecidos periféricos e 0 SNC (LEITE; NETO, 2009). Diferentes estudos em humanos e
roedores sugerem que as raizes da obesidade podem surgir durante fases criticas
do desenvolvimento. Fases em que a formacgdo sistémica encontra-se mais
suscetivel a interferéncias externas, as quais podem interferir na formagdo da
complexa rede de sinalizagdo do controle do peso corporal. A este fenbmeno, em
que eventos podem intervir em fases especificas do desenvolvimento do organismo
e promover mudangas, as quais persistem até a vida adulta, predispondo o individuo
a certas doengas, € chamado de imprinting metabdlico ou programagao metabdlica
(COTTRELL; OZANNE, 2007; HANLEY et al., 2010).

1.3 SISTEMA NERVOSO CENTRAL E O CONTROLE DA INGESTA ALIMENTAR

O monitoramento do estado nutricional, consumo e o gasto energético sao
mantidos por uma série de sinalizadores periféricos, dentre os quais se destacam
aqueles oriundos do trato gastrointestinal, figado, glandulas endodcrinas e tecido
adiposo. Estes sinalizadores aferentes interagem com diferentes tipos de receptores
distribuidos em regides especificas do SNC determinando a ativagao de vias neurais
eferentes que sdo encaminhadas via ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-glandulas
e/ou através dos ramos do SNA para manter a homeostase energética
(BOGUSZEWSKI; PAZ-FILHO; VELLOSO, 2010; SUZUKI; JAYASENA; BLOOM,
2012).

Dentre os diversos sinalizadores do balango energético os horménios insulina
e leptina produzidos no pancreas endocrino e tecido adiposo, respectivamente,
exercem os mais marcantes efeitos sobre o controle alimentar e o gasto energético,
atuando sobre nucleos hipotalamicos do SNC. Adicionalmente, metabdlitos como
glicose, AGL e aminoacidos também atuam a nivel central para modular o
metabolismo (LEITE; NETO, 2009). Completando estas redes neurais e endocrinas
de comunicagdo integram-se as influéncias sensoriais, comportamentais e
ambientais (COTTRELL; OZANNE, 2007; MARKUS, 2005).

Considerando o SNC como sede dos diversos sinais moduladores da

homeostase energética, compreender a integracdo e a ativagado de redes neurais
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aferentes e eferentes é fundamental para entender como o organismo preserva o
ponto de ajuste do peso corporal (SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2012).

O hipotalamo, considerado o centro regulador da ingesta alimentar, é a
primeira regido encefalica envolvida na homeostase energética. Situado ao redor do
terceiro ventriculo cerebral, esta regido é formada por complexos conjuntos de
neurénios — os denominados nucleos hipotalamicos - os quais sao sinapticamente
interigados e coordenados pelos sinais periféricos que flutuam de acordo com
estado alimentar ou de jejum (BOURET, 2009; DAMIANI; DAMIANI; DE MENEZES
FILHO, 2010).

Neuralmente e funcionalmente o hipotalamo é dividido em duas regides, uma
anterior, a qual abrange o nucleo paraventricular (PVN) e nucleo supradptico (NSO),
€ uma regiao posterior, composta pelo nucleo arqueado (ARQ), nucleo ventromedial
(VMH), nucleo dorsomedial (DMV) e lateral (LH) (BOURET, 2009; SAWCHENKO,
1998).

Inicialmente, estudos do SNC em modelos experimentais animais, sugeriram
a hipotese “dual”. Esta hipotese considerava que o VMH era o “centro da saciedade”
e 0 nucleo lateral do hipotalamo "centro da fome". No entanto, avancgos
demonstraram que varios centros cerebrais como hipotalamo (formado por diversos
nucleos, inclusive os citados pela hipétese dual), tronco cerebral e centros da
recompensa estdo intimamente interrelacionados por meio de circuitos neuronais
para regular a homeostase energética. Mesmo que diversos nucleos hipotaldmicos e
cerebrais estejam envolvidos no controle do peso corporal, o ARQ é uma regido
especifica, com o papel central na integragdo entre todos os sinais envolvidos no
controle do apetite (WYNNE et al., 2005).

Outro componente do SNC é o tronco encefalico, que também desempenha
papel importante na regulacdo da homeostase energética. Nesta regido também ha
a integragdo de sinais neurais hipotamicos e dos centros corticais que também
refletem o estado metabdlico do organismo (SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2012).
O tronco encefalico mantém proje¢cdes aos centros corticais superiores, além de
possuir reciprocas conexdes com o hipotalamo através de uma regidao especial,
denominada nucleo do trato solitario (NTS). Para o NTS também convergem sinais
periféricos oriundos do trato gastrointestinal (TGI) (DAMIANI; DAMIANI; DE
MENEZES FILHO, 2010).
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As aferéncias vagais provindas do trato gastrointestinal sdo de extrema importancia,
pois informam o encéfalo sobre a quantidade de nutriente presente no trato, sendo
ativas pelo estiramento do estbmago pelo depédsito de alimento (DAMIANI;
DAMIANI; DE MENEZES FILHO, 2010). Adicionalmente, no tronco encefalico ha
uma regidao denominada complexo vagal dorsal (CVD), sendo esta regido o principal
local de terminagédo de fibras nervosas vagais aferentes. O CVD é formado pelo
nucleo motor dorsal do vago (DVN) juntamente com a area postrema (AP), regiao
com barreira hemato encefdlica incompleta e o NTS. O conjunto de sinais que
aferem o tronco encefalico sdo considerados sinais de saciedade, os quais estéao
envolvidos a curto prazo no controle do peso corporal (LEITE; NETO, 2009;
SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2012; WYNNE et al., 2005).

1.4 NUCLEO ARQUEADO (ARQ) E O CONTROLE DO APETITE

Dentre os nucleos hipotaldamicos o ARQ, situado na base da eminéncia
mediana, recebe e integra com facilidade os sinais hormonais vindos da periferia,
informando a disponibilidade de nutrientes do ambiente ao SNC, visto apresentar
uma barreira hematoencefalica deficiente (BOURET, 2009; LEITE; NETO, 2009).

O ARQ possui uma gama de neurdnios que dispdem de receptores altamente
sensiveis e especializados em captar sinais periféricos. Esta massa de neurdnios
pode ser dividida de acordo com as fungbes que desempenham, sendo uma
subpopulagdo denominada orexigenos e outra subpopulacdo denominada de
anorexigenos (WYNNE et al., 2005).

Os neurdnios orexigenos quando estimulados coexpressam neuropeptideo Y
(NPY) e peptideo relacionado ao agouti (AgRP), os quais ativam o aumento da
ingesta alimentar e redugédo do gasto energético por meio do acionamento do SNP.
Por outro lado, a subpopulagdo de neurdnios anorexigenos produzem o0s
neuropeptideos pré-opio-melanocortina (POMC) e transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART), de acéo contraria aos orexigenos, os quais ativam o SNS,
havendo maior gasto energético e pausa da ingesta alimentar (BOURET, 2009;
LEITE; NETO, 2009; SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2012). Os grupos neurais
orexigenos e anorexigenos estao interligados por varios pontos ao SNC, sendo que
a atividade de um grupo inibe o outro (BOGUSZEWSKI; PAZ-FILHO; VELLOSO,
2010).
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A acado antagbnica entre neurbnios orexigenos e anorexigenos proporciona
em condigbes saudaveis o dinamico mecanismo de anabolismo e catabolismo, de
acordo com as necessidades do organismo (BOURET, 2009). A modulagdo da
atividade dos nucleos hipotalamicos € regida por sinais periféricos como niveis
séricos de leptina, insulina e peptideos gastrointestinais. Os diversos sinais
moduladores do metabolismo energético podem ser agrupados em sinais de curta e
longa duragao (COTTRELL; OZANNE, 2007).

Os sinais de curta duragédo, chamados “sinais de saciedade”, de agao rapida,
sao responsaveis por determinar as sensacdes de fome e saciedade, estes, em sua
maioria, ativam diretamente o nervo vago, o qual converge as informagdes ao NTS,
representados pelos hormdnios gastrointestinais (DAMIANI; DAMIANI; DE
MENEZES FILHO, 2010). Os fatores gastrointestinais podem modular diretamente o
SNA, principalmente através do nervo vago, alcangando o NTS, para auxiliar no
controle da fome/saciedade. Entre estes estdo os que potencializam a fome,
estimulando a produgdo de neuropeptideos orexigenos, sendo a grelina e as
orexinas.

Os que tém efeito anorexigeno s&o colecistocinina (CCK) incretinas como o
peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1), peptideo YY (PYY) e peptideo inibidor
de gastrina (GIP) (COTTRELL; OZANNE, 2007; LEITE; NETO, 2009). Assim como
os fatores gastrointestinais, outros hormoénios produzidos no pancreas, como
glucagon e peptideo pancreatico (PP), ttm agao através do nervo vago promovendo
a reducao alimentar.

O armazenamento de energia excedente €& controlado em longo prazo por
fatores denominados de “sinais de adiposidade”, representados pela insulina e
leptina. Sua agdo € mais lenta devido a necessidade do transporte através da
corrente sanguinea, sendo assim, ha que se atravessar a barreira hematoencefalica
para efetivar sua agdo no hipotalamo (BOGUSZEWSKI; PAZ-FILHO; VELLOSO,
2010; SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2012).

Produto do gene ob, a leptina € um hormdnio produzido principalmente pelo
tecido adiposo branco, tendo papel chave na regulagdo do peso corporal. Os
receptores para leptina (Ob-R) possuem trés diferentes isoformas que se encontram
espalhados por diversos tecidos periféricos e no SNC, principalmente na regidao do
ARQ. A leptina se liga a isoforma longa do receptor para leptina (Ob-Rb),

predominante no ARQ, e estimula os neurbnios anorexigenos, o que desencadeia
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uma cascata de sinalizagdes envolvendo a via JAK/STAT3 (Janus quinase/ fator de
transducéo e ativagao de transcrigdo 3) (WYNNE et al., 2005).

Nos tecidos periféricos a leptina tem agédo direta ou indireta, aumenta a
atividade do sistema nervoso simpatico suprimindo a lipogénese e promovendo a
oxidagao de lipideos, evitando a deposi¢cédo ectdpica de gordura em tecidos como
musculo e pancreas, mantendo as condi¢des ideais para a agao da insulina em tais
tecidos (COTTRELL; OZANNE, 2007; RODRIGUES; SUPLICY; RADOMINSKI,
2003; SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2012; WYNNE et al., 2005).

A insulina tem acdo central e periférica, assim como a leptina. Apods a
passagem pela barreira hematoencefalica, age como um sinal anorexigeno, liga-se
aos seus receptores (IR), os quais estao largamente distribuidos em regidées como o
bulbo olfatério e o ARQ. A estimulagdo dos neurdnios anorexigenos pela insulina
leva ao aumento da producado de POMC e CART (WYNNE et al., 2005).

Embora por vias distintas, ambos os hormoénios, leptina e insulina, agem no
ARQ promovendo a pausa da ingesta alimentar, reduzindo o apetite e aumentando o
gasto energético por meio da estimulacdo simpatica. Os dois hormdnios também
possuem acao periférica similar. A insulina promove o aumento da captacéo
periférica de glicose e de seu estoque em forma de glicogénio através da
glicogénese, além de aumentar a lipogénese e a sintese protéica no musculo
esquelético e no musculo cardiaco (CARVALHEIRA et al., 2005). A leptina estimula
a oxidacao de acidos graxos e aumenta a absorcao de glicose, e impede o acumulo
ectopico de lipidios nos tecidos periféricos (BOGUSZEWSKI; PAZ-FILHO;
VELLOSO, 2010; MOHAMED MAHMOUD EID, 2010; SUZUKI; JAYASENA;
BLOOM, 2012).

Considerando a importancia da insulina para o controle da homeostase
energética, em especial para a manutencdo da glicemia, faz-se necessario
compreender o controle da secrecdo e agao da insulina e sua relagdo as

comorbidades associadas as disfungdes de sua agdo no organismo.

1.5 SECRECAO E AGCAO DA INSULINA

O pancreas é um 6rgao misto, dotado de uma porg¢ao exdcrina, formada por
células acinares, e uma porgao enddcrina, formada pelas llhotas de Langerhans, as

quais representam de 1 a 2% do volume pancreatico (LEIBIGER; LEIBIGER;
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BERGGREN, 2008). As ilhotas pancreaticas consistem em diferentes linhagens
celulares, as quais possuem propor¢des distintas, sendo aproximadamente 50%
células B (insulina), 40% células a (glucagon), 10% células & (somatostatina),
poucas células PP (peptideo-pancreatico) (STEINER et al., 2010).

As células B pancreaticas tém papel vital e Unico na producao e secrecio da
insulina, hormdnio responsavel por manter a homeostase glicémica. Disfun¢des na
secrecao, acao ou captacdo deste hormdnio sdo caracteristicas do Diabetes
mellitus. Podemos classificar o diabetes em dois principais tipos. O Diabetes mellitus
do tipo 1 (DM1), doenga auto-imune que promove a faléncia das células f3
pancreaticas e o Diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), caracteristica pelo quadro de Rl
e posterior disfungcédo das células . O DM2 é a mais comum desordem metabdlica
humana (GROSS et al., 2002; LEIBIGER; LEIBIGER; BERGGREN, 2008).

A insulina € um horménio anabdlico que promove o aumento da captacéo
periférica de glicose pelo tecido muscular e adiposo, diminuigdo da gliconeogénese
e da glicogendlise no figado, aumento da sintese proteica, reducao da lipdlise e
estimulo da lipogénese no figado e tecido adiposo. Tais agdes sistémicas promovem
a manutencao dos niveis de glicose dentro de seus estreitos limites (CARDOSO et
al., 2007; CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; LEIBIGER; LEIBIGER;
BERGGREN, 2002).

A eficiéncia do controle glicémico pode ser avaliada apds sobrecarga de
glicose (endovenosa ou oral), método que promove uma rapida elevagao da glicemia
plasmatica e que simula as oscilagbes glicémicas caracteristicas do estado
alimentado. Nesta situagao, o retorno da glicemia a condigdo basal (5,6 mM ou 100
mg/dL) é primariamente dependente da captagao de glicose pelos tecidos muscular
esquelético e adiposo, estimulada pelo hormoénio insulina (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002). A entrada de glicose nestes tecidos € denominada
insulino-dependente, uma vez que, depende do acionamento de cascatas de
sinalizagdes que promovem a translocagao de proteinas transportadoras de glicose
(GLUTSs) até a membrana plasmatica das células destes tecidos (HUANG; CZECH,
2007).

S&o conhecidas 13 proteinas responsaveis pelo transporte da glicose através
da membrana plasmatica celular nos diferentes tecidos (GLUT+-GLUT 12 e HMIT), no
entanto, cada uma possui particularidades quanto aos seus substratos. Varias

isoformas estdo presentes no musculo esquelético e no tecido adiposo, sendo o
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GLUT, presente em concentracdo mais expressiva (HUANG; CZECH, 2007
SALTIEL; KAHN, 2001).

O GLUT, apresenta uma caracteristica unica, este se encontra preso a
vesiculas intracelulares, as quais se translocam e fusionam com a membrana
plasmatica apds a ativacdo promovida pela insulina, enquanto que os outros
transportadores de glicose sdo permanentemente fixos na membrana plasmatica
(BRYANT; GOVERS; JAMES, 2002). Uma vez inserido na membrana celular, o
transportador GLUT,4 permite a passagem por difuséo facilitada da glicose do sangue
para o liquido intracelular. Considerando a glicose uma molécula polar e hidrofilica,
este mecanismo de translocagdo do GLUT, cria uma via rapida de passagem pela
membrana plasmatica sustentando o aporte energético necessario a estes tecidos
(HUANG; CZECH, 2007). Finalmente, o tecido muscular esquelético e o tecido
adiposo branco juntos representam as maiores massas de tecido corporal
responsaveis por mais de 80% da captacdo de glicose (BRYANT; GOVERS;
JAMES, 2002; SALTIEL; KAHN, 2001).

A acdo da insulina sobre a homeostase glicEmica é dependente de sua
ligacdo a receptores de membrana especificos, os quais estdo presentes em varios
tecidos (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; HABER et al., 2001).
Estruturalmente os receptores de insulina (IR) s&o proteinas heterotetraméricas,
formadas por duas subunidades a extracelulares, as quais contém o sitio de ligagao
especifico para insulina e sédo ligadas por pontes de dissulfeto a duas subunidades 3
transmembrana, estas apresentam atividade tirosina quinase na porcéao intracelular
(SALTIEL; KAHN, 2001). Na auséncia da insulina as subunidades a inibem a
atividade quinase das cadeias B, no entanto, a ligagdo da insulina ao receptor
remove o efeito inibitério e permite que as subunidades B mudem de conformacgao e
manifestem atividade de autofostorilacdo. Apds sua ativagao, o IR passa a fosforilar
varios substratos proteicos intracelulares (ver figura 1) em residuos de tirosina
desencadeando diferentes cascatas de sinalizagbes. Embora diversas vias
intracelulares possam ser acionadas pelos IR, duas vias estdao intimamente
relacionadas a translocacdo dos GLUT, para a membrana, as quais sdo ativas em
paralelo (BRYANT; GOVERS; JAMES, 2002; CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD,
2002; HABER et al., 2001).

As duas vias ativadas para translocacdo do GLUT, estdo representadas na

Figura 1, com uma breve descrigao feita a seguir. A primeira via consiste na ativagao
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dos substratos para o receptor de insulina (IRS), os quais sdo subdivididos em IRS1
— 4. Os subtipos IRS-1 e 2 desempenham papel fundamental na transmisséo de
sinais insulinicos nos diversos subtipos celulares. A fosforilagdo de tais substratos
cria sitios de ligacdo SH2 (dominio de homologia Src), permitindo a ligagdo de
diversas proteinas com agédo enzimaticas ou adaptadoras (HABER et al., 2001).

Uma enzima importante ativada pelos IRS é a PI3-quinase (inositol-3 fosfato-
P13K), essencial para o transporte da glicose, a qual ativa a proteina fosfatidilinositol
dependente de quinase (PDK) e proteina quinase C (PKC(). A PDK promove a
ativagado da proteina Akt/ proteina quinase B (homodloga celular ao oncogene viral v-
AKT - Akt ou PKB) esta junto com a PKC promovem a fosforilagdo e a translocagao
dos GLUT,4 (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

A segunda via ativada pelo IR envolve a ativagao da proto-oncoproteina (c-
Cbl), a qual se encontra associada a outra proteina adaptadora (CAP), formando o
complexo dimérico CAP/Cbl. A atividade tirosina quinase do IR fosforila a Cbl,
ativando o complexo proteico CAP/Cbl, o qual migra para jangadas lipidicas
presentes na face interna da membrana celular. O complexo CAP/Cbl recruta a
proteina Crkll (ciclina relacionada a cinase |l) e proteina trocadora de nucleotidos
guanina (C3G). A C3G, por sua vez, ativa a proteina TC10 (proteina GTPase) por
meio da troca de uma guanosina difosfato (GDP) para uma guanosina trifosfato
(GTP). Assim, TC10 tem agao sobre proteinas que reorganizam os filamentos de
actina do citoesqueleto, promovendo a translocagdo do transportador de glicose. A
insulina promove estimulos intracelulares através da ativagdo do IR, iniciando
cascatas de sinalizagbes, as quais culminam com a ativagdo de proteinas
especificas, responsaveis pela proliferacdo celular (BOGAN, 2012; BRYANT,;
GOVERS; JAMES, 2002; CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).
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Figura 1 - Vias de Sinalizagao da insulina em células musculares e adiposas: 1) Insulina se liga
ao IR na célula-alvo, promovendo auto fosforilagao do receptor, o qual fosforila diversas proteinas
ativando vias de sinalizagéo distintas. 2) IR fosforila as proteinas IRS, as quais passam a ativar a
PI3K que converte fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) em PIP2. 3) A proteina PDK ativada pela
PIP3, fosforila outra duas enzimas a PKC e Akt/PKB, as quais tem agédo promovendo o transporte das
vesiculas contendo GLUT, para a membrana plasmatica. 4) IR fosforila o complexo proteico c-
Cbl/CAP, o qual se desloca para jangadas lipidicas na face interna da membrana celular. 5) As
proteinas Crkll e C3G sao recrutadas e ativas. 6) C3G ativa a proteina TC10 através da troca de um
GDP para um GTP, a TC10 ativa age sobre os filamentos de actina e promove translocacdo dos
GLUT4 para a membrana. 7) GLUT, presente na membrana promove a difusdo facilitada das
moléculas de glicose para o interior da célula. Adaptado de (BRYANT; GOVERS; JAMES, 2002;
SALTIEL; KAHN, 2001).

Além de promover o aumento da captagédo periférica de glicose, a insulina
também promove a sintese de glicogénio nos tecidos periféricos, ativando genes
que codificam enzimas que promovem a glicogénese (glicogénio sintetase), além de
ativar a PI3K e Akt, as quais inibem as enzimas proteina quinase A (PKA) ou
glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) que boqueiam a ag&do da enzima glicogénio
sintase, aumentando assim, sua taxa de atividade (SALTIEL; KAHN, 2001).

Especificamente no figado a insulina reduz a expressédo de genes que
codificam as enzimas hepaticas de gliconeogénese e glicélise. Este hormdnio

também tem agéo lipogénica nos tecidos, inibindo as enzimas lipases e ativando
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enzimas de sintese lipidica, como a acetil-CoA carboxilase (ACC). Sua ag¢do no
tecido adiposo, onde a glicose é convertida e armazenada sob a forma de lipideos, é
ativar as enzimas lipogénicas como piruvato desidrogenase e ACC (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002). A insulina inibe a atividade das lipases principalmente
através de reducgdes dos niveis de AMP ciclico (CAMP). A cascata de sinalizag&o
promovida pela insulina também ativa algumas proteinas que estdo envolvidas no
processo de proliferacao e diferenciagao celular (SALTIEL; KAHN, 2001).

Nos ultimos anos pesquisas vem demonstrando que no tecido muscular ha
uma via independente de insulina para translocag¢ao das proteinas GLUT,4, em que o
jon calcio (Ca**) tem papel fundamental. Esta via sera descrita no item exercicio
fisico, descrito a seguir (HAWLEY; LESSARD, 2008).

1.5.1 Secrecao de Insulina Estimulada por Glicose

A porcdo endoécrina é formada por 4 tipos de células altamente
especializadas, as quais estdo compactadas em aglomerados denominados llhotas
de Langerhans. Dentre os tipos celulares destacamos as células 3, as quais s&o
responsaveis pela produ¢ao do horménio insulina (BARDEESY; DEPINHO, 2002).

ApOs atingir a corrente sanguinea, a glicose é transportada rapidamente para
o interior das células B de acordo com o aumento de sua concentragdo sanguinea
(normalmente pos-refei¢cdo). A glicose é transportada para dentro da célula 3 através
de uma proteina integral de membrana denominada GLUT>. No interior da célula 3 a
molécula de glicose sofre acdo de duas enzimas, a glicoquinase (GK), de papel
principal, e a hexoquinase |, as quais convertem a glicose em glicose-6-fosfato (G-6-
P). (LEIBIGER; LEIBIGER; BERGGREN, 2002).

Na via glicolitica (anaerobia) para cada molécula de glicose ha a formacgao de
duas moléculas de adenosina trifosfato (ATP), duas moléculas de nicotinamida-
adenina-dinucleotidio (NADH) e duas moléculas de piruvato, como produto final. As
moléculas de piruvato seguem para o interior das mitocondrias onde imediatamente
s&o convertidas em acetil-coA pela enzima piruvato desidrogenase (PDH).

As moléculas de acetil-coA sdo metabolizadas pelo ciclo de Krebs, originando
3NADH, um dinucleotideo flavina-adenina (FADH;), uma GTP, e gas carbbnico
(CO2). O NADH e FADH; transportam e doam elétrons para a cadeia transportadora

de elétrons presente na membrana mitocondrial interna (via aerobia). A passagem
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dos elétrons através dos complexos que formam a cadeia transportadora de elétrons
promove o transporte de ions hidrogénio (H*) da matriz mitocondrial para o espago
intermembranas. O gradiente eletroquimico criado pelo acimulo dos ions H™ é a
forga motriz que impulsiona a sintese de ATP, quando os H' retornam para a matriz
mitocondrial através da ATP-sintetase (MACDONALD; JOSEPH; RORSMAN, 2005).
As moléculas de ATP se movem para o espaco citosoélico promovendo o aumento da
propor¢ao ATP/ADP (adenosina difosfato) citoplasmatico. Os canais de potassio
sensiveis ao ATP (K'atp) sdo formados por duas subunidades protéicas, a Kir 6.2 e
a SUR. O ATP se liga a subunidade Kir 6.2 inibindo sua atividade, assim, os canais
K'atp se fecham, promovendo o acumulo de ions potassio (K') intracelular e
subsequente despolarizagdo da membrana plasmatica (HABER et al.,, 2001;
LEIBIGER; LEIBIGER; BERGGREN, 2008).

As oscilagdes do potencial de membrana culminam com a abertura de canais
de calcio voltagem-dependente presentes na membrana, proporcionando o influxo
de ions Ca?*. O aumento do Ca?" intracelular mobiliza os granulos de insulina para
serem exocitados. Adicionalmente, o Ca®" também promove a ativacdo da proteina
PKC, a qual por eventos de fosforilagdo auxilia a mobilizagcdo dos granulos de
insulina (vias de sinalizagdo representadas na figura 2) (HABER et al.,, 2001,
NAKANO K et al., 2002).

A secrecao de insulina possui duas fases, ambas dependentes da presenca
da glicose e de estoques diferenciados de granulos secretores de insulina. Estes
estoques secretores encontram-se distribuidos em trés locais na célula 3, sendo um
reservatorio pronto para ser exocitado (pré-ancorado), um préximo a membrana e
outro localizado mais internamente (BRATANOVA-TOCHKOVA et al., 2002).
Durante a primeira fase de secreg¢ao de insulina ocorre um pico de liberagao dos
granulos de insulina diretamente relacionado aos efeitos despolarizantes propiciados
pelo metabolismo da glicose. Esta rapida liberacdo é dependente da mobilizagao
dos estoques que estdao ancorados e/ou proximos a membrana e representa
aproximadamente 10% das reservas de insulina. A segunda fase caracteriza-se por
um aumento gradual na secregdo de insulina até atingir um platé. Esta fase é
desencadeada por uma via metabdlica de amplificagao (via independente dos canais
K*atp), liberando os granulos mais internos, os quais tomam o lugar dos granulos
liberados na primeira fase, sendo secretados gradualmente (BRATANOVA-
TOCHKOVA et al., 2002; STRAUB; SHARP, 2002). O DM2 promove a perda da
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primeira fase e uma redugcédo da segunda fase secretoria. A resisténcia a acao da
insulina e a falha no processo de secreg¢ao sao as principais caracteristicas do DM2
(SEINO, 2012).

1.5.2 Secrecgéao de Insulina e Potencializador Acetilcolina (Ach)

O principal estimulo para a secreg¢ao dos granulos de insulina € o aumento da
glicose sanguinea, no entanto, outros fatores como horménios, nutrientes, ions e
neurotransmissores potencializam a secrecgéo de insulina. Os agentes denominados
potencializadores se caracterizam pela dependéncia da glicose para que seus
efeitos sobre a célula 3 sejam observados (CARDOSO et al., 2007; CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002; LEIBIGER; LEIBIGER; BERGGREN, 2008).

Dentre os diversos moduladores da secrecdo de insulina destacam-se os
efeitos dos neurotransmissores autondmicos, os quais exercem seus efeitos via
ligacao a receptores especificos presentes na superficie das células 8 pancreaticas.
O SNA é dividido em SNS e o SNP. O SNS libera os neurotransmissores adrenalina
(liberada pelas células cromafins da medula adrenal, quando o eixo simpato-adrenal
€ ativo) e a noradrenalina em seus terminais neurais e, o SNP libera apenas Ach
em suas terminagdes. As ilhotas pancreaticas recebem ambas divisdes
autonémicas, as quais apresentam efeito antagénico (AHREN, 2000; SCHEURINK;
STEFFENS, 1990).

O simpatico pode estimular a secreg¢ao de insulina ao ativar os receptores [3-
adrenérgicos e inibir a secregao quando sao ativados os receptores a-adrenérgicos,
sendo este ultimo prevalente em células B. O neurotransmissor parassimpatico Ach
pode ter acao sobre dois receptores, os nicotinicos e muscarinicos. No pancreas, a
ativagdo parassimpatica promove a secre¢ao dos granulos insulinicos através da
ativagdo de receptores muscarinicos especificos presentes na membrana da célula
B (MACDONALD; JOSEPH; RORSMAN, 2005).

A participagdo de centros nervosos parassimpaticos pode ser estimulada
ainda apds a ativagéo de receptores olfato-gustativos. O estimulo de tais receptores
ativa ramificagbes parassimpaticas do nervo vago, as quais se dirigem até o NTS.
No NTS a préxima regido ativa € o nucleo motor dorsal do vago (NDMV) de onde as
fibras colinérgicas pré-ganglionares partem. Estas fibras colinérgicas fardo sinapse
em ganglios dentro do péncreas, a partir destes ganglios saem as fibras pds-
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ganglionares, que finalmente liberam neurotransmissor Ach nas terminagdes
nervosas presentes no pancreas endocrino, o que potencializa e promove o
aumento precoce da secregcdo de insulina, caracterizando a fase cefélica da
secregao insulinica (AHREN, 2000; DAMIANI; DAMIANI; DE MENEZES FILHO,
2010).

A ativagao colinérgica é ativada durante a fase pré-absortiva e permanece
ativa durante todo o processo de ingestao alimentar. O estimulo da atividade vagal
sobre as célula B € de suma importancia, pois prepara o organismo para a posterior
sobrecarga de glicose, apos a absorgdo pela mucosa intestinal dos nutrientes
ingeridos. Os estimulos parassimpaticos se acentuam de acordo com o aumento da
glicemia, mecanismo que auxilia na mais rapida normalizacdo do indice glicémico
(AHREN; WIERUP; SUNDLER, 2006; SCOMPARIN et al., 2009).

A divisdo parassimpatica do SNA exerce seus efeitos sobre as células 3
através da liberagdo do neurotransmissor Ach pelos terminais do nervo vago. Os
principais efeitos colinérgicos sobre as células B ocorrem via ativagao dos receptores
especificos, denominados receptores muscarinicos, representados por 5 subtipos
(M1, M2, M3, M4 e M5) (HAGA, 2012). Estes s&o classificados de modo geral em
duas grandes classes, de acordo com suas estruturas, fungdes e ao tipo de proteina
G aos quais sédo acoplados. Sendo M1, M3 e M5 os que apresentam seletividade
para as proteinas G da familia Gg/11, sua acgéo ativa a proteina fosfolipase C (PLC).
Outra classe abrange o M2 e M4 acoplados ao subtipo Gi/o, os quais tém agao
inibitoria na atividade da adenilato ciclase (AC) (ISHII; KURACHI, 2006; KOWLURU,
2010). Todos os subtipos de receptores muscarinicos estdo distribuidos tanto no
SNC quanto nos tecidos periféricos (GAUTAM et al., 2007).

O pancreas enddcrino apresenta os 4 tipos de receptores muscarinicos (M1,
M3, M4 e M5). As células B apresentam os receptores M1 e M3, no entanto o
receptor M3 tem papel central no desencadeamento da via de estimulo para
secrecdo de insulina por apresentar-se prevalente nas células § (HENQUIN;
NENQUIN, 1988; IISMAA et al., 2000; ZAWALICH et al., 2004).

ApOs tornar-se ativo, através da ligagdo com a Ach, o receptor muscarinico
M3 desencadeia vias de sinalizagdo para estimulo da secre¢cdo de insulina
(LEIBIGER; LEIBIGER; BERGGREN, 2008). Uma das mais importantes vias ativada
€ a da enzima fosfolipase C isoforma B (PLCB), esta apds a ativagao pela proteina

G, promove a quebra de fosfolipidios de membrana fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
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(PIP2) gerando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) dois segundos
mensageiros. A molécula de IP3; tem ac&o no reticulo endoplasmatico (reserva
intracelular de Ca®*) se liga a um receptor especifico presente na membrana
promovendo a liberagao e elevagao dos niveis de Ca* no citoplasma. DAG por sua
vez promove a ativagdo da PKC, a qual aumenta a taxa de exocitose dos granulos
de insulina (AZUA et al., 2011; LEIBIGER; LEIBIGER; BERGGREN, 2002; 2008).

Embora o desajuste autonbmico na obesidade acarrete uma série de
consequéncias ao organismo, acentuando a deposi¢do de tecido adiposo, é de
suma importancia ressaltar o significativo papel do SNP sobre o pancreas endocrino
em condi¢des de equilibrio do SNA.

A relevancia da acgao colinérgica sobre as célula B é reforgcada através de
modelos animais knockout para o receptor M3, os quais apresentam defeito na
secrecao de insulina, por ndo haver a ativagao da via PLC através do receptor M3.
Como consequéncias, sdo observadas nestes animais, a reducdo de 15-20% da
eficiéncia na captacdo de glicose, reducdo de até 60% nos niveis de insulina
circulante aliada a reducdo da tolerancia a glicose (GAUTAM et al., 2007). Em
contraste, a super expressao do receptor M3 em células B promove o aumento da
tolerancia a glicose e normalizagao da secregéo de insulina, além de tornar animais
que super expressam o M3 resistentes a desenvolver hiperglicemia e intolerancia a
glicose mesmo que expostos a dietas direcionadas ao desenvolvimento destes
quadros (ZAWALICH et al., 2004). Assim, fica claro a estreita relagdo entre a
presenga e a ativagédo dos receptores M3 nas células 3 e homeostase glicémica.

Estudos realizados em comunidades de indios Pima, as quais apresentam as
mais altas taxas de obesidade e DM2 no mundo, confirmam a prevaléncia do
sistema parassimpatico em humanos. Estas evidéncias do aumento da atividade
parassimpatico no pancreas também sdo confirmadas em estudos relacionados a
obesidade infantil (BEDI; KHULLAR; VARSHNEY, 2009; DE COURTEN et al., 2004;
NAGAI; MORITANI, 2004). Modelos de obesidade em animais experimentais
também apresentam a prevaléncia parassimpatica. Dentre eles podemos citar o
modelo de obesidade neuroendocrino por glutamato monossédico (MSG) e o
modelo de obesidade por redugédo de ninhada (BALBO et al., 2000; RINALDI et al.,
2012). Ambos, assim como diversos outros modelos animais, apresentam

hiperatividade vagal, acompanhada de hiperinsulinemia e intolerancia a glicose
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confirmando a prevaléncia parassimpatica (BALBO et al., 2002; BALBO et al., 2000;
RINALDI et al., 2012).

Estudos vém demonstrando que ilhotas pancreaticas de animais obesos
apresentam problemas na resposta secretdria ao estimulo colinérgico. Balbo e
colaboradores (2002) demonstram a reducdo da secregcédo de insulina em ilhotas
isoladas frente aos efeitos da Ach em modelos obesos MSG. Segundo os autores
deste estudo, esta resposta reduzida da secregcdo de insulina é resultado de
alteragdes em mecanismos que acionam os receptores muscarinicos presentes nas
células B pancreaticas. O reajuste autondmico de animais MSG e restabelecimento
da sensibilidade a insulina frente a acdo da Ach podem ser observados apos a
vagotomia subdiafragmatica. Além de normalizar os niveis de insulina, a vagotomia
€ capaz de reduzir em cerca de 50% o ganho de peso corporal neste modelo de
obesidade (BALBO et al., 2002; BALBO et al., 2000).

Mecanismos ativos (aumento da glicemia e efeitos potencializadores da Ach e
do GLP1) para secregcao de insulina entdo ilustrados na Figura 2, seguindo a

descrigao dos tépicos 1.5.1e 1.5.2.
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Figura 2. Secregédo de insulina estimulada por glicose e potencializadores. 1) Glicose entra na
célula B segue para glicélise gerando como produtos duas moléculas de NADH, ATP e Piruvato. 2)
Piruvato é metabolizado no Ciclo de Krebs, gerando NADH e FADH,, que transportam os elétrons até
a cadeia transportadora de elétrons. Ha formagao do gradiente de prétons e a difusdo destes protons
para o citosol mitocondrial gerando o aumento da produgédo de ATP. 3) Ha aumento da proporgao
ATP/ADP no citoplasma e consequente fechamento do K'arp, promovendo actumulo de ions K*
intracelular, e posterior despolarizagdo da membrana causando a abertura dos canais de ca*
voltagem-dependente e o influxo do Ca”" extracelular. 4) Granulos de insulina sdo mobilizados pela
acgao do Ca” e PKC. 5) Ach se liga ao receptor na membrana da célula B, ativando a proteina G que
age ativando a PLC o qual quebra fosfolipidios de membrana gerando os segundo mensageiros IP; e
DAG. 6) IP; promove a saida do Ca* do reticulo sarcoplasmatico, e DAG que ativa juntamente com
os ions Ca®* a PKC. Tanto os ions Ca* quanto PKC agem na exocitose da insulina. 7) GLP1 ativa
receptor de membrana acoplado a proteina G, ativando s PKA via AC, PKA auxilia na secregao
insulinica ( Adaptado de KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, et al. (2006)).

1.6 OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA

Sobrepeso e obesidade sdo o0s principais contribuintes para o
desenvolvimento da RI, anormalidade presente em individuos com SM, além de ser

a principal caracteristica do DM2. Segundo a OMS (2012), a diabetes afeta cerca de
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347 milhdes de pessoas no mundo, sendo que o DM2 representa cerca de 90% dos
casos. O DM2 pode ter causas genéticas ou adquiridas, sendo uma das principais
patologias aliadas a obesidade. Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2012),
o Brasil apresenta cerca de 12 milhdes de diabéticos, com maior incidéncia em
individuos com mais de 30 anos. A prevaléncia dos casos de diabetes encontram-se
nas regides sul e sudeste do Brasil aliados aos fatores: envelhecimento
populacional, histérico familiar e obesidade (SARTORELLI; FRANCO, 2003).

O aumento de tecido adiposo corporal intervém nas condi¢gdes metabdlicas do
organismo. O tecido adiposo passa a promover o aumento da liberacdo de AGL e
adipocinas. Mais recentemente descobriu-se que o acumulo excessivo de tecido
adiposo esta relacionado a um estado proé-inflamatério em individuos obesos
(ZECHHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 2004). Este desajuste na produgao de citocinas
pelo tecido adiposo interfere diretamente na cascata de sinalizacdo da insulina,
contribuindo para o desenvolvimento da RI. Em condi¢gbes normais, a insulina tem
agao nos tecidos como musculo e tecido adiposo, promovendo o aumento da
captacédo da glicose. No figado promove o bloqueio da produgdo e liberagdo de
glicose através do bloqueio da gliconeogénese e glicogendlise (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002).

A Rl comega a se desenvolver quando as concentragdes fisioldgicas de
insulina ja n&o proporcionam a captagao eficiente de glicose nos tecidos muscular e
adiposo, bem como sua ag¢ao em inibir a liberagdo de glicose pelo figado torna-se
comprometida, elevando os niveis glicémicos (CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR,
2006).

A eficiente captacao da glicose faz-se necessaria, pois esta € a principal fonte
energética utilizada por todas as células do organismo, em especial é indispensavel
para suprir a demanda do SNC, o qual utiliza aproximadamente 80% da glicose a
nivel basal. Quando o nivel glicémico € drasticamente reduzido (hipoglicemia)
mecanismos como a quebra do glicogénio hepatico sdo imediatamente ativos
evitando a falta de substrato energético ao sistema nervoso. Os estoques de
glicogénio sdo preenchidos novamente apos a ingestdo alimentar, mecanismo
estimulado pela insulina, que promove a absor¢do e armazenamento da glicose
como glicogénio no figado e no musculo esquelético e, em forma de triglicéridos

(TAG), no tecido adiposo. No entanto em condigdes patolégicas como no DM2
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alguns tecidos tornam-se resistentes a agédo da insulina (BOGAN, 2012; BRYANT;
GOVERS; JAMES, 2002; HUANG; CZECH, 2007).

O mecanismo de Rl em obesos e individuos com DM2 pode estar ligado a
alteragbes, como baixas concentragdes e redugao da atividade do receptor de
insulina, baixa ativagcdo das proteinas IRS-1/2 e PI3 quinase (PI3K), translocagao
dos GLUTs e intervengbes na atividade de enzimas intracelulares (ZECHHIN;
CARVALHEIRA; SAAD, 2004).

A principal ligacdo entre a obesidade e a Rl envolve o aumento das
adipocinas produzidas pelo tecido adiposo e a ativagdo de vias de sinalizagao
inflamatdrias. Dentre as citocinas inflamatodrias produzidas no tecido adiposo uma
das mais importantes € o TNF-a, super expresso em individuos obesos (ZECHHIN;
CARVALHEIRA; SAAD, 2004).

A hipertrofia dos adipécitos promove alteragbes funcionais e vasculares no
tecido adiposo, como consequéncia ha liberacdo de citocinas e outros sinais proé-
inflamatdrios. Estes sinais ativam os macréfagos residentes entre os adipécitos, bem
como promovem a infiltracdo de macréfagos oriundos do sangue, culminando em
uma inflamacao local que promove apoptose de adipdcitos e eleva os niveis de TNF-
a e IL-6 (SAVAGE; PETERSEN; SHULMAN, 2005; THOLE et al., 2012).

O TNF-a promove a ativagcdo da enzima serina-quinase IB kinase (IKK). Esta
enzima aumenta as fosforilagbes em serina dos IRS, inibindo a atividade tirosino-
quinase do IR em células. O processo inflamatério local também pode ocorrer em
outros orgaos, em que, de um modo geral, também ocorrem fosforilagdes inibitorias
na cascata da insulina inibindo ou reduzindo seus efeitos (SALTIEL; KAHN, 2001).
Nos adipécitos e no musculo as fosforilagdes inibitérias impedem a migracdo dos
GLUT4 para a membrana, reduzindo a captacdo da glicose, tendo como
consequéncia as hiperglicemias. No figado a falha na cascata de sinalizagdo da
insulina promove o aumento da gliconeogénese e glicogendlise. (HUANG; CZECH,
2007; MUOIO; NEWGARD, 2008).

Outro importante fator ligado a Rl na obesidade é o acumulo de metabdlitos
derivados do metabolismo dos acidos graxos circulantes e de triglicerideos no
musculo, figado e na célula 3. Os AGL reduzem a captagcédo de glicose celular
interferindo diretamente na transmissao do sinal de insulina, pela ativacdo de uma
serina-quinase PKC-0 (proteina quinase C-0) que fosforila os IRS em residuos de

serina, inativando a transmissao do sinal. Os acidos graxos também ativam a enzima
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JNK, além de outra proteina de resposta inflamatéria, a IKK, envolvida no bloqueio
da agao da insulina (BASTARD et al., 2006; PAULI et al., 2009; SALTIEL; KAHN,
2001).

Durante o quadro de RI os niveis basais da insulina ndo conseguem ativar a
captacdo da glicose com eficiéncia, entdo os individuos comegam a apresentar
niveis elevados da glicemia e quadro de hiperinsulinemia. O péncreas endocrino,
especificamente as células B pancreaticas, aumentam a produgédo e secrecao de
insulina na tentativa de promover um mecanismo compensatério. Inicialmente a
normoglicemia é mantida por mecanismos de proliferagao e hiperplasia das células 3
elevando a produgao de insulina. No entanto, a longo prazo, o organismo ja se
encontra em um quadro de hiperglicemia, que se torna crénico (glicotoxicidade)
(GUILHERME et al., 2008; MUOIO; NEWGARD, 2008).

Estes eventos séo frequentemente observados em obesos, os quais possuem
o numero de células f aumentado na tentativa de suprir a demanda por insulina,
além de possuirem os niveis de citocinas pré-inflamatérias elevado de 2 a 5 vezes
comparado a individuos normais (STEINER et al., 2010). Este mecanismo
compensatoério exige que as ceélulas B pancreaticas trabalhem a um nivel acima do
normal, o que ao longo do tempo provoca disfungdo em varios processos celulares
internos, provocando a faléncia das células B e a instalacdo definitiva do DM2
(GUILHERME et al., 2008; MUOIO; NEWGARD, 2008; STEINER et al., 2010).

Além da glicotoxicidade, lipotoxicidade (exposi¢cao cronica aos acidos graxos)
outros fatores como estresse do reticulo plasmatico e estresse oxidativo contribuem
para a redugdo da massa de células . Estes também promovem resposta
inflamatdria nas células B e o aumento de citocinas inflamatérias nas ilhotas. Estas
citocinas interferem no fluxo de calcio nas células B de modo a desencadear a
ativagao das vias apoptoéticas (RAMADAN et al., 2011). Portanto, a Rl e a falha da
adaptacgao do pancreas enddcrino leva a instalacao definitiva da DM2.

1.7 EXERCICIO FiSICO X OBESIDADE/DM2

Visando o controle da obesidade tem sido recomendado que medidas como
intervengdes na alimentagcao e a pratica de exercicio fisico sejam inclusos cada vez
mais cedo nos habitos da populagdgo (ROMERO; ZANESCO, 2006). O

desenvolvimento do DM2 esta associado a inatividade fisica e a obesidade. Em
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obesos a expressao do GLUT4 no tecido muscular € diminuida, sendo a RI a
principal causa desta redugéo.

A pratica do exercicio fisico promove adaptagdes metabdlicas que estimulam a
captacgao de glicose pelo musculo esquelético, através da translocagao dos GLUTY,
além de aumentar a atividade das fibras oxidativas e diminuir a atividade de
proteinas inflamatdrias (PAULI et al., 2009). O aumento da captagdo de glicose em
resposta ao exercicio € mediado por uma variedade de eventos de sinalizagao
intramiocelular. Dentre as quais estd o aumento da sinalizagdo do receptor de
insulina, a ativacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), aumento do Ca?*
citosdlico, ativacdo da proteina-quinase dependente de calmodulina (CaMK),
ativacao da Akt/PKB e PKC. Estes mecanismos ativos durante o exercicio fazem
parte de adaptagdes metabdlicas que geram a via de captacdo de glicose
independente de insulina (HAWLEY; LESSARD, 2008; HUANG; CZECH, 2007).

Entre as varias vias acionadas pelo exercicio no tecido muscular destaca-se a via
da AMPK, que se caracteriza pela ativagdo de uma enzima especifica, a AMPK. Sua
ativagdo ocorre porque durante o exercicio fisico o consumo energético celular é
maior, promovendo o aumento da relacdo AMP:ATP nas células, o que provoca a
mudanga conformacional de uma enzima chave na via de transporte dos GLUT.,.
Esta enzima é a AMPK, que se torna suscetivel a fosforilacbes e ativacdo pela
AMPK quinase (AMPKK). Durante o processo de contragdo muscular ha a
despolarizacdo da membrana sarcoplasmatica e dos tubulos T, o que leva a
liberagdo de Ca** do reticulo sarcoplasmatico. O aumento de Ca?* intracelular
promove a ativacdo de uma proteina sensivel ao aumento dos niveis de Ca?*, a
quinase-b dependente de calmodulina (CaMKKb). Esta por sua vez também
promove o aumento da atividade de mais moléculas de AMPK. A AMPK ativa vias
para producdo do ATP, além de inibir as vias anabodlicas que promovem o gasto
energético (vias biossintéticas). Assim, durante o exercicio fisico, a ativagdo da
AMPK promove a captagao de glicose por um mecanismo independente da insulina.
A glicose captada é metabolizada gerando energia rapida, além de aumentar a
captacdo da glicose, a AMPK também melhora a sensibilidade a insulina no musculo
esquelético por ativar vias de metabolizacdo do excesso de lipideos musculares, o
que melhora a agdo das vias desencadeadas pela insulina. No figado a AMPK
também ativa a oxidagdo de acidos gordos e bloqueia a sintese de colesterol e
triglicéridos (PAULI et al., 2009; SCHIMMACK; DEFRONZO; MUSI, 2006).
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A ativacdo do SNS e do eixo simpato-adrenal (SSPA) € outro mecanismo para
suprir as necessidades energéticas durante o exercicico fisico. Esta ativacéo
estimula a liberagdo de noradrenalina pelos terninais simpaticos e das
catecolaminas das células cromafins presentes na medula da adrenal, promovendo
glicogenolise hepatica e muscular, além do aumento da lipdlise no tecido adiposo
(SCHEURINK et al., 1989).

Estudos em modelos animais de DM2 tém demonstrado que, além de promover a
melhora na captagdo da glicose sanguinea, o exercicio fisico aerdbio exerce
importantes efeitos benéficos sobre o pancreas endocrino. O exercico fisico
promove a proliferacdo e a sobrevivéncia das células B. Em adicdo, o exercicio
também reduz a concentragdo de citocinas pro-inflamatérias nas ilhotas, o que
atenua a apoptose de células B (STEHNO-BITTEL, 2011).

Estudos com camundongos obesos obtidos pela administragdo neonatal de
MSG e submetidos a natagao regular demonstraram que o exercicio foi capaz de
normalizar a hiperinsulinemia, Rl e a dislipidemia. Em modelos de obesidade por alta
ingesta caldrica submetidos a pratica de exercicio fisico também demonstraram
reducdo dos depdsitos de gordura corporal, normalizagdo da hiperinsulinemia e da
Rl (GOMES et al., 2012).

Embora os beneficios do exercicio sobre o sistema cardiovascular e sobre a
perda de peso sejam bem conhecidos, seus efeitos sobre o pancreas enddécrino sao
contraditorios; em especial em modelos de obesidade. A maioria dos estudos entra
em consenso quanto aos beneficios da pratica fisica na melhora de parametros
relacionados a obesidade, no entanto, encontram-se contraditorios frente a acao
modulatéria do exercicio sobre a célula B pancreatica (ALMEIDA et al., 2012a; DE
OLIVEIRA et al., 2010).

Estudos em camundongos MSG-obesos submetidos a natagdo regular
encontraram maior responsividade a glicose em ilhotas pancreaticas isoladas
(SCOMPARIN et al., 2009).

Estudos realizados por Ueda et. al. (2003) e Calegari et. al. (2011) apresentam
resultados opostos quanto ao conteudo de GLUT, presente nas células 3 de animais
exercitados (CALEGARI et al., 2011; UEDA et al., 2003). Tendo no primeiro estudo
apresentado o aumento de sua expressao e no segundo redugao, o que foi proposto
como resultado a diferentes protocolos de treinamento (CALEGARI et al., 2011).

Ratos Zucker (fa/fa) - modelo de obesidade genética, submetidos a natagao
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apresentaram redugao da glicemia, aumento da insulina, maior proliferagdo das
células B e aumento do volume das ilhotas (BEAUDRY; RIDDELL, 2012; RAWAL et
al., 2013).

De acordo com a literatura, o treinamento fisico pode alterar os padrdoes de
secrecao de insulina frente aos diferentes protocolos de exercicios fisicos aplicados.
Neste contexto, diversos trabalhos estudam as adaptagdes do pancreas enddécrino
em relagdo ao exercicio agudo (resposta ocorreu durante e / ou apds uma unica
sessdo de exercicio) e crbnico (adaptagcbes de treinamento fisico a longo prazo)
(CALEGARI et al., 2011; TSUCHIYA et al., 2012).

Almeida e colaboradores (2012) observaram que ratos submetidos a exercicios
agudos apresentaram conteudo de insulina reduzida em relagdo aos grupos
sedentarios, além de ndo apresentar diferenga na secreg¢ado de insulina estimulada
por diferentes concentragdes de glicose (ALMEIDA et al., 2012b).

No entanto Oliveira e colaboradores (2010) encontraram resultados
contraditorios, em que o exercicio agudo leva ao aumento de insulina nas ilhotas de
ratos, apresentando maior responsividade em altas concentragdes de glicose (DE
OLIVEIRA et al.,, 2010). Em resposta ao exercicio crbnico ilhotas de ratos
apresentam aumento da secrecdo de insulina quando expostas a altas
concentragdes de glicose (16,7mM) (TSUCHIYA et al., 2012).

Além de comprovar que o exercicio fisico auxilia na sensibilidade a insulina e a
prevencao da hipertrofia das ilhotas, Leite e colaboradores (2013) demonstram que
ilhotas pancreaticas isoladas de ratos MSG exercitados apresentam reducao da
capacidade de resposta a glicose, no entanto, isso ndo se deve a alteragdes no fluxo
glicolitico e / ou o ciclo de Krebs neste modelo (LEITE et al., 2013). Adicionalmente,
o exercicio no modelo MSG é capaz de restaurar a resposta das ilhotas ao efeito
insulinotrépico do GLP1 (SVIDNICKI et al., 2013).

Embora a literatura traga resultados contraditérios quanto aos efeitos da pratica
de exercicio fisico diante do numero variado de protocolos e de modelos
experimentais, € necessario ressaltar que o exercicio tem papel importante na
prevencao e atenuacao de alteragdes metabdlica. Para tanto, faz-se necessario que
novos estudos sejam realizados, para auxiliar na melhor compreensao dos efeitos

metabdlicos do exercicio.
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1.8 IMPRINTING METABOLICO OU PROGRAMAGCAO METABOLICA

1.8.1 Periodos Gestacionais e Janelas de Programagao

O surgimento de um novo individuo € dependente de rapidos processos de
proliferacdo celular que ocorrem apdés a fecundagdo entre o ovulo e o
espermatozoéide. Este processo de sucessivas divisdes celulares permite o rapido
crescimento, bem como, a diferenciagdo celular necessaria a especificidade de
tecidos e ao funcionamento fisiolégico adequado (COELHO et al., 2006; OLIVER-
KRASINSKI; STOFFERS, 2008).

Durante todas as fases do desenvolvimento celular os tecidos do embrido em
proliferagdo e/ou diferenciacdo sofrem interferéncias internas referentes as
sinalizagbes das préprias células embrionarias, assim como, de sinalizagbes
provindas do ambiente materno. Cada fase do desenvolvimento possui
caracteristicas e necessidades especificas, isso pode ser observado pela simples
mudanga no metabolismo embrionario antes mesmo da implantagdo uterina. Por
exemplo, durante a fase da pré-implantagdo (menos que 8 células) o metabolismo é
quase que exclusivamente dependente do piruvato. Todavia, apdés completar 8
células o consumo de glicose torna-se a principal fonte de energia e carbono do
embrido (COELHO et al., 2006). Os fenbmenos através dos quais diversos eventos
precoces, que podem intervir durante um periodo critico e especifico do
desenvolvimento, e que acarretam um efeito duradouro, persistente ao longo da vida
do individuo, predispondo-os a determinadas doengas é chamado de “imprinting/
programacao metabdlica” (HANLEY et al., 2010; WATERLAND; GARZA, 1999).

Durante todo o periodo gestacional sdo consideradas trés as principais
‘janelas de programacéo”. Sendo estas, no inicio da gestagdo durante a formagéo
do sistema cardiovascular, fase do estabelecimento de estruturas renais, ja no meio
da gestacdo e fase final da gravidez, onde ha grande crescimento fetal e
crescimento do tecido adiposo que continua a se multiplicar apdés o0 nascimento
(BATESON et al., 2004). Apés o nascimento destacam-se como janelas de
programagcao o periodo lactacional e a puberdade, ambos s&o considerados
periodos criticos do desenvolvimento. Mudancas em tais periodos podem levar ao
aumento da pré-disposicao e/ou desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
metabdlicas e neuroendocrinas (BATESON et al., 2004; GUILLOTEAU et al., 2009).
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Diversos estudos epidemioldégicos em humanos e em modelos animais
enfatizam a ocorréncia do imprinting metabdlico. Um estudo classico de Rauvelli,
Stein et al.,, sobre a “fome Holandesa” e que relacionam a restricdo alimentar
materna e posterior desenvolvimento da obesidade nos filhos, € um exemplo
classico que o imprinting metabdlico pode levar ao desenvolvimento de doengas ao
longo da vida (RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976).

Os termos imprinting e programacao metabdlica tém sido utilizados por
pesquisadores como eventos em comum, no entanto, autores propdéem situagdes
distintas para cada um dos fenbmenos.

Para Waterland e Ganza (1999) imprinting é a relagao entre os fendbmenos
bioldgicos basicos que fundamentam as relagdes entre experiéncias nutricionais do
inicio da vida e doencgas posteriores. Embora, os autores ndo descartem o termo
“programacao metabdlica”, eles consideram que é referente a efeitos em que néo se
sabe a magnitude, se os efeitos sdo duradouros até a vida adulta e quais os
principais aspectos que proporcionaram as mudancas.

O termo imprinting € condicionado a algumas caracteristicas como estar
ligado a uma janela critica no inicio do desenvolvimento, ter efeito duradouro até a
idade adulta, tendo um resultado especifico e que possa ser mensuravel, além de
apresentar uma relagédo dose-resposta (WATERLAND; GARZA, 1999).

Segundo Lucas (2000), programacgao metabdlica refere-se a um efeito que
abrange uma vasta gama de sistemas bioldgicos, enquanto que imprinting tem uma
gama muito mais estreita (LUCAS, 2000). A epigenética € o mecanismo molecular
que tem sido usado para explicar os eventos do imprinting e/ou programagao
metabdlica. Ela é definida por mudangas nas expressées génicas sem que ocorram
alteragdes na sequéncia do DNA. Eventos epigenéticos incluem metilagdo do DNA,
modificagdes como acetilacdo, fosforilagcdo de histonas, levando a remodelacdo da
cromatina. Todas estas modificagdes epigenéticas ja foram observadas em diversos
modelos de marcagao metabdlica. (GOTTLIE et al., 2007; HANLEY et al., 2010).

Durante o desenvolvimento do organismo, seja na vida intrauterina,
abrangendo todo o periodo gestacional ou ainda pés-natal, referente principalmente
aos periodos de amamentacdo e toda a primeira infancia, os tecidos encontram-se
em fases de maior proliferagao, diferenciagdo e crescimento, havendo uma alta
plasticidade celular nestas fases (GUILLOTEAU et al.,, 2009). Tais periodos sao

considerados pontos chave para que ocorram mudangas severas no organismo,
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visto a complexidade de formacgdes das vias metabdlicas e principalmente o
desenvolvimento do sistema nervoso central (GUILLOTEAU et al., 2009;
WATERLAND; GARZA, 1999). A plasticidade no desenvolvimento do organismo é
um mecanismo pelo qual as chances de sobrevivéncia ao meio aumentam, no
entanto, mudangas em eixos fisiolégicos podem ser permanentes, pré-dispondo o
individuo a desordens futuras (GRINO, 2005; LEVIN, 2006).

Varios mecanismos podem intervir no correto funcionamento e
desenvolvimento celular e em vias celulares especificas, assim, o organismo
responde de diversas formas a nivel celular, tecidual ou sistémico. Respostas ao
imprinting a nivel celular sdo correspondentes as mudangas na transcricao génica,
em estruturas mitocondriais e no reticulo endoplasmatico.

Adicionalmente, a programac¢ao metabdlica pode levar a redugao celular em
determinados 6rgéos, redugdo na sensibilidade a certos hormdnios como a insulina,
no pancreas, musculo, tecido adiposo e figado, o que interfere no perfeito
funcionamento sistémico (BATESON et al.,, 2004). No entanto, em alguns casos,
com a constante diferenciacao celular e contato com diferentes fatores ambientais,
criam um ambiente em que os efeitos de eventos anteriores podem ser minimizados
pelo proprio organismo (HANLEY et al., 2010).

Dentre os estudos genéticos a cerca do imprinting observou-se que um
gendtipo pode manifestar diferentes condigbes fisioldgicas e morfolégicas em
relacdo a diferentes ambientes durante o periodo de desenvolvimento, tendo seus
efeitos permanentes no sistema fisiolégico ou ainda em estruturas somaticas
(GUILLOTEAU et al., 2009).

Segundo estudos a obesidade, RI, bem como o DM2 podem desenvolver-se
nos individuos em consequéncia da marcagdo metabdlica. Sendo comprovada esta
relagdo em diferentes estudos, os quais abordam as influéncias entre a alimentacao
materna, dietas com alto teor de gordura, desnutricdo e excesso de nutricdo ao
desencadeamento de doengas futuras (COTTRELL; OZANNE, 2007; GRINO, 2005).
Também é descrito que individuos que sofrem imprinting metabdlico e ja possuem
uma predisposi¢céo genética, potencializam um ciclo vicioso, onde a obesidade tende
a aumentar ao longo das geragodes (LEVIN, 2000b).

Apds o nascimento a prole sofre uma série de adaptagdes ao novo ambiente,
sendo uma das mais importantes a transigcao entre a disponibilidade e a forma de

alimentagdo. Ainda no ambiente uterino o feto tem seu organismo adequado ao
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ambiente materno, sofrendo com qualquer variagdo dos padroes metabdlicos e
hormonais da mae (BATESON et al., 2004). Desordens durante a gestagdo, como
diabetes gestacional, excesso de peso, privagdes alimentares, alteracdes
hormonais, entre outros, estao relacionados ao sobrepeso e ao desenvolvimento da
sindrome metabdlica na prole (LEVIN, 2006). Descendentes de maes que tiveram
gestacdo com sobrepeso ou DM2, nascem com excesso de gordura e tendem a
manter um elevado peso durante a infancia (BARKER, 2007). A adipogénese
iniciada ainda na gestacao tem continuidade apds o nascimento, tendo um potencial
ilimitado de crescimento (TAYLOR; POSTON, 2007).

Sendo a gestagcdo um periodo de estreita relagdo entre a mae e a prole, a
dieta durante a gestagao € um importante ponto para garantir a qualidade de vida do
neonato. Estudos relacionados a tal periodo tém demonstrado que a composi¢ao
alimentar materna com excesso ou insuficiéncia de carboidratos, proteinas e gordura
pode resultar em mudangas no embrido, manifestando-se logo apds o nascimento
ou ainda mais tardiamente (AALINKEEL et al., 1999; GUILLOTEAU et al., 2009).

Durante o desenvolvimento embrionario, mais especificamente no terceiro
trimestre da gestagcdo humana, o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) em
formagdo é influenciado por niveis elevados ou muito reduzidos de diversos
horménios, além do estado nutricional materno (BATESON et al., 2004). As
interferéncias na ontogénese do HPA levam a alteragdes na expressdo de genes
para receptores de glicocorticoides, enzimas, canais e transportadores (ACHARD et
al., 2006; GUILLOTEAU et al., 2009). Alteragdes de hormdnios como a insulina e o
horménio do crescimento estdo intimamente ligados ao futuro desenvolvimento da
sindrome metabdlica na prole, a qual abrange RI, adiposidade, hipertenséo e
dislipidemia (GUILLOTEAU et al., 2009; LEVIN, 2000a).

A leptina é outro hormdnio de extrema relevancia durante o desenvolvimento
intrauterino, produzido principalmente pelo tecido adiposo, tendo a capacidade de
regular a ingesta alimentar, sinalizando regides do hipotalamo, as quais possuem
receptores especificos para a mesma. Durante a gestacdo a leptina derivada do
tecido adiposo e da placenta pode interferir regulando fun¢gdées neuroenddécrinas, do
metabolismo energético e Rl no feto (SAGAWA et al., 2002).

No periodo pds-natal a prole, além de sofrer influéncia do meio, sofre com
alteracdes nos padrdes de ingesta materna, pois ainda esta ligada a mae por meio

da amamentacdo, periodo em que muitas vias e sistemas do neonato ainda se
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encontram em formagdo. Neonatos com retardo fetal, neonatal ou infantil, devido as
condigdes como privagdo materna ou ao nascimento prematuro, quando em meio de
nutricido adequada (dieta normal) apresentam crescimento acelerado e acima do
normal para a idade.

Este mecanismo em que o organismo tenta compensar o crescimento do
recém-nascido é denominado como catch up de crescimento. Este crescimento
acelerado em algumas situagbes € decorrente da exposigcdo ao ambiente rico em
calorias e gorduras e/ou habito sedentario (ONG et al., 2000; SUZUKI; JAYASENA,;
BLOOM, 2012; TAYLOR; POSTON, 2007). Na tentativa de compensar o retardo no
desenvolvimento, o organismo passa a reter reservas energéticas em forma de
tecido adiposo, que, quando associado ao habito de vida sedentario, € apontado
como sendo a causa da programagcao as desordens como obesidade, diabetes, DCV
e SM durante a vida adulta (COTTRELL; OZANNE, 2007; GUILLOTEAU et al.,
2009).

A instalacdo da obesidade € decorrente do acumulo energético provindo de
uma dieta rica em nutrientes que excede o necessario ao organismo (TAYLOR;
POSTON, 2007). Durante os diferentes estagios da gestacao determinados periodos
tornam-se ponto auge para o desenvolvimento de estruturas e vias especificas. No
ultimo periodo gestacional, fase em que ha o maior crescimento fetal, a restricao
alimentar materna pode afetar o desenvolvimento do feto de tal forma a elevar os
riscos de DM2 na prole (GUILLOTEAU et al., 2009).

Diversos estudos abordam modelos experimentais com diferentes formas de
inducao do imprinting (HANLEY et al., 2010; WATERLAND; GARZA, 2002). Dentre
estes estda o modelo por desnutricdo da prole, onde os individuos desnutridos
apresentam perfil caracteristico, com redugao no crescimento, composi¢cao corporal
alterada, havendo maior massa gorda, anormalidades cardiovasculares,
desequilibrio hormonal e disfun¢gdes no metabolismo da glicose e insulina,
associados ao desenvolvimento da RI durante a vida adulta (GAROFANO;
CZERNICHOW; BREANT, 1998).

Outro modelo descrito é referente as alteragées maternas durante a gestagao
que podem influenciar no desenvolvimento da prole. Nos quais implicam a idade da
gestante, restricdo alimentar, contatos quimicos, doses hormonais, fatores fisicos,

como temperatura que pode intervir no fluxo sanguineo e de oxigénio, intolerancia a
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glicose e diabetes (HANLEY et al., 2010; HANSON et al., 2011; MCMILLEN; ADAM,;
MUHLHAUSLER, 2005; WATERLAND; GARZA, 1999).

Alteragcbes metabdlicas na mae também influenciam no desenvolvimento da
prole, como pode ser descrito no caso de méaes diabéticas durante a lactacao, as
quais possuem alto teor de glicose e insulina no leite. Durante a lactagdo promove
alteracbes como alta expressao de neuropeptideo NPY em proles, impulsionando o
desenvolvimento de hiperfagia, obesidade e disturbios diabetogénicos (PATEL;
SRINIVASAN, 2011).

Outro modelo de grande relevancia é o de indugao do imprinting por super
alimentacdo através de reducdo da ninhada. A programagdo metabdlica pode
ocorrer principalmente durante a lactagdo. Comprovado em estudos com ratos
neonatos criados em ninhadas de tamanho reduzido com até 4 filhotes, apresentam
aumento na adiposidade, desenvolvendo hiperfagia, hiperglicemia, Rl, ganho de
peso corporal e resisténcia a leptina no ARQ (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000;
MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005).

Dentre os modelos de imprinting descritos acima, tomamos como foco deste
estudo o modelo de imprinting durante a lactacdo. Em roedores a lactagao
caracteriza-se como uma fase de grande importancia, pois ha continuidade da
formagdo dos nucleos hipotalamicos, formagcdo de comunicagdo entre grupos de
neurénios especificos e continuidade do desenvolvimento do tecido adiposo
(DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000).

1.9 IMPRINTING DURANTE A LACTACAO OU POS-NATAL

A lactagéo, periodo que da continuidade a nutrigdo intrauterina, € considerada
periodo critico ao desenvolvimento devido a ocorréncia de diferenciagdo metabdlica
de células adiposas, de regides do hipotdlamo que regulam o apetite e também do
desempenho de fungdes neuroenddcrinas na prole (BALABAN; SILVA, 2004;
TAYLOR; POSTON, 2007; ZHENG, 2011).

O leite é tido como uma fonte de nutrientes ideal ao desenvolvimento
adequado do neonato, podendo sozinho suprir todas as necessidades nutricionais
até aproximadamente os 6 meses de vida em humanos, além de ser apontado como

um fator de protecdo contra do desenvolvimento do DM2, quando a amamentagao
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em humanos é exclusiva durante os primeiros 6 meses (GUILLOTEAU et al., 2009;
PATEL; SRINIVASAN, 2011).

Estudos em grupos experimentais de animais tém demonstrado que os efeitos
da superalimentagdo neonatal pds-natal, durante o periodo de lactacao, reflete em
um rapido crescimento e maior ganho de tecido adiposo, além de interferir no
metabolismo do neonato. Além de intervir promovendo alteragdes como reducao da
massa de células B, dislipidemias, alteragdes nas membranas de eritrécitos e
alteragdes no figado (GAROFANO; CZERNICHOW; BREANT, 1998; GUILLOTEAU
et al., 2009).

Estudos também descrevem o desenvolvimento de co-morbidades como
hipertensdo, doengas cardiovasculares, hiperinsulinemia, Rl e DM2 também sao
associadas a alimentacdo durante a infancia, os quais sdo acompanhados pelo
quadro de obesidade, o que compdem a sindrome metabolica (WATERLAND;
GARZA, 1999).

A super nutricdo durante os primeiros meses de vida também esta
relacionada ao aumento da adiposidade nas proles, visto as influéncias que o
aumento energético exerce no metabolismo dos tecidos e na expressdo de
reguladores chave da obesidade, como a alteragédo dos niveis de leptina pos-natal, o
que altera a plasticidade neuronal e dos adipécitos, podendo assim acarretar uma
ma programacao celular, desencadeando a facilidade de ganho de peso apds o
imprinting, que persiste na vida adulta (PLAGEMANN, 2005; TAYLOR; POSTON,
2007).

Na maioria dos mamiferos o periodo pés-natal imediato (amamentagéo) é
complementar ao desenvolvimento de o6rgdos que ainda continuam a se
desenvolver, como é o caso do pancreas em que ocorre a maturagao das ilhotas e
do sistema neuronal hipotalamico em roedores (PATEL; SRINIVASAN, 2011). Apos
0 nascimento, em humanos, ha um longo periodo até os 4 anos de idade em que o
pancreas sofre remodelagbes em suas ilhotas, o que torna o 6rgao suscetivel a
sofrer programacdes durante esta fase (REMACLE et al., 2007).

Em roedores a remodelagao do pancreas ocorre durante os 20 primeiros dias
de vida pods-natal (BERLEZE, 2005). Eventos durante a vida pré-natal e inicio da
pos-natal podem pré dispor os individuos a alteragdes em circuitos neuronais os

quais regulam a homeostase energética, responsaveis por torna-los mais propensos
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a varias desordens, entre elas a obesidade (DAVIDOWA, LI; PLAGEMANN, 2002;
PLAGEMANN et al., 1999).

1.10 IMPRINTING METABOLICO, DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL E DO PANCREAS ENDOCRINO

Conforme descrito anteriormente, diferentes sistemas sdo afetados pela
marcagao metabdlica, dentre os quais se destacam os efeitos sobre o SNC e o
pancreas enddcrino. Em relacdo ao SNC, as principais transformagdes devido a
programacgao metabdlica ocorrem em periodos criticos em que ha continuidade da
formacao encefélica, estabelecimento de novas sinapses, migracées de célula
neuronais, apoptose e crescimento axonal (LEVIN, 2000b).

O desenvolvimento do SNC esta intimamente relacionado ao
desenvolvimento fisiologico, homeostatico e das vias energéticas. Possiveis
programagdes dos circuitos neuronais resultantes de processos complexos de
mudangas podem ser passadas pelas geracbées aumentando os indices de peso
corporal (LEVIN, 2000a; WALTER; PAULSEN, 2003). Tais eventos podem sofrer
influéncia de acordo com o tempo de exposi¢ao, a quantidade e o contato precoce a
uma alimentagao com alto teor energético, tendo a alimentagdo papel fundamental
na maturacado funcional e no desenvolvimento encefalico (WATERLAND; GARZA,
1999).

O desenvolvimento encefalico ocorre mais rapidamente durante o
crescimento fetal, tendo continuidade na vida pds-natal, tanto em humanos, como
em roedores (LEVIN, 2000b; WATERLAND; GARZA, 1999; 2002). O perfeito
desenvolvimento do SNC & de ordem primaria durante a formacao fetal, assim
qualquer evento que pde em risco sua formacado, como situagdes de privacdo ou
contato com substancias prejudiciais, leva o organismo a preservar o crescimento
encefalico mesmo que a custa de 6rgaos periféricos. Este processo de priorizar o
desenvolvimento do SNC pode ser evidenciado em estudos com modelos
experimentais por desnutricdo materna durante a gestagdo. Neste modelo por
desnutricdo materna, o organismo da prole tenta preservar o crescimento encefalico
a custa do desenvolvimento de outros érgédos como figado, musculo, rim e pancreas,
sendo os dois ultimos os mais afetados (COTTRELL; OZANNE, 2007; GRINO,
2005).
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As mudancgas na plasticidade neuronal ocorrem durante toda a vida do
individuo, estudos tém demonstrado que cérebros de modelos animais obesos e
humanos possuem uma série de alteragdes neuronais, chave no controle energético
(DAVIDOWA; LI; PLAGEMANN, 2002; VAN DE SANDE-LEE et al., 2011). Embora
as causas da obesidade ainda ndo estejam bem estabelecidas, sabe-se da relagéo
direta do tecido adiposo por sua capacidade de armazenamento energético e
proliferagdo celular. Em adigédo, o tecido nervoso permanece estabelecendo novas
conexdes neuronais ao longo da vida, as quais podem exercer varias fungdes sendo
mantidas por seu uso repetido, envolvidas com o desenvolvimento do sobrepeso
(GUILLOTEAU et al., 2009). Mudangas na expressao, localizagdo e na acgéo de
neuropeptidios especificos nas redes cerebrais responsaveis pelo controle do
apetite podem ser modeladas de acordo com a alimentagdo alterada durante
periodos criticos do desenvolvimento na gestacdo e na lactagcdo (MCMILLEN;
ADAM; MUHLHAUSLER, 2005).

O hipotalamo € uma regido frequentemente afetada pelo imprinting
metabdlico. Os circuitos neuronais hipotalamicos estdo propensos a intervengdes
hormonais, como a leptina durante o periodo neonatal, além de uma série de outros
fatores, inclusive presentes no leite materno, podem intervir na reorganizagao
hipotalamica (BOURET, 2009; GUILLOTEAU et al., 2009). Coincidentemente o
aumento da leptina plasmatica neonatal € observado durante o periodo de
estabelecimento dos principais circuitos neuronais hipotalamicos (BOURET, 2009).

Em roedores a diferenciacdo dos nucleos hipotalamicos segue até 20 dias
apos o nascimento, onde reguladores chave, como neuropeptidios e receptores,
podem sofrer programacdes dependentes de fatores externos, assim como a
maturagcdo do SNC que continua apds o nascimento (GROVE et al., 2005; TAYLOR,;
POSTON, 2007).

Neurdnios que compdem o ARQ e os outros nucleos hipotaldamicos em ratos
iniciam sua proliferacdo do neuroepitélio entre o 12° ao 17° dia de gestagéo, no
entanto, as projegbes neuronais tém seu pico de crescimento logo apds o
nascimento, sendo dois periodos criticos para a neurogénese hipotalémica, o que
acarreta consequéncias futuras no metabolismo e nutricdo (BOURET, 2009).

A supernutricdo poés-natal em ninhadas reduzidas tem apontado alteragdes
estruturais e funcionais no VMH, o qual passa a ter baixa responsividade a estimulos

anorexigenos. A baixa responsividade a estimulos anorexigenos acabam
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promovendo a quebra do equilibrio autondmico aumentando a atividade do nervo
vago subdiafragmatico, o que reflete uma secrecdo aumentada de insulina (RINALDI
et al., 2012).

O pancreas é um 6rgao com desenvolvimento embrionario complexo, formado
por uma porgcdo enddcrina e outra exdcrina, as quais possuem fungdes distintas.
Sua formacgao inicia-se durante a gastrulagdo, a partir de células endodérmicas. O
crescimento e a diferenciagdo das células durante a formagdo do 6rgao é
dependente das condicbes do meio em que esta inserido (OLIVER-KRASINSKI;
STOFFERS, 2008).

Em humanos o desenvolvimento do péancreas endocrino ocorre
principalmente durante os ultimos meses de gestagcado e no decurso dos 5 primeiros
anos de vida. Durante a primeira infancia o crescimento da massa de células 3
ocorre rapidamente, tendo uma pausa na adolescéncia (STEINER et al., 2010). Em
roedores o desenvolvimento do pancreas endocrino € prevalente do 10° ao 20° dia,
durante a gestagdo, apoés o nascimento a remodelagdo do pancreas ocorre até a
segunda semana de vida (BERLEZE, 2005).

Sendo o desenvolvimento do pancreas um processo altamente complexo,
envolvendo uma série de fatores como de crescimento, transcricao e diferenciagao
nas diferentes linhagens celulares, qualquer intervengdo na formag&o pancreatica
tende a se manter durante toda a vida do individuo (GITTES; PRASADAN;
TULACHAN, 2010). Durante o desenvolvimento do pancreas enddécrino fatores
ambientais podem promover alteracbes que estdo associadas a pré-disposicao ao
desenvolvimento de doengas como o DM1 e DM2 durante algum periodo da vida
(WATERLAND; GARZA, 2002). Estudos vém relacionando o DM1, doenga auto-
imune que combate seletivamente as células B pancreatica, a fatores como o
excesso de peso pos-natal, ingesta de leite enriquecido com suplementos e a
precoce introducéo de dieta sélida para o bebé (HANLEY et al., 2010; HUMMEL et
al., 2004).

Durante a gestacéao, a insulina, além de exercer papel no controle glicémico
materno, também tem grande influéncia na programacgao fisiologica do feto, estando
associada a distribuicao lipidica corporal, plasticidade e desenvolvimento neuronal,
controle glicémico pés-natal e desenvolvimento psicomotor da prole (LEVIN, 2006).

Os fatores de crescimento e a insulina também desempenham papel fundamental na
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diferenciacao neuronal, formacédo de crescimento neuronal, transmissdes sinapticas
e na densidade de receptores adrenérgicos-a, (LEVIN, 2000Db).

Outros estudos a cerca do papel da insulina na obesidade tém demonstrado que a
insulina quando aplicada em altas doses no hipotalamo durante a fase pdés-natal,
leva a obesidade, exercendo o efeito de redugdo neuronal no VMH. O
desenvolvimento de algumas mudangas ocorre no ARQ quando ha a auséncia de
insulina materna durante a gestagao, causando o aumento de neurénios que liberam
galanina no PVN e NPY no ARQ, promovendo o aumento da ingesta alimentar
(LEVIN, 2000a).

1.11 MODELO DE OBESIDADE POR SUPERNUTRICAO

Diversas pesquisas tém apontado que a supernutricdo durante a lactacéo
esta ligada a pré-disposi¢cdo da obesidade na vida adulta. A comprovagédo desta
relagdo entre supernutricdo na lactacdo e obesidade pode ser observada em
estudos durante a infancia em humanos, em que a introducéo precoce de alimentos
sélidos a alimentacéo, a utilizagdo exagerada e/ou substituicdo do leite materno por
férmulas alimentares durante a lactagéo leva a um perfil obeso prevalente (NOVAES
et al., 2009; TRAEBERT et al., 2004).

Em modelos experimentais com animais, diversos métodos sao utilizados
para promover a superalimentacdo na lactagdo. Dentre os modelos experimentais
estdo os de dietas hipercaldéricas materna, que promovem maior aporte energético a
prole (DE OLIVEIRA et al., 2010). Outro modelo de super nutricdo durante a
lactacdo é o “pup in a cup”’, no qual animais sdo alimentados artificialmente por
canulas, com leite rico em carboidratos (SRINIVASAN et al., 2003).

Widdowson e McCance, em 1960, ja relacionavam a nutricdo durante a fase
pos-natal ao desencadeamento do aumento de peso e diversas outras desordens na
vida adulta. A reducdo de ninhadas logo apds o nascimento tem sido o modelo de
excesso de alimentacao pds-natal amplamente utilizado por diversos pesquisadores
para se estudar a origem de doengas como obesidade e DM2.

Conforme descrito anteriormente, o periodo de aleitamento € um periodo
critico, pois intervengdes durante esta fase podem favorecer o ganho de peso na
idade adulta (MCCANCE; WIDDOWSON, 1960). Animais superalimentados no inicio

da vida pés-natal apresentam caracteristicas como excesso de peso, Rl, aumento
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no tamanho do coragdo, hiperfagia, aumento da secre¢cdo de insulina
(hiperinsulinemia) e aumento de GLUT, (AALINKEEL et al.,, 1999) em ilhotas
pancreaticas (THOLE et al., 2012). As intervengdes alimentares durante a
amamentacao influenciam profundamente no funcionamento do pancreas em
desenvolvimento (AALINKEEL et al., 1999; THOLE et al., 2012).

Alteragbes em niveis hormonais estdo estreitamente relacionados aos efeitos
de alteragbes em oOrgaos-alvo, a hiperinsulinemia (devido a hiperatividade
parassimpatica) e hiperleptinemia evidente em ratos superalimentados fundamentam
a ma-programacao observada dos circuitos energéticos no hipotalamo, resultando
em hiperfagia e sobrepeso nestes animais (PATEL; SRINIVASAN, 2011).

A hiperinsulinemia de jejum em ratos de ninhadas reduzidas é explicada por
Rinaldi (2012) como sendo resultado do aumento da atividade parassimpatica,
representada pela hiperatividade vagal (RINALDI et al., 2012). Parametros como
intolerancia a glicose em neonatos derivados de ninhadas reduzidas s&o revertidos
guando os mesmos sao expostos a protocolo de exercicio fisico moderado, o que é
demonstrado por Gomes e colaboradores (2012), o qual submeteu ratos de
ninhadas reduzidas a pratica de esteira, os quais tiveram a tolerancia a glicose e Rl
normalizada (GOMES et al., 2012). Frankenfeld (2009) também aplicou protocolos
de exercicio fisico em esteira nos animais super alimentados e observou redu¢ao na
gordura corporal total, aumento do glicogénio hepatico e aumento do HDL
(FRANKENFELD, 2009).

Estudos tém apontado que o SNS €& um dos mais importantes na regulagao
do balango energético e que a instalagdo da obesidade pode estar relacionada a
oscilagdes simpaticas. Diversos fatores sao elencados como responsaveis por afetar
a correta inervagao simpatica. Estudos com ninhadas reduzidas tém demonstrado
que o excesso de nutricdo pds-natal promove a redugao da atividade simpatica e o
aumento do parassimpatico, contrariamente as condigdes fisiologicas normais
(RINALDI et al., 2012).

Os efeitos da reducao de ninhada sobre o pancreas enddécrino sao contraditorios
em relagdo a secrecado de insulina frente aos estimulos da glicose. Alguns trabalhos
demonstram que as ilhotas pancreaticas em animais supernutridos apresentam
disfungao, secretando altas quantidades de insulina em resposta a glicose, estes
animais apresentam ainda quadro de hiperinsulinemia, além de RI e intolerancia a
glicose (PLAGEMANN et al., 1992; RINALDI et al., 2012).
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Cunha (2007) em seu estudo com secregao de insulina in vitro, demonstra que
em altas concentracdes de glicose as ilhotas dos animais hiperalimentados secretam
mais insulina comparada aos normais, justificando este aumento na secregéo devido
a presenga de maior conteudo de GLUT, nas ilhotas pancreaticas dos animais
superalimentados (CUNHA, 2007). Srinivasan et. al. (2003) observou o aumento da
secrecao de insulina aos 12 dias de vida e durante a fase adulta de animais obesos
de ninhadas reduzidas alimentadas artificialmente por dieta rica em carboidratos,
este também demonstrou o aumento da expressdo de GLUT, (SRINIVASAN et al.,
2003).

Contudo, outros trabalhos apontam que animais oriundos de ninhadas reduzidas
tém secrecao de insulina reduzida frente aos estimulos da glicose. Waterland e
Garza (2002) sustentam a hipétese de que o pancreas enddcrino € alvo primario da
impressao metabdlica. Em seu trabalho foram apontados a reducdo de receptores
para colecistocinina (CCK) e alteragdes em genes responsaveis pela formacao de
subunidades das bombas ATPase mitocondrial e Ca®* ATPase. Tais alteracdes sao
apontadas pelos autores como estando relacionadas a baixa responsividade das
células 3 ao estimulo da glicose (WATERLAND; GARZA, 2002).

As células 3 pancreaticas possuem um grau de plasticidade que as permitem
controlar a produgdo de insulina de acordo com a situagao fisiolégica em que o
organismo se encontra, podendo aumentar sua massa celular ou mesmo reduzi-la
(KARGAR; KTORZA, 2008). Este processo relativamente dindmico é dependente da
proliferagdo, apoptose e neogénese. Em modelos com camundongos neonatos
supernutridos na lactagao, alteragdes morfoldégicas como hipertrofia € observado em
ilhotas pancreaticas, iniciando desde a instalacdo da obesidade e persiste até a
idade adulta (THOLE et al., 2012). Este processo € uma resposta fisioloégica a um
estado patolégico, o qual requer o aumento nos niveis da insulina (KARGAR;
KTORZA, 2008). Além da hipertrofia das ilhotas, alteracées como acumulo de tecido
adiposo, presenca de infiltrados inflamatérios, aumento de proteinas das vias de
apoptose e aumento de TNf-a também foram demonstrados por THOLE (2012) em
camundongos supernutridos (THOLE et al., 2012).

Outras alteragdes encontradas no modelo de ninhada reduzida s&o descritas por
Rodrigues e colaboradores (2007), os quais descrevem que o tecido adiposo dos
animais supernutridos apresenta resisténcia a acdo da insulina. Esta resisténcia a

insulina resulta na debilidade na translocagdo dos GLUT,4, chegando a apresentar
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reducdo de 40% dos GLUT4 na membrana plasmatica dos adipdcitos de animais
oriundos de ninhadas reduzidas. O mesmo trabalho justifica que esta reducdo se
deve a diminuicdo expressiva das proteinas dos IRS-1 e PI3K nos adipdcitos dos
animais super nutridos aos 90 dias. Além disso, demonstra que em condi¢des basais
a fosforilagdo da proteina Akt nos adipécitos € semelhante entre os grupos, mas,
apos o estimulo de insulina, o grupo controle apresenta aumento de 60% nas
fosforilagbes da Akt em relagéo aos supernutridos (RODRIGUES et al., 2007).

Outras alteragbes quanto ao tecido adiposo é exposto por Boullu — Ciocca e
colaboradores (2008), confirmando o aumento de TNF-a e IL-6 no tecido adiposo
mesentérico de animais superalimentados aos 150 dias (BOULLU-CIOCCA et al.,
2008). Outro o6rgao afetado pela reducédo de ninhada € o figado. Concei¢cdo e
colaboradores (2013) descrevem alteragdes na sinalizagdo da insulina no figado,
dentre as quais estdo a reducgédo das proteinas IRS1, Akt e PI3K, justificando o
comprometimento glicémico. Além das alteragdes na via de sinalizag&o da insulina,
o mesmo trabalho aponta infiltracbes de células inflamatérias e o quadro de
microesteatose hepatica (CONCEICAO et al., 2012).

Embora confirmado na literatura, em diversos trabalhos de intervengcbes em
periodos criticos ao desenvolvimento do organismo acarretam alteragbes
metabdlicas que intervém de forma negativa na saude do individuo, ha caréncia de
informagdes sobre os efeitos da programagéo metabdlica no pancreas enddcrino,
particularmente em situagdes especiais, tais como o exercicio fisico. Desta forma, o
presente trabalho teve por objetivo investigar os efeitos da programac&o metabdlica
promovidos pela redugdo de ninhada na responsividade do pancreas enddcrino a
agentes estimuladores e potencializadores da secregao de insulina, bem como,

avaliar o impacto da atividade fisica regular sobre estes parametros.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos do exercicio fisico regular sobre a obesidade induzida por

marcagao metabdlica e a responsividade do pancreas endécrino a agentes

estimuladores e potencializadores da secregéo de insulina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Induzir a obesidade pela marcagdo metabolica (metabolic imprinting).

b) Avaliar os depdsitos de gordura corporal em ratos obesos por marcagao
metabdlica.

c) Estudar a secregao de insulina estimulada por glicose.

d) Analisar o efeito colinérgico no pancreas de ratos obesos por marcagao
metabdlica.

e) Investigar a responsividade deste modelo ao treinamento fisico e a melhora na

acao e secrecgao de insulina.



57

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados Rattus novergicus machos e fémeas da linhagem Wistar,
cedidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
Todos os procedimentos foram realizados com a aprovacdo do comité de Etica em
Pesquisa Animal (03482/2012) da mesma. Os animais foram mantidos em
condic¢des controladas de luminosidade (ciclos 12h claro/escuro) e temperatura (21 +
2°C). A racgao comercial para roedores (NuviLab-CR1® ) e agua foram ofertadas ad

libitium, a todos 0s grupos experimentais.

3.2 MODELO EXPERIMENTAL

Para o acasalamento foram utilizados apenas fémeas e machos virgens, para
minimizar possiveis intervengdes oriundas dos genitores. Para o acasalamento os
animais foram acomodados em caixas plasticas no sistema de arem (3 fémeas para
1 macho). Apos a confirmagédo da prenhez as fémeas foram separadas em caixas
individualizadas nas quais foram mantidas do nascimento ao periodo lactacional da
prole. Foram utilizadas de 10 a 17 ninhadas por grupos experimentais. Para inducéo
do modelo experimental de obesidade por supernutricdo, no primeiro dia apds o
nascimento todas as ninhadas eram ajustadas para 10 filhotes. No terceiro dia de
vida, as ninhadas foram subdivididas em dois grupos: Ninhadas Normais (NN),
contendo 9 filhotes e Ninhadas Reduzidas (NR), contendo 3 filhotes por fémea. A
reducao da ninhada ocorreu no 3° dia de vida, para que o organismo das méaes
ajustasse a quantidade de leite produzido proporcional as ninhadas com maior
numero de filhotes (PLAGEMANN et al., 1999). Nas ninhadas em que o numero de
machos era insuficiente, utilizou-se filhotes fémeas para completar as ninhadas
durante o periodo de amamentagdo (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000; THOLE et
al., 2012). Durante os 21 dias de lactagcdo foram avaliados diariamente os
parametros como peso corporal e ingesta alimentar. Apds o periodo de 21 dias os
animais foram desmamados, ajustados aleatoriamente dentro de seus respectivos
grupos em 6 animais por caixa e subdivididos em 4 grupos experimentais conforme

descrito: ninhada normal sedentaria (NNSED) e ninhada normal exercitada
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(NNEXE), ninhada reduzida sedentaria (NRSED) e ninhada reduzida exercitada
(NREXE).

3.3 AVALIACAO DA OBESIDADE

A obesidade foi avaliada pelo calculo do indice de Lee (IL), aos 21 e 90 dias

de vida, o qual representa relacdo entre a raiz cubica do peso corporal (g) e o

comprimento naso-anal (CNA) (cm) (i/peso corporal/lCNA) (BERNARDIS;

PATTERSON, 1968). Pela retirada e pesagem das gorduras viscerais (mesentérica,
retroperitoneal e epididimal) da cavidade abdominal e da gordura subcutanea

(inguinal), expressos em g/100g do peso corporal.

3.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO

ApOs o desmame (21 dias de vida), os grupos experimentais exercitados
iniciaram o treinamento fisico de acordo com protocolo descrito por Leite et al.
(2013) e Nery et al. (2011) com modificagdes conforme descrito a seguir (LEITE et
al., 2013; NERY et al., 2011). O treinamento fisico consistiu em natagcao realizada
em piscina para ratos com agua aquecida (32+2°C). A primeira semana de aplicagéo
do protocolo consistiu em um periodo de adaptagdo ao meio liquido, sendo
composta de trés sessdes com duragao de tempo crescente (5, 10 e 15 minutos) e
livre de carga. Na segunda semana, cada sess&o teve duracdo de 30 minutos,
sendo acrescida uma carga equivalente a 2% do peso corporal presa na base da
cauda. A partir da terceira semana a carga presa a cauda passou a 5% do peso do
animal. Deste modo, os animais treinados nadavam 3 vezes por semana, durante 30
minutos, com sobrecarga equivalente a 5% do peso corporal até os 90 dias de vida.
A sobrecarga é acrescida a cauda dos animais para evitar a acomodagao do animal
em meio liquido. As sessdes de natacao iniciavam-se as 16h00min. Apds cada
sessao 0s animais eram secos e devolvidos as suas caixas. Este protocolo de
treinamento corresponde a um treino de intensidade moderada (60% do consumo de
oxigénio maximo) (GOBATTO et al., 2001). Os demais grupos permaneceram

sedentarios.
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3.5 ISOLAMENTO ILHOTAS PANCREATICAS

O isolamento das ilhotas pancreaticas foi realizado através da técnica da
colagenase com modificagdes (LACY; KOSTIANOVSKY, 1967). Aos 90 dias, apos
24 horas apds a ultima sessao de exercicio fisico e 12 horas de jejum os animais
foram decapitados, e em seguida submetidos a laparotomia para localizagdo do
ducto hepatico comum. Posteriormente foi realizada a oclusdo da porgéao final do
ducto pancreatico para posterior perfusdo do pancreas através do ducto hepatico. A
perfusdo foi realizada com aproximadamente 8 mL de solugdo Hank’s (em mM: 1,3
Cloreto de calcio (CaCl,); 0,8 Sulfato de Magnésio (MgSO,). 5,4 Cloreto de Potassio
(KCI); 0,4 de fosfato de potassio monobasico (KH2PO,). 4,3 Bicarbonato de Sédio
(NaHCO3); 137 Cloreto de Sddio (NaCl); 0,3 Fosfato de Sdédio Monobasico
(NagHPO,); 5,6 mM de glicose (CesH1205), pH 7,4, contendo colagenase (Sigma®)
tipo V (1mg/mL). Apos a homogénea perfusdo do péancreas, fez-se a retirada e
transferéncia do 6rgao para tubo tipo falcon contendo 5mL Hank’s, sendo em
seguida transferido para o banho-maria a 37°C por aproximadamente 6-8 min. Apos
a dissolucao do tecido pancreatico, a massa foi submetida a filtragcdo em peneira de
aco inoxidavel e a sucessivas lavagens em solugdo Hanks sob banho de gelo.
Posteriormente, as ilhotas foram manualmente coletadas com auxilio de lupa e
pipetas. Para cada grupo experimental, no minimo de 4-5 animais foram usados
para formar um conjunto de ilhotas que eram posteriormente separadas em grupos
de 4 e transferidas para placas de cultura (LACY; KOSTIANOVSKY, 1967).

3.6 PRE-INCUBACAO

Para que as ilhotas pudessem se adequar ao meio in vitro, elas foram
submetidas a um periodo de pré-incubagao. Grupos de 4 ilhotas foram transferidas
para pogos contendo 1mL de solugdo Krebs (20mM NaCl; 4,8 mM KCL; 2,5 mM
CaCl2; 1,2 mM de Cloreto de magnésio (MgCl,) e NaHCO3), suplementado com
0,1% de albumina bovina (fracéo V), pH 7,4 e glicose (5,6 mM) e transferidos para
incubadora de CO, (SANYO North America Corporation), aerada com mistura
gasosa (95%, 02/5%, CO,), com temperatura controlada de 37°C durante 1h. A
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secrecdo da pré-incubacgédo foi descartada e em seguida substituida pelas solugdes
teste.

3.7 INCUBAGAO

ApOs a retirada da solugédo de pré-incubagao os diferentes grupos de ilhotas
foram incubados por mais 1 hora em solucdo Krebs nas mesmas condicbes de
oxigenagao, temperatura e pH descritas anteriormente. Para avaliar a
responsividade das ilhotas pancreaticas a glicose, ilhotas pancreaticas foram
incubadas em 1mL de solugdo Krebs contendo glicose nas seguintes concentragdes:
8,3; 16,7; 20,0 e 28,0 mM durante 60min. Adicionalmente, outro grupo de ilhotas foi
submetido a incubagdo em 1mL de Krebs contendo glicose 8,3 mM na presenga de
diferentes concentragbes de Ach (0,1; 1; 10; 100 e 1000 puM) durante 60 min.
Aliquotas das incubacgbes foram coletadas e armazenas em freezer -80°C para
posterior dosagem de insulina pela técnica do radioimunoensaio (RIE), conforme

descrito abaixo.
3.8 DOSAGEM INSULINA: RIE

A técnica por RIE consiste na interagcdo competitiva de moléculas de insulina
humana radioativa marcada com iodo (1'®) (Perkin Elmer), e das moléculas de
insulina ndo radioativa das amostras experimentais, os quais competem por um
anticorpo especifico contra insulina (anti-rato). A leitura da radiagao é realizada por
um contador de radioatividade GAMA, apds 48 horas de competicdo. O resultado é
baseado em uma curva padrdo com quantidades especificas de radiacdo e de
insulina nao radioativa conhecidas. Apos a leitura tem-se a quantidade de insulina
em cada uma das amostras em cpm/min posteriormente convertida em log da
concentragdo final de insulina em ng/mL (BERSON; YALOW, 1968).

3.9 CURVA CRESCIMENTO E CONSUMO ALIMENTAR

As ninhadas foram pesadas diariamente até o desmame (21 dias). A partir
dos 21 dias, os animais de todos os grupos experimentais foram pesados e tiveram

o consumo alimentar avaliado a cada dois dias. O consumo alimentar foi calculado
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pela subtracdo da comida ofertada e a sobra, dividido pelo numero de animais em

cada caixa, os dados foram expressos como g/g de peso corporal.

3.10 DOSAGENS BIOQUIMICAS

As amostras bioquimicas de sangue foram coletadas apds um periodo de 12
horas de jejum. As dosagens das concentragcbes plasmaticas de triglicerideos
(mg/dL) e colesterol total (mg/dL) foram determinados pelo método enzimatico-Gold
Analisa, BR. A concentragdo de glicose (mg/dL) foi determinada pelo método

enzimatico colorimétrico Analisa, BR, conforme instru¢des do fabricante.

3.11 ANALISE HISTOLOGICA

Apos decorrido os 90 dias, os animais foram sacrificados e amostras de
tecidos como pancreas, tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom foram
posteriormente retiradas e fixadas em Alfac (alcool 80% 85mL, formaldeido 40%
10mL, acido acético glacial 5mL) para analise histomorfolégica. Do péancreas
padronizou-se a retirada de aproximadamente 1,5 cm da porg¢ao esplénica do 6rgao
(cauda) garantindo que as possiveis alteragcbes encontradas ndo fossem
decorrentes das diferentes regides dos 6rgaos. A fixacdo permaneceu por 16 horas,
em seguida as pecas foram transferidas para solugdo estoque (alcool 70%).
Posteriormente as pecgas foram processadas iniciando-se pelas etapas de
desidratagcédo (alcool 80%, 90%, absoluto e xilol), seguindo para a inclusdo em
parafina (Paraffin Wax), segundo protocolos histolégicos de rotina. As pecgas foram
seccionadas em micrétomo a 4um de espessura, seguindo o padrao de corte
seriado, descartando-se aproximadamente 20 cortes entre cada lamina (£ 80um)
para evitar a analise das mesmas estruturas. As laminas eram devidamente
etiquetadas e permaneciam fixando por no minimo 24 horas, em seguida eram
submetidas ao protocolo de coloracdo H&E (hematoxilina e eosina). Apds a
secagem as laminas histolégicas foram fotografadas em diferentes dimensdes, de
acordo como as estruturas a serem avaliadas, em microscépio de campo claro
(Olympus BX41) com captura digital das imagens (software DP-Controler). Para
avaliagao e mensuracgao das estruturas presentes nas imagens utilizou-se o software

J-Pré6 image. Parametros avaliados por corte nos diferentes tecidos: pancreas
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mediu-se area e numero de ilhotas por corte usando a objetiva de 4X; no tecido
adiposo branco avaliou-se a area e numero dos adipdcitos por corte em objetiva de
20X, e no tecido adiposo marrom foi realizadas contagem do numero de nucleos em
objetiva de 40X.

3.12 WESTERN BLOTTING

As ilhotas isoladas de todos os grupos experimentais foram armazenadas em
solugdo tampao para extracdo de proteinas contendo: Uréia (7M), Tiuréia (2M),
E.D.T.A. (5mM), Triton x-100 (1%), Fluoreto de Sddio (100mM), Ortovanadato de
Sodio (100mM), Pirofosfato de Sodio (100mM), Aprotinina (1mg/mL) e PMSF (1
mmol/L) (AMARAL et al., 2003). Para determinar o teor total de proteinas utilizou-se
o método de Bradford (BRADFORD, 1976), sendo utilizadas 15 pg de extrato de
proteina total a partir das ilhotas pancreaticas para transferéncias em membrana de
nitrocelulose. As membranas foram entdo incubadas com anticorpos para fosfolipase
C B (PLC B) monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) ou com
Receptor Muscarinico subtipo 3 (M3) policlonal (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA) . As diluicbes de anticorpos foram feitas de acordo com as instru¢des do
fabricante em tampao TRIS-Tween contendo 30 g / L de leite em pd desnatado.
Deteccao banda foi realizada por quimioluminescéncia (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL) apds incubacdo com um anticorpo secundario conjugado com
peroxidase. Intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria Optica

(Imagem J, National Institutes of Health, EUA).

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrédo da média (EPM). A
significancia estatistica avaliada pela Analise de Variancia (ANOVA) com pdés-teste
de Bonferroni entre pares selecionados. Quando apropriado Teste t de Student’s
também foi usado. As diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05.
As analises estatisticas, bem como a elaboracdo dos graficos foram feitas com

auxilio do software GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADOS

Todos os dados seréo apresentados demonstrando primariamente o efeito da
reducao do numero de filhotes por ninhada, seguido do efeito do exercicio fisico.
Dados demonstrados seguem a ordem de apresentagdo: NNSED versus NRSED,
NNSED versus NNEXE e NRSED versus NREXE.

4.1 EVOLUCAO DO PESO CORPORAL DURANTE A LACTAGAO

Conforme demonstra a figura 3A, durante o periodo lactacional (0-21 dias)
observou-se que a partir do 12° dia de vida ratos NR apresentaram maior peso
corporal (18,5%, p<0,05) em relagdo aos filhotes NN; diferengca que persistiu até o
desmame. Deste modo a area sob a curva (ASC) do peso corporal durante a
lactagao foi 18,5% maior no grupo NR, comparado ao grupo NN (figura 1B). A figura
1C representa o CNA das ninhadas no 21° dia de vida. Ratos NR apresentaram
aumento de 8% em relagdo no CNA em relagdo aos animais NN (p<0,05).
Adicionalmente as ninhadas NR apresentaram IL maior em cerca de 9,1%

comparado as ninhadas NN (figura 1D).
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Figura 3. Evolugdo do Peso Corporal durante o periodo Lactacional. Os dados representam a
meédiatEPM, n = 15-20 ratos por grupo. A figura 3A representa a evolugéo do peso corporal cuja ASC
esta representada na figura 3B. O CNA aos 21 dias esta representado na figura 3C e o IL aos 21
dias de vida na figura 3D. Os simbolos nos gréficos representam diferengas estatisticas no teste t de
Student’s. * p<0,05.
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4.2 PARAMETROS BIOMETRICOS, OBESIDADE E DADOS BIOQUIMICOS.

A redugcdo do numero de filhotes por ninhadas induziu a obesidade,
comprovado por meio das alteragbes nos parametros biométricos e depdsitos de
gordura, estes dados estido evidenciados na tabela 1. Os animais do grupo NRSED
apresentaram aos 90 dias aumento de peso corporal em 8,7% em relagdo ao grupo
NNSED. O efeito do exercicio fisico pode ser observado quando demonstrada a
reducéo do peso corporal aos 90 dias de 8,8% e 7,2% dos grupos NNEXE e NREXE
respectivamente, comparado a seus grupos sedentarios. O CNA néo foi alterado
pela hiperalimentagao lactacional e nem pela natagdo. O IL apresentou aumento de
3% no grupo NRSED em relacdo ao NNSED. Nos grupos exercitados houve
reducéo de 2,8% (NNEXE) e 3,7% (NREXE) em relacdo aos grupos sedentarios
(p<0,05). Conforme também demonstra a tabela 1 a gordura mesentérica aumentou
22% no grupo NRSED em relagdo ao NNSED. O exercicio reduzido em 21% e 20%
os depdsitos de gordura mesentérica nos grupos NNEXE e NREXE
respectivamente, em relacdo a seus respectivos grupos sedentarios. Quanto aos
depodsitos de gordura perigonadal o grupo NRSED apresentou aumento de 26,6%
em relagcdo ao NNSED. Por outro lado, em animais exercitados houve redugao de
17% (NNEXE) e 14,6% (NREXE) em relacdo a seus controles (p<0,05). A gordura
retroperitoneal apresentou aumento de 27,8% nos animais superalimentados
sedentarios em relagédo ao grupo NNSED. Novamente o efeito do exercicio fisico fica
evidente, promovendo redugdo de 21% (NNEXE) e 23,5% (NREXE) nos grupos
exercitados comparado a seus controles sedentarios. Os depdsitos de gordura
subcutanea, inguinal ndo apresentaram diferencga significativa entre os grupos. Nos
depdsitos de gordura marrom, ndo constatamos diferenga entre os grupos NRSED
em relacdo ao NNSED. Contudo, nos grupos NNEXE e NREXE o exercicio fisico
promoveu aumento de 106,8% e 63,9% respectivamente, em relagdo aos seus

grupos controles (p<0,05).
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Tabela 1. Parametros biométricos e obesidade aos 90 dias: efeito da redugao do numero de
filhotes por ninhada e aplicagao do exercicio fisico. Os dados representam a média + erro padrao
da média. Todas as amostras foram coletadas apés jejum de 12horas; n= 20-28 ratos por grupo. As
letras acima dos numeros na tabela representam a diferenca significativa de p<0,05 em analise de
variancia ANOVA, com pos teste Bonferroni entre pares selecionados, nos quais os grupos: °NNSED,
°NNEXE, °NRSED e “NREXE.

NNSED NNEXE NRSED NREXE

Peso Corporal (g) 308,0+3,87°° 282,4+3,90° 335,0+4,41*¢ 310,7+2,90°

CNA (cm) 21,77+0,14 21,86+0,14 22,05+0,18 22,10+0,13

IL 0,31£0,006°° 0,30 £ 0,001® 0,32+0,002*¢ 0,31+0,002°

Gordura Mesentérica
(g/1009) 0,67+0,03°¢ 0,53+0,02°2 0,82+0,0221 0,66+0,03°

Gordura Perigonadal
(9/100g9) 0,84+0,04°°¢  0,6894+0,03° 1,054+0,03*¢ 0,8995+0,04°

Gordura Inguinal
(9/100g9) 0,22+0,02 0,17+0,02 0,21+0,02 0,25+0,03

Gordura Retroperitoneal
(g/1009) 1,30+0,06"° 1,03+0,06° 1,660,072 1,27+0,06°

Gordura marrom
interescapular (g/100g) 0,07+0,003° 0,14+0,011® 0,09+0,003¢ 0,15+0,005°

Novamente os efeitos da reducdo de ninhadas sdo confirmados através das
alteracdes nos parametros bioquimicos. Os niveis basais de glicose encontraram-se
aumentados em 16,2% nos animais NRSED em relagdo aos NNSED. Tendo o
exercicio papel significativo na redugédo da glicemia em 16% para ambos os grupos
NNEXE e NREXE, em relacao os seus respectivos controles sedentarios. Conforme
também demonstra a tabela 2, o perfil lipidico foi alterado pela natacdo. Os niveis de
triglicerideos foram 19,7% e 19,1% menores nos grupos NNEXE e NREXE,
respectivamente comparado aos sedentarios (NNSED e NRSED). Os grupos
NNEXE e NREXE apresentaram redugao 13% e 24% respectivamente nos niveis de
colesterol, comparado a seus grupos sedentarios. Os niveis de insulina plasmatica

foram similares entre os grupos.
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Tabela 2. Parametros bioquimicos: efeito da reducdo do nimero de filhotes por ninhada e aplicagdo do
exercicio fisico. Os dados representam a média * erro padrdo da média. Todas as amostras foram
coletadas apds jejum de 12horas; n= 20-28 ratos por grupo. As letras e numeros na tabela
representam a diferenga significativa de p<0,05 em anadlise de varidncia ANOVA, com pos teste
Bonferroni entre pares selecionados, nos quais os grupos: °NNSED, °NNEXE, °NRSED e °NREXE.

NNSED NNEXE NRSED NREXE

Glicemia (mg/dL) 98,57 +4,22°° 8325 +343% 114,5+4,27>¢ 96,35 +5,21°
Triglicerideos (mg/dL)  63,69+3,90° 51,10 +£2,68° 64,84 +4,52° 52 45 +2 60°
Colesterol (mg/dL) 1284 +3,09° 110,0+2,89° 136,5¢8,30° 100,4 + 2,68°

Insulina (ng/mL) 0,223+0,03 0,183 +0,03 0,288 +0,04 0,272 +0,03

A figura 4 representa a evolugédo do peso ponderal e consumo alimentar dos
grupos no periodo dos 22 aos 90 dias de vida. A analise da ASC (figura 4B)
demonstra o aumento do peso corporal de 9% do grupo NRSED em relagdo ao
NNSED. A natagdo promoveu reducédo de 8,4% e 11,5% do peso corporal nos
grupos NNEXE e NREXE respectivamente, comparado a seus respectivos grupos
sedentarios. A manipulacdo no tamanho das ninhadas e a aplicacdo do protocolo de
exercicio fisico ndo alteraram significativamente o consumo alimentar entre os

grupos (Figura 4C e 4D).
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Figura 4. Influéncia da Natagao sobre o Crescimento Corporal e o Consumo Alimentar. A figura
A representa a evolugao do peso ponderal dos 22 aos 90 dias, e C representa o consumo alimentar
dos 22 aos 90 dias. E os insets B e D representam o grafico da ASC. Os pontos representam a média
* erro padrdo da média; n= 20-28 ratos para todos os grupos. Os simbolos *(NNSED x NRSED);
*INNSED x NNEXE) e ¥(NRSED x NREXE) nos graficos representam a diferenga significativa de
p<0,05 em analise de variancia ANOVA, com pés teste Bonferroni entre pares selecionados.

4.3 ANALISE HISTOMORFOLOGICA

A histomorfometria do tecido adiposo perigonadal esta representada na figura
5 A-D. Neste depodsito o grupo NRSED apresentou aumento no didmetro (13%) e
reducao (15%) no numero de adipécitos em relagdo ao grupo NNSED. Nos grupos
exercitados, o didmetro dos adipocitos perigonaidais reduziu em 16,7% (NNEXE) e
18,5% (NREXE), enquanto o numero de adipocitos aumentou em 11% para ambos
os grupos exercitados. Nos depdsitos de gordura retroperitoneal (5 E-H) o grupo
NRSED apresentou aumento de 17,4% no diametro dos adipdcitos em relagdo ao
NNSED, ndo houve diferengca no numero de adipdcitos entre os grupos neste
depodsito. Apods exercicio, NREXE apresentou reducdo 32,4% do diametro, e
aumento de 16,8% no numero de adipdcitos. Similarmente, o grupo NNEXE reduziu
em 16,2% o didmetro e aumentou 15,5% o numero de adipdcitos, ambos

comparados a seus grupos sedentarios. No tecido adiposo mesentérico (figura 5 I-
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L), o grupo NNEXE apresentou redugédo de 23% na area dos adipocitos por campo
em relagdo ao NNSED. Nado havendo diferenga significativa no restante dos grupos.
Quanto ao numero de adipdcitos por campo nédo houve diferencga significativa entre
os grupos NRSED e NNSED. No entanto, houve aumento de 22% no numero de
adipdcitos apds a aplicagdo do protocolo de exercicio no grupo NNEXE comparado
a seu controle sedentario (NNSED). Nao apresentando diferenga significativa no
grupo NREXE. No depdsito de gordura inguinal houve aumento de 30% no didmetro
celular no grupo NRSED em relagdo ao NNSED. Os grupos exercitados
apresentaram redugao de 13,6% (NREXE) e 8,6% (NNEXE) no didmetro dos
adipocitos, comparado aos controles NRSED e NNSED respectivamente. Nao houve
diferenga estatistica no numero de adipdcitos em nenhum grupo. No tecido adiposo
marrom (TAM), pode-se observar qualitativamente que os animais supernutridos
(NRSED) apresentaram maiores gotas lipidicas dispostas no citoplasma das células
adiposas, além de apresentar 25% menos nucleos dispersos nas laminas quando
comparados aos TAM do grupo NNSED. Novamente o exercicio promoveu
alteragdes como a reducdo aparente no tamanho das gotas lipidicas no grupo
NNEXE, além de reduzir em 27,9% o numero de nucleos por campo. No depdsito de
TAM do grupo NREXE, no entanto ndo teve efeito aparente sobre o acumulo de
gotas lipidicas nem sobre o numero de nucleos. Todos os dados numéricos das

avaliagbes histomorfoldgicas estdo representados na tabela APENDICE-A.
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Figura 5. Analise histomorfolégica dos diferentes depositos de tecido adiposo. As imagens representam as gorduras perigonadal (2 A-D), retroperitonial (2 E-H),
mesentérica (2 I-L), inguinal (2 M-P) e marrom interescapular (2 Q-T). Todas as imagens foram fotografadas em objetiva de 20X, exceto a gordura marrom que foi
fotografado em objetiva de 40X. Nas figuras Q-T setas vermelhas indicam goticulas de gordura, enquanto setas pretas os nucleos. Coloragbes em H&E. Foram
realizadas analises morfométricas da area e do numero, os valores estao representados em média + erro padrdo no item resultados tabela 3.
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4.4 CURVA DOSE-RESPOSTA A GLICOSE EM ILHOTAS PANCREATICAS
ISOLADAS

A figura representa a curva dose-resposta a glicose em ilhotas pancreaticas
isoladas. llhotas de animais NRSED secretaram aproximadamente 33% menos
insulina em altas concentragbes de glicose (16,7; 20,0 e 28,0 mM), em relacdo a
ilhotas do grupo NNSED. Nos grupos exercitados, o exercicio reduziu
aproximadamente 49% secregao de insulina no grupo NNEXE, no entanto aumentou
em aproximadamente 95% a secre¢cdo do grupo NREXE. Na analise
histomorfologica de péncreas (figura 7), podemos observar que os animais super
nutridos durante a lactacdo (NRSED) apresentaram aumento de 34,2% no didametro
e redugdo de 30% no numero de ilhotas comparado ao grupo controle (NNSED).
Nos grupos exercitados, houve aumento do numero de ilhotas, em 31,7% (NNEXE)
e 39,6% (NREXE) e reducao de 39,5% (NNEXE) e 33,1% (NREXE) na area das
ilhotas.
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Figura 6. Curva dose-resposta a Glicose em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos
superalimentados submetidos a natagdao. Dados representam a média + epm. Representacdo da
curva de secregcdo em que grupos de 4 ilhotas foram incubadas na presenca de 1mL de Krebs
contendo crescentes concentragbes de glicose. De 16-20 observagdes foram realizadas para cada
grupo. No minimo 6 animais foram usados para formar a amostra de ilhotas usadas para a incubacgao.
Os simbolos *(NNSED x NRSED); # (NNSED x NNEXE) e & (NRSED x NREXE) nos graficos
representam diferencas estatisticas no teste t de Student’s ( p<0,05).



Figura 7. Histomorfometria das ilhotas pancreaticas de ratos superalimentados submetidos a natagao. Fotografado em objetiva de 4X, n= 12-15
laminas por grupo. Fotos dos inserts fotografadas em objetiva de 20X. Coloragdo em H&E. Setas indicando as ilhotas de Langerhans.

71



72

4.5 CURVA DOSE-RESPOSTA A Ach EM ILHOTAS PANCREATICAS ISOLADAS.

Como demonstra o grafico da figura 8A, a adicdo de diferentes concentragdes
de Ach em solugbes com glicose a 8,3 mM teve efeito potencializador no grupo
NNSED, havendo aumento de 6 vezes na secregao de insulina. No grupo NRSED a
Ach inibiu em aproximadamente 104% a secregao nas baixas concentragdes (0,1, 1
e 10 uM), tendo efeito estimulatorio apenas nas altas concentragdes. No entanto, os
grupos exercitados apresentaram redugdo na secreg¢do de insulina frente aos
estimulos da Ach (NNEXE 0,1, 1, 10 e 100 uM; NREXE 100 e 1000 uM). A analise
da expressao do receptor M3 em ilhotas pancreaticas esta representada na figura
8B. Apenas ilhotas do grupo NNEXE apresentaram reducdo de 44,8% dos
receptores M3 em relagdo a ilhotas do grupo controle. A figura 8C representa o

Western Blotting da proteina PLCB, ndo houve diferenga significativa entre os
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Figura 8. Curva dose-resposta a Ach em ilhotas pancreaticas isoladas e Western Blotting M3 e
PLCB de ratos superalimentados submetidos a Natagdo. Dados representam a médiatepm. 8A
Curva de secregdo em que grupos de 4 ilhotas foram incubadas na presenga de 1mL de Krebs
contendo glicose (8,3 mM) e Ach em crescentes concentragées (0,1 — 1000 pM). De 16-20
observagdes foram realizadas para cada grupo. No minimo 6 animais foram usados para formar a
amostra de ilhotas usadas para a incubagado . 8B-C Figura representando gel Western Blotting para
proteina M3 e PLCP respectivamente. Foram utilizados de 5-8 ratos, cerca de 100-200 ilhotas por
amostra. Os simbolos *(NNSED x NRSED); # (NNSED x NNEXE) e & (NRSED x NREXE) nos
graficos representam diferengas estatisticas no teste t de Student’s ( p<0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1 OBESIDADE INDUZIDA POR HIPERALIMENTAGAO E EXERCICIO FiSICO.

Assim como os dados reportados na literatura em trabalhos como de Faust, et al.
(1980), Plagemann, et al, (1992) e Thole, et al. (2012), nossos resultados
demonstraram aumento do peso corporal dos filhotes de ninhada reduzida durante o
periodo lactacional, sendo este aumento significativo em nossos resultados a partir
do 12° dia de vida . Estes dados confirmam que a lactagao € de fato periodo critico
ao desenvolvimento do organismo, e que alteracbes neste periodo nutricional
refletem sobre adaptagdes as quais o organismo em desenvolvimento sofre,
podendo estas afetar a saude durante a vida adulta, caracterizando o processo de
marcagdo metabdlica (LUCAS, 2000; MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005;
WATERLAND; GARZA, 1999). Nossos dados corroboram com outros trabalhos
realizados em ratos e em camundongos em que a reducédo das ninhadas no 3° dia
de vida esta associado ao sobrepeso dos filhotes superalimentados (CUNHA, 2007;
NERY et al., 2011; RINALDI et al., 2012; RODRIGUES et al., 2009; THOLE et al.,
2012). Este aumento de peso durante a lactagao é justificado devido a maior oferta
de leite aos animais de ninhadas reduzidas e a imaturidade do controle da ingesta
alimentar neste periodo. Ainda que os circuitos neuronais hipotalamicos de ratos se
desenvolvam parcialmente durante o periodo neonatal, estes circuitos neuronais
encontram-se até a terceira semana de vida estruturalmente e funcionalmente
imaturos, suscetiveis a sofrer interferéncias do meio. O excesso de nutrientes pode
intervir no desenvolvimento da densidade e atividade neuronal do ARQ e do VMH
(BOURET; SIMERLY, 2007; RINALDI et al., 2012). Como consequéncia ha o maior
armazenamento de energia promovendo o aumento do peso corporal durante a
lactacdo e posteriormente na vida adulta (FAUST; JOHNSON; HIRSCH, 1980;
MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005; PLAGEMANN et al., 1992). Embora
nao se saiba exatamente quais o0s principais mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da obesidade em animais de ninhadas reduzidas, acredita-se que
a principal causa esteja relacionada as modificagdes nas vias neurais hipotalamicas
responsaveis pelo comportamento alimentar e o ganho de peso (PLAGEMANN et
al., 1999). O excesso de nutrientes, ou ainda a variagdo hormonal durante os

primeiros dias de vida, pode intervir em regides especificas que estdo em formacgao
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e/ou diferenciagdo no hipotalamo. Dentre elas a remodelacdo do VMH, havendo
reducdo da densidade neuronal desta regido, intervindo diretamente na saciedade
visto ser uma das principais regides hipotaldmicas envolvidas no controle do
metabolismo energético e ainda levar a resisténcia a agdo da insulina/leptina no
hipotalamo (PLAGEMANN et al.,, 1999). Plagemann et al. (1999) descrevem
alteracbes como hiperinsulinemia e aumento na expressido de NPY no ARQ e no
PVN em animais derivados de ninhadas reduzidas. O ajuste das ninhadas promove
a maior oferta de leite aos animais de ninhada reduzida, assim, o aumento da oferta
de leite materno associado a maior ingestao reflete no aumento do peso corporal
(MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005).

Além do aumento de peso, os animais de ninhadas reduzidas apresentaram
aumento no IL e no CNA aos 21 dias de vida. Corroborando com nosso trabalho,
Frankenfeld (2009), observou em seu estudo que animais supernutridos ja possuem
CNA maior desde os 14 dias de vida. No entanto, aos 90 dias a diferenca no CNA
deixou de ser significativa entre os animais supernutridos e seus controles (NNSED).

A diferenga no peso corporal dos nossos animais supernutridos passou a
diminuir apds o desmame, no entanto, aproximadamente aos 75 dias de vida o peso
de nossos animais de ambos os grupos sedentarios tornaram a apresentar uma
diferenca crescente e gradual até os 90 dias, em que o sobrepeso reaparece.
Comprovando que intervengbes na disponibilidade nutricional estdo ligadas a
alteragdes permanentes no organismo, resultando em condi¢des diferentes do uso e
do armazenamento energético, levando ao aumento na massa corporea e alteragdes
no metabolismo e nas fungdes endocrinas (RODRIGUES et al., 2009).

Constatamos que aos 90 dias, paralelo ao aumento do peso corporal, os animais
NRSED apresentaram aumento das reservas de gordura mesentérica, perigonadal,
retroperitoneal e aumento no IL. Nossos resultados corroboram com estudos de
Rodrigues et al. (2009), os quais demonstram maior deposi¢ao de gordura visceral
em animais de ninhadas reduzidas. Em seus trabalhos Rinaldi et al. (2012)
demonstraram que, como em outros modelos de obesidade a programagao
metabdlica por reducdo de ninhada também promove o desajuste do SNA. Desta
forma, o aumento dos depdsitos de gordura estd associado a este desajuste
autondbmico, havendo a prevaléncia da atividade da subdivisdo parassimpatica
(anabdlica) sobre a subdivisdo simpatica (catabdlica). Nossos animais nao

apresentaram hiperinsulimenia, o que seria caracteristico do aumento da atividade
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parassimpatica no pancreas. Desta forma sugerimos que o aumento do depdsito de
gordura pode estar relacionado a uma possivel redugéo da atividade simpatica, o
que reduziria a atividade lipolitica no tecido adiposo, favorecendo o acumulo de
gordura. O aumento dos depdsitos de gordura corporal, em especial a gordura
visceral, & fator de risco para desenvolvimento de Rl e diversas desordens
metabdlicas. O acumulo de tecido adiposo visceral esta intimamente ligada a SM.
Segundo Hermsdorff e Monteiro (2004), o tecido visceral € mais sensivel a lipdlise
do que os estoques de gordura subcutanea, libera maior quantidade de AGL e
adipocinas ligadas a processos pro-inflamatorios, intervindo no processo de
sinalizagdo da insulina, promovendo quadro de Rl (HERMSDORFF; MONTEIRO,
2004).

Embora nossos animais supernutridos na lactagao tenham apresentado aumento
de gordura visceral o mesmo nao foi observado para o depdsito de gordura
subcutanea inguinal. Este resultado corrobora com relatos de Rodrigues et al.
(2009), que demonstra a auséncia de diferenga nos depdsitos subcutdneos entre
animais de ninhadas reduzidas comparado aos controles. O mesmo resultado pode
ser observado em modelo de obesidade por dieta hiperlipidica (RAVAGNANI et al.,
2012). Desta forma sugerimos que a super nutricdo por maior aporte de leite durante
a lactacdo pode intervir em uma resposta metabdlica distinta nos diferentes
depdsitos de gordura, no entanto mais estudos precisam ser realizados para
confirmacao da hipétese neste modelo.

A literatura reporta diversos estudos a cerca dos efeitos do exercicio fisico em
diferentes modelos experimentais de obesidade e em humanos. Dentre os
beneficios da pratica de exercicio fisico estdo reducdo da massa adiposa,
restauracédo da homeostase metabdlica promovendo melhora da glicemia, redugao
da hiperinsulinemia e das deslipidemias (GOMES et al., 2012; STEHNO-BITTEL,
2011). Observamos em nossos resultados que nosso protocolo de exercicio fisico
iniciado logo ap6s o 21° dia de vida persistente até os 90 dias foi capaz de reduzir o
peso corporal tanto dos animais superalimentados como nos animais de ninhadas
normais. Junto a reducdo do peso corporal o exercicio fisico promoveu a reducao
dos depositos de gordura visceral.

Em outros modelos animais, como em camundongos tratados neonatalmente
com MSG, a pratica de natacdo iniciada precocemente foi capaz de reduzir os
depdsitos de gordura (SCOMPARIN et al., 2006). Trabalhos animais oriundos de
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ninhadas reduzidas, submetidos a treinos cronicos de baixa intensidade também
tiveram redugdo da massa corporea total além de reduzir os depdsitos de gordura
(FRANKENFELD, 2009). A reducédo do peso e dos depdsitos de gordura corporal
através da pratica de exercicio fisico € devido ao fato do exercicio fisico ser um
potente estimulador do SNA. Mais especificamente durante o exercicio fisico ha
prevaléncia do SNS. Dentre os principais horménios liberados durante a atividade
fisica em consequéncia do aumento do SNS estdo as catecolaminas (epinefrina e
norepinefrina). O aumento do SNS ativa o eixo simpato-adrenal, elevando a sintese
de catecolaminas pelas células cromafins presentes na medula adrenal. As
catecolaminas se ligam a receptores especificos estimulando a glicogendlise
hepatica e muscular e a lipdlise no tecido adiposo. No tecido adiposo, as
catecolaminas se ligam a receptores B-adrenérgicos estimulando o aumento da
mobilizacdo energética requerida durante o exercicio (DE MOURA; LISBOA,;
PASSOS, 2008; PROENCA, 2010; SCOMPARIN et al., 2006). Embora os depdsitos
viscerais tenham sido reduzidos pela natagdo, ndo houve efeito sob o depdsito
subcutdneo em ambos os grupos exercitados. Segundo DE MOURA et al. (2008)
esta condigdo esta relacionada ao fato dos depodsitos subcutédneos de gordura
apresentarem menor sensibilidade a acdo das catecolaminas, visto uma menor
concentragao de receptores (3-adrenérgicos (DE MOURA; LISBOA; PASSOS, 2008).

O aumento da massa adiposa em individuos obesos se da pelo aumento do
tamanho dos adipécitos (hipertrofia) e/ou pelo aumento do numero de adipécitos no
tecido (hiperplasia) (BRAY, 2004; DE QUEIROZ et al., 2009). Em nossos resultados
a analise histomorfoloégica dos depdsitos de gordura apontou hipertrofia dos
adipdcitos tanto na gordura visceral quanto na subcutanea. A hipertrofia dos
adipdcitos da gordura visceral em animais de ninhadas reduzidas também foi
descrito por Conceigao et al. (2012), no entanto os autores apontam que n&o houve
diferenga no didametro do adipdcitos subcutaneos. Em nossa analise a hipertrofia dos
adipdcitos € quase sempre acompanhada da redugcdo do numero de células
adiposas por campo analisado. Estudos relacionados a adipogénese tém
demonstrado que diversos fatores principalmente o receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PPARYy), atuam coordenadamente para
diferenciacao de novos adipocitos (DE QUEIROZ et al., 2009; MOURA VI; RI, 2010).
Sugerimos que a supernutricdo pode intervir nestes mecanismos reduzindo a

adipogénese, 0 que requer mais estudos.
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A hipertrofia dos adipdcitos esta ligada ao inicio da disfungao celular das células
adiposas durante a obesidade, esta hipertrofia dos adipdcitos leva ao esgotamento
de sua capacidade de armazenar gordura, além de torna-los mais lipoliticos,
favorecendo ao aumento das concentragdes de AGL no sangue (CANCELLO et al.,
2005). Alem disso, os adipécitos hipertroficos passam a produzir mais adipocitocinas
como TNF-a e IL-6, as quais agravam o perfil inflamatorio presente em individuos
obesos, reduzindo a sensibilidade periférica a insulina (BRAY, 2004; DE QUEIROZ
et al.,, 2009; HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004). Adicionalmente o processo de
hipertrofia € acompanhado da insuficiéncia da vascularizagdo do tecido adiposo,
promovendo a apoptose das células adiposas e consequente aumento de infiltrados
de macrofagos no tecido adiposo. Estes macréfagos por sua vez, secretam ainda
mais TNF-a, agravando o quadro inflamatério na obesidade (MOURA; MONTEIRO,
2010). Boullu — Ciocca et al. (2008) confirmam em seu trabalho que animais que
tiveram maior aporte de leite durante a lactacdo combinado ou ndo a dieta
hiperlipidica possuem hipertrofia dos adipdcitos e aumento expressivo de TNF-a e
IL-6 no tecido adiposo visceral, confirmando o aumento do perfil inflamatdrio neste
modelo (BOULLU-CIOCCA et al., 2008). A hipertrofia dos adipdcitos em nossos
animais hipernutridos corrobora como outros trabalhos em diferentes modelos de
obesidade, nos quais a hipertrofia dos adipdcitos também é relatada (LEITE et al.,
2013; SPERETTA, 2011). Boullu-Ciocca e colaboradores (2005) demonstraram que
animais de ninhadas reduzidas submetidos ou ndao a dieta rica em gordura
apresentam aumento da sensibilidade a agéo de glicocorticéides na gordura visceral.
O aumento da produgdo de dglicocorticéides e/ou sensibilidade a acdo de
glicorticoides esta intimamente associado ao aumento de deposigcdo de gordura
(PAULI et al., 2006). Desta forma, € provavel que alteragdes destes hormdnios
também possam contribuir para a obesidade observada em nossos animais
supernutridos.

Além dos beneficios da pratica de exercicio fisico na promogéo da redugédo do
peso corporal e restabelecimento de alteragbes bioquimicas em individuos obesos,
tem sido comprovado por diversos trabalhos na literatura que o exercicio é capaz de
restaurar alteragbes morfologicas decorrentes do estado obeso (CALEGARI et al.,
2011; LEITE et al.,, 2013; SCOMPARIN et al., 2006). Em nosso modelo de
obesidade, observamos que o efeito do exercicio fisico promoveu a melhora do perfil

hipertréfico das células adiposas tanto no tecido adiposo visceral como no
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subcutédneo nos grupos NREXE e NNEXE. A reducdo da hipertrofia dos adipdcitos
nos animais exercitados esta relacionada ao aumento da lipdlise em condi¢des de
caréncia energética, como ja explicado anteriormente. Esta redugcédo do diametro dos
adipdcitos é favoravel ao restabelecimento metabdlico das células. Pois, como
demonstrado por Cancello et al. (2005), a redugédo do tamanho dos adipécitos esta
associado ao aumento da producdo de moléculas anti-inflamatoérias pelas células
adiposas. Além disso, ha redugao na produgao de adipocitocinas como TNF-a e IL-
6, e reducédo da infiltragdo de macrofagos e monécitos no tecido adiposo, atenuando
o perfil inflamatdrio.

Atrelado ao aumento do peso, os animais NRSED apresentaram maior IL em
relacdo ao grupo NNSED. Este resultado corrobora com estudos de Frankenfeld
(2009), que demonstrou a prevaléncia do IL em animais superalimentados na
lactagao.

Os depdsitos de TAM nao apresentaram diferenca quanto ao peso entre os
grupos de animais oriundos de ninhadas reduzidas e ninhadas normais. O mesmo
resultado foi encontrado em estudos de Xiao et al. (2007). Embora haja auséncia de
diferenga no peso, podemos constatar que o maior aporte de leite durante a lactagéo
promove alteragbes histomorfologicas no TAM. A analise qualitativa das laminas
histologicas demonstra presencga de goticulas lipidicas maiores no TAM dos NRSED
em relagcdo ao NNSED. Este resultado evidencia a redugdo da termogénese em
ratos supernutridos comparado aos NNSED. A reducao da termogénese em animais
de ninhadas reduzidas € confirmada por Xiao et al. (2007), os quais demonstram
que estes animais apresentam reduc¢ao de proteinas desacolpadora subtipo 1 (UCP-
1) no TAM, em condigdes normais ou quando expostos ao frio. Proteinas UCP-1
desempenham papel central no aumento da taxa metabdlica para producéo de calor
neste tecido. Sugerimos que a prevaléncia de gotas lipidicas maiores no TAM em
ratos metabolicamente programados se deve a uma resposta alterada a estimulos
autondmicos neste modelo de obesidade. Em condicbes normais o SNS promove o
aumento da termogénese no TAM através da liberacdo de norepinefrina em seus
terminais (CANNON; NEDERGAARD, 2004). No entanto em animais de ninhadas
reduzidas ha reducdo de receptores adrenérgicos que medeiam os estimulos do
SNS sobre o TAM, reduzindo a termogénese no tecido (XIAO et al., 2007). Além de
goticulas lipidicas maiores 0 TAM dos nossos animais superalimentados apresentam

reducdo no numero de nucleos por campo, o que sugere o aumento do tamanho das
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células adiposas neste tecido quando comparado ao controle sedentario. Podemos
sugerir também que redugdo do numero de nucleos por campo no grupo NRSED
esta ligado a reducgéao da proliferagao celular no TAM destes animais. Esta hipotese
€ corroborada por dados mostrando que animais superalimentados na lactagdo tem
reducao de receptores adrenérgicos-f1, 0S quais sao os principais estimuladores da
proliferagao celular no TAM (BENGTSSON; CANNON; NEDERGAARD, 2000;
CANNON; NEDERGAARD, 2004; XIAO et al., 2007).

Como bem estabelecido na literatura alteragcbes na termogénese estdo
intimamente relacionadas ao quadro de obesidade. O TAM tem importante funcao
termogénica. Nossos resultados demonstraram que ambos 0s grupos exercitados
apresentaram aumento do TAM em resposta ao protocolo de exercicio fisico. O
aumento no TAM também ¢é observado em animais com diferentes tipos de
obesidade submetidos a natacdo, como também em ratos jovens e velhos
submetidos a natagcdo (EGUCHI et al., 2008; OH-ISHI et al., 1996; UENO et al.,
1997). Como ja descrito anteriormente o TAM é inervado pelo SNS, sendo o
simpatico fortemente estimulado durante o exercicio fisico. A ativacao do SNS pode
exercer efeitos agudos e cronicos sobre o TAM, sendo que o estimulo crénico tem
efeito em aumento da quantidade de proteina UCP1, biogénese mitocondrial e tanto
hiperplasia e hipertrofia no TAM (VOSSELMAN; VAN MARKEN LICHTENBELT;
SCHRAUWEN, 2013). Desta forma o aumento dos depdsitos de TAM em ambos
grupos exercitados esta relacionado ao estimulo crénico devido ao protocolo de
exercicio fisico iniciado precocemente. Em nossa analise histomorfolégica
observamos no grupo NNEXE a ativagdo simpatica através do exercicio foi efetiva
aumentando a termogénese e a sintese proteina, visto que apresentou reducdo no
didmetro das goticulas lipidicas presentes no TAM e redugédo no numero de nucleos.
No entanto ndo observamos qualquer alteragdo no TAM do grupo NREXE, desta
forma sugerimos a redugcdo de ninhada altera a resposta do TAM ao estimulo
simpatico crénico, reduzindo a resposta termogénica nestes animais.

Ja esta bem descrito na literatura que animais supernutridos durante a lactagao
sofrem mudancas metabdlicas as quais acarretam alteragbes na homeostase
glicémica, lipidemias, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e Rl (PLAGEMANN et al.,
1999; PLAGEMANN et al., 1992). Em nossos resultados os animais oriundos de
ninhadas reduzidas apresentaram aumento da glicemia basal, no entanto néao

encontramos alteragbes nos niveis de colesterol, triglicerideos e da insulina basal.
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Como reportado por Boullu-Ciocca e colaboradores (2005), animais supernutridos
apresentam aumento da sensibilidade aos glicocorticodides no tecido adiposo
visceral, 0 que nos permite sugerir que auséncia niveis de triglicérides e colesterol
pode estar relacionada ao aumento da lipogénese. Consultando outros trabalhos
referentes a reducdo de ninhadas percebemos que os parametros bioquimicos
apresentam-se com resultados divergentes na literatura. Nossos resultados s&o
similares aos descritos em outros trabalhos, como de Rodrigues et al. (2007), o qual
demonstra a similaridade entre os niveis de glicose e insulina, bem como de
colesterol e triglicerideos entre animais supernutridos com o grupo controle. No
entanto outros trabalhos demonstram o aumento da glicemia de jejum acompanhado
de hiperinsulinemia (AALINKEEL et al., 1999; PATEL; SRINIVASAN, 2011; RINALDI
et al., 2012).

A hiperfagia é descrita como uma das caracteristicas dos animais hiper nutridos
por redugdo de ninhada durante o periodo lactacional (PLAGEMANN et al., 1999b).
No entanto, ao analisarmos a curva de consumo alimentar observamos que nossos
animais NRSED nao apresentaram hiperfagia até os 90 dias de vida. A auséncia
desta caracteristica pode ser observada em outros trabalhos relacionados a redugao
de ninhada (NERY et al., 2011; XIAO et al., 2007). De acordo com a literatura o
comportamento hiperfagido dos animais programados metabolicamente esta
relacionado ao aumento da disponibilidade de nutrientes durante a lactacdo. Em que
estes nutrientes desempenham importante papel na modulagdo do comportamento
alimentar, alterando vias responsaveis pelo controle da fome e da saciedade
(CUNHA, 2007; MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005; PLAGEMANN et al.,
1999). Desta forma sugerimos que a disponibilidade de alimento aos animais
reduzidos promoveu alteragcdes metabdlicas permanentes capazes de alterar o peso
corporal, no entanto o aporte energético ndo foi suficiente para alterar de forma
permanente regides e vias neuronais capazes de torna-los hiperfagicos. Ainda
podemos atrelar a falta de dados significativos para hiperfagia ao método utilizado
para apresentar os dados, nossos dados sao representados em relagao ao peso. O
mesmo resultado é observado por Xiao e colaboradores (2007) quando o consumo é
normalizado para o peso corporal. O comportamento hiperfagico em animais
metabolicamente programados durante a lactagdo é observado em trabalhos como
de Cunha (2007), o qual comprovou que o aporte energético dos filhotes criados em

ninhadas reduzidas era maior durante a fase adulta em relacdo aos animais de
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ninhadas normais, visto que o leite de suas maes tinha maior conteudo de gordura
(GOMES et al., 2012; PLAGEMANN et al., 1999). O consumo de alimento nao foi
alterado em ambos os grupos exercitados. Este resultado também é descrito em
estudos com animais obesos submetidos a dieta hiperlipidica e ao tratamento
neonatal com MSG, submetidos a diferentes protocolos de exercicio fisico
(SCOMPARIN et al., 2009; SPERETTA, 2011).

Atualmente o exercicio fisico vem sendo amplamente recomendado como forma
preventiva e no tratamento de disturbios metabdlicos, presentes no quadro de DM2
e obesidade, visto que a pratica de exercicio fisico regular € uma excelente
ferramenta para a manutengdo da homeostase glicémica e a redugdo das
dislipidemias (PAULI et al., 2009; SPERETTA, 2011). Em nossos resultados, o
exercicio foi capaz de reduzir a glicemia basal nos grupos NNEXE e NREXE,
adicionalmente o exercicio fisico também promoveu a redugdo dos niveis de
colesterol e triglicerideos nos grupos NNEXE e NREXE. O exercicio fisico promove a
homeostase glicEmica por diferentes mecanismos. Dentre estes mecanismos esta a
melhora da sensibilidade a insulina pelos tecidos periféricos, visto que o exercicio
reduz os depodsitos de gordura e diminui a expressao e/ou atividade de proteinas
inflamatorias de efeito negativo a agao da insulina (PAULI et al., 2009). Esta melhora
€ comprovada em estudos com animais obesos submetidos a exercicio voluntario
(BRADLEY et al., 2008), a pratica de esteira (VIEIRA et al., 2009), natagao e treino
de for¢ca (LEITE et al., 2013; SPERETTA, 2011). Adicionalmente, o aumento da
captacdo da glicose durante o exercicio ocorre através da ativacdo de vias
independentes da insulina. Durante a contragdo muscular, o aumento do Ca**
citosolico e a ativacdo da enzima AMPK desencadeiam vias que culminam no
deslocamento das proteinas GLUT4 e o aumento da captagédo da glicose (PAULI et
al., 2009; RYDER; CHIBALIN; ZIERATH, 2001).

Assim como em nossos resultados a associacdo entre a pratica de exercicio
fisico e o restabelecimento do perfil lipidico em individuos e animais experimentais
obesos é reportado em diversos estudos (BONIFACIO; CESAR, 2008; LEITE et al.,
2013). Durante a pratica do exercicio fisico a demanda energética muscular é
suprida com os estoques de glicogénio muscular. No entanto, as reservas de
glicogénio muscular sdo reduzidas progressivamente, entdo a demanda energética
passa a ser suprida pela utilizagao dos estoques de lipideos. O musculo esquelético

passa a utilizar os estoques de gordura do préprio tecido, como os armazenados no
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tecido adiposo além de triglicerideos e AGL no plasma, para que sejam oxidadas e
gerem energia necessaria durante o esforco fisico (BONIFACIO; CESAR, 2008;
CURI et al., 2003).

5.2 EFEITOS HIPERALIMENTACAO DURANTE A LACTAGAO E DO
EXERCICIO FiSICO SOBRE O PANCREAS ENDOCRINO.

Outra caracteristica descrita em modelos de obesidade em animais e humanos
sdo as alteracbes morfolégicas no pancreas endocrino, decorrentes de adaptagdes
do organismo para manter a normoglicemia em individuos obesos e em pré-
diabéticos. Dentre as alteragdes esta a proliferacao e hiperplasia das células B, e
consequente hipertrofia das ilhotas pancreaticas (LEITE; NETO, 2009; SLAVIN et
al., 2010; THOLE et al., 2012). Nossos resultados histomorfométrico do pancreas
endécrino confirmam os dados da literatura, demonstrando que os animais com
maior aporte de leite durante a lactagcdo apresentaram numero reduzido de ilhotas
pancreaticas e aumento no didmetro das mesmas. Thole et al. (2012) demonstraram
que o desenvolvimento precoce da hipertrofia em ilhotas de camundongos criados
em ninhadas reduzidas esta presente logo apés o desmame e persistente na vida
adulta. A hipertrofia de ilhotas também €& descrita em modelos genéticos de
obesidade (SLAVIN et al., 2010) e em obesos MSG (LEITE et al., 2013).

Novamente nosso protocolo de exercicio fisico foi capaz de reverter as
alteragdes histomorfologicas nas ilhotas pancreaticas dos grupos exercitados,
comparado aos seus grupos controle sedentarios. Ambos os grupos NNEXE e
NREXE apresentaram reduc&o na hipertrofia, além de apresentarem aumento no
numero das ilhotas pancreaticas. Em ratos diabéticos, Rawal et al. (2013) nao
observou alteragdes na morfologia das ilhotas pancreaticas, no entanto houve
melhora no conteudos de insulina nas células 3 . Nossos resultados corroboram com
outros trabalhos em que se observou a reducéo da hipertrofia das ilhotas de animais
obesos submetidos ao exercicio (LEITE et al., 2013; MARQUES et al.,, 2010).
Diversos trabalhos descrevem o mecanismo compensatorio das células B para
manter a normoglicemia, dentre eles a proliferacdo e hiperplasia das células (3 para
elevar a produgdo de insulina (GUILHERME et al., 2008; MUOIO; NEWGARD,
2008). Assim, esta reducdo no diametro das ilhotas pancreédticas pode estar

relacionada aos efeitos do exercicio fisico sobre o aumento da sensibilidade
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periférica a insulina e aumento da captagao da glicose independente de insulina. O
que reduz a necessidade de sintese e secrecdo de insulina pelas células B e
consequente reducao da hipertrofia das células B e consequentemente das ilhotas
pancreaticas. Embora a literatura reporte 0 aumento da massa de células B em
funcdo do exercicio fisico (PARK et al., 2007), em nossos resultados os grupos
exercitados apresentaram aumento do numero de ilhotas pancreaticas, sendo
necessarios estudos aprofundados para se compreender de que forma o exercicio
pode intervir promovendo a proliferagéo das ilhotas.

Durante o periodo pds-natal, o pancreas endocrino € um dos 6rgdos que
tende a sofrer grande interferéncia do meio, sua formagéo e adaptagao as condigoes
extra-uterinas exigem processos altamente complexos necessarios para a
diferenciacdo e manutencdo de diferentes linhagens celulares (GITTES;
PRASADAN; TULACHAN, 2010). Estudos a cerca do desenvolvimento pancreatico
relacionam fatores ambientais associados a pré-disposi¢cao ao desenvolvimento de
doengas como o DM1 e DM2 durante algum periodo da vida (HANLEY et al., 2010;
HUMMEL et al., 2004). Os autores Waterland e Garza (2002) defendem que o
pancreas € um o6rgao primario afetado no modelo de programagdo metabdlica
induzida pela redugéo de ninhada, e que estas alteragdes estdo ligadas a disturbios
na secrec¢ao de insulina.

Em nossos experimentos de incubacado das ilhotas in vitro, podemos observar
alteragGes na resposta da secrec¢ao de insulina estimulada por glicose, em especial
reducdo de resposta a elevadas condi¢coes de estimulo. Este resultado corrobora
em partes com os resultados apresentados por Waterland e Garza (2002), os quais
demonstraram que animais de ninhadas reduzidas aos 280 dias apresentam baixa
resposta aos estimulos em altas concentragbes de glicose. Os autores justificam a
baixa responsividade das células 3 ao estimulo da glicose em altas concentragbes
devido as alteragbes como reducdo de receptores para colecistocinina (CCK) e em
genes responsaveis pela formacdo de subunidades das bombas ATPase
mitocondrial e Ca®* ATPase, observadas nos animais oriundos de ninhadas
reduzidas. No entanto, outros trabalhos mostram resultados contraditérios,
apontando aumento da responsividade ao estimulo da glicose (CUNHA, 2007;
SRINIVASAN et al., 2003). Esta contradicdo quanto aos resultados podem estar
ligados as diferentes intervengdes as quais os animais foram submetidos além do

numero de prole por ninhada. Theys et al. (2009) demonstram em estudos com
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animais nascidos de maes desnutridas que a resposta de enzima antioxidantes
presentes no pancreas sao sensiveis a manipulagdes nutricionais durante o periodo
de lactagdo. Os autores demonstram que estes filhotes sdo mais vulneraveis ao
estresse oxidativo. Desta forma podemos considerar a hipdtese que o maior aporte
de leite durante a lactacdo afeta a producdo de espécies reativas no pancreas
destes animais.

Outra alteragdo descrita na literatura, que leva a diferentes respostas na
secrecao de insulina estimulada pela glicose € o aumento da atividade ou expressao
das proteinas mitocondrial desacopladora subtipo 2 (UCP2) em ilhotas. Em
experimentos com ratos ob/ob knockout para UCP,, observou-se que as proteinas
UCP,; desempenham um papel importante na regulagdo negativa na secregao de
insulina estimulada por glicose. Neste estudo os animais knockout para UCP;
apresentaram aumento de secre¢ao de insulina frente aos estimulos da glicose,
pois, UCP, promovem retorno dos H* ao citoplasma mitocondrial e consequente
reducdo na producdao de ATP (ZHANG et al., 2001). Em animais programados
metabolicamente por redugdo de ninhada foi comprovado por Bernardo (2011) que
ha aumento nas UCP, em cardiomiécitos. No entanto, ndo ha descricdo de
alteragcdes das UCP, em ilhotas pancreaticas. Embora n&o haja comprovagdes
desta alteragdo no pancreas, ja estd comprovado que animais de ninhadas
reduzidas tém alteragdes nas UCP{ no TAM e UCP, em cardiomiécitos, criando
indicios de que seja possivel a alteragdes nas UCP;, nas ilhotas de animais super
nutridos durante a lactacdo. Esta hipétese ndo deve ser descartada, havendo a
necessidade de mais estudos a cerca das alteragbes mitocondriais em animais
super nutridos no periodo pés-natal. Esta redugdo na secregcdao de insulina
estimulada pela glicose pode ter origem também em decorréncia a disfungdo na
producao dos niveis das espécies reativas de oxigénio (EROS). Os EROS tem papel
duplo na modulacdo das células B, quando em baixos niveis estes contribuem
estimulando a secrecdao. No entanto em altos niveis, promove estresse oxidativo
causando a disfuncao na secregao de insulina (CALEGARI et al., 2011).

Adicionalmente, durante elevadas concentragdes de glicose ocorre a ativagéo de
uma via independente dos canais de KATP, cujos mecanismos nas células beta
ainda nao estdo completamente esclarecidos (STRAUB; SHARP, 2002). llhotas de
roedores obesos apresentam alteragdes nestas vias independentes (GRASSIOLLI et

al., 2006), assim ndo podemos descartar a possibilidade de a redugcdo na
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responsividade a glicose observada em ilhotas de animais supernutridos ser
promovida por alteragcdes nesta via.

Durante a pratica de exercicio fisico, mecanismos de captacdo da glicose
independentes da insulina sdo ativos. Assim, o organismo tende a captar mais
glicose sem exigir a sobrecarga das células B com o aumento da produgédo de
insulina. Desta forma, o metabolismo celular se reorganiza adequando-se as novas
condigdes fisioldgicas decorrentes da pratica de exercicio fisico (CALEGARI et al.,
2012; CALEGARI et al., 2011). Em nosso experimento, as ilhotas do grupo NNEXE
incubadas com diferentes concentragbes de glicose apresentaram redugédo da
secrecdo de insulina em resposta a alta concentragcéo de glicose (28,0 mM). Nossos
resultados estdo de acordo com os dados descritos por outros estudos que
registraram a reducdao de até 50% na secrecdo de insulina de ratos normais
submetidos a pratica de exercicio (CALEGARI et al., 2011; UEDA et al., 2003;
ZOPPI et al., 2011). Esta resposta reduzida ao estimulo da glicose em animais
exercitados é descrito por diversos estudos como uma adaptagdo do organismo
promovendo o aumento da captacdo de glicose independente de insulina e o
aumento da sensibilidade a insulina dos tecidos periféricos, o que requer menor
producao e secreg¢ao de insulina. Além disso, embora ndo esteja bem estabelecido,
sabe-se que as células 3 também sofrem alteracdes intracelulares que promovem a
reducdo da secregao de insulina. Esta resposta diminuida a glicose contribui
reduzindo o estresse celular, aumentando a sobrevivéncia e funcionalidade das
células B (CALEGARI et al., 2012). Dentre as adaptagées que o exercicio fisico
promove nas células 3 esta o equilibrio dos niveis das espécies reativas de oxigénio
(EROS). Em trabalhos com animais normais submetidos ao exercicio fisico houve
aumento da atividade das enzimas antioxidantes, reduzindo o stress oxidativo e
restabelecimento da secre¢cdo de insulina. Adicionalmente, trabalhos tém descrito
que exercicio pode promover alteracbes como baixa concentracdo da enzima
glicoquinase, redu¢cdo do mRNA da pré-insulina e redugdo dos GLUT; nas ilhotas
pancreaticas. Reducao da glicoquinase e GLUT; reduz a sintese de ATP intracelular,
0 que ativa a via AMPK nas células 3. A AMPK por sua vez ativa vias que regulam
positivamente o aumento das UCP2, tendo consequente redugdo da secrecao de
insulina (CALEGARI et al., 2011).

Nos animais de ninhadas reduzidas (NREXE) nosso protocolo de exercicio fisico

também foi capaz de restabelecer a secrecédo de insulina das ilhotas. Observamos
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que em altas concentragcdes de glicose (16,7; 20,0 e 28,0 mM) o exercicio fisico
reverteu a baixa secrecdo de insulina estimulada por glicose, sugerimos que este
fato pode estar relacionado a redugédo do stress oxidativo. Em diferentes estudos
com animais diabéticos submetidos ao exercicio fisico, foi observado aumento da
quantidade de insulina nas células 3, aumento na secreg¢ao de insulina frente a
baixas concentracbes de glicose, além do aumento das enzimas antioxidantes
reduzindo o estresse oxidativo (COSKUN et al., 2004; STEHNO-BITTEL, 2011).
Adicionalmente, o exercicio fisico também é capaz de promover a redugado dos
infiltrados inflamatorios presentes no pancreas enddcrino em modelos de ratos
diabéticos (TEIXEIRA DE LEMOS et al.,, 2009). Como descrito, animais super
nutridos durante a lactagdo apresentam infiltrados inflamatérios das ilhotas
pancreaticas. Sugerimos desta forma que o exercicio fisico pode ter reduzido o perfil
inflamatdrio das ilhotas pancreaticas restabelecendo a secregao de insulina.

Como descrito anteriormente, animais de ninhadas reduzidas apresentam
desajuste no SNA, havendo a prevaléncia do SNP, sendo uma caracteristica
presente em outros modelos animais de obesidade (RINALDI et al., 2012). O
desbalangco autonémico afeta diretamente a secrecdo de insulina, pois o
neurotransmissor Ach liberado pelas terminagdes parassimpaticas no péancreas
enddcrino € o principal potencializador da secrecao de insulina. Como ponto chave
do nosso trabalho, abordamos pela primeira vez a resposta da secregéo de insulina
de ilhotas isoladas dos animais super nutridos na lactagao frente aos estimulos
colinérgicos da Ach. Nossos resultados demonstram que animais do grupo NRSED
apresentam reducao da secrecio de insulina frente a estimulos da Ach. Este dado
corrobora com os resultados encontrados por Balbo et al. (2002) no modelo de
obesidade MSG, os quais também tém reducdo da secregao de insulina frente aos
estimulos da Ach, os autores sugerem que ha reducdo dos receptores M3 nas
ilhotas pancreaticas. Batista et al. (2012), também observou que animais com
reducao de proteina da dieta apresentam redugao na secregao de insulina frente aos
estimulos do carbacol (agente colinérgico), visto que estes animais apresentam
reducao nos receptores M3. Embora o principal receptor presente nas células 3 seja
o M3, estudos com células tumorais realizados por Miguel et al., (2002) demonstram
que a Ach pode exercer efeitos inibitérios na secrecdo de insulina quando ativa
receptores M2 e M4. Grassiolli et al. (2007) em estudos com animais obesos MSG

sugere que a ativagao dos receptores M2 podem ser a chave para a baixa resposta
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destes animais obesos aos estimulos da Ach. Adicionalmente, Oliveira e
colaboradores (2013) sugerem que animais alimentados com baixa quantidade de
proteina na adolescéncia apresentam reducdo da secre¢ao de insulina frente aos
estimulos da Ach por apresentar alteragédo nos subtipos de receptores muscarinicos
(DE OLIVEIRA et al., 2013). Nossos resultados de Western Blotting ndo apontaram
diferenga na expressao do receptor M3 e da PLCP (principal via ativa pela Ach) em
ilhotas isoladas no grupo supernutrido. Desta forma, sugerimos que a redugao de
ninhada pode ser capaz de promover alteragdbes quanto a proporgdo e
funcionalidade dos subtipos de receptores muscarinicos presente nas células (3.

Como ja estdo bem estabelecido na literatura, as duas divisbes autonémicas
tem efeitos opostos sobre a secregao de insulina. Em que a divisdo parassimpatica
prevalentemente estimula a secrecéo de insulina e a simpatica inibe. Adicionalmente
sabe-se que o exercicio fisico modula as divisbes autonémicas, em que promove a
prevaléncia simpatica. Em nossos experimentos o grupo NNEXE apresentou
reducdo na secrecao de insulina estimulada com diferentes concentragdes de Ach.
Nossos resultados demonstram que os animais NNEXE apresentam reduc&o dos
receptores M3 em suas ilhotas o que justifica a redugdo da secregdo de insulina
observada. Sugerimos ainda que a redugdo na secregdo de insulina possa estar
ligada a outras adaptagbes celulares devido a prevaléncia simpatica dos animais
submetidos ao exercicio fisico precocemente. Esta redugcdo no estimulo
parassimpatico sobre as células B pode ser observado também no modelo de
vagotomia subdiafragmatica e modelo knockout para o M3, os quais apresentam
reducdo na secrecdo de insulina (BALBO et al., 2000; GAUTAM et al., 2007).
Adicionalmente, em nossos resultados de Western Blotting para a proteina PLCJ3
nao houve diferenga significativa entre o grupo NNEXE e NNSED. Desta forma
estudos mais aprofundados sobre os efeitos do exercicio fisico nas ilhotas de
animais exercitados precisam ser realizados.

Nao ha registros na literatura de estudos descrevendo o efeito do exercicio fisico
cronico sobre a acado potencializadora da Ach em modelos de programagéao
metabdlica. Em nosso estudo nos grupos de animais NREXE observamos que, o
exercicio potencializou o efeito inibitério da Ach que foi observado nos animais
sedentarios supernutridos sobre as ilhotas pancreaticas. Sugerimos que alteragdes
na composicao e funcionalidade nos tipos de receptores muscarinicos, possam estar

ligadas a estas respostas alteradas. Em especial alteragbes funcionais no receptor
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M3. Adicionalmente consideramos que a resposta reduzida a Ach esta relacionada a
uma adaptagdo celular, em virtude do exercicio fisico crénico, para controle da
secrecao de insulina, reduzindo as possiveis hipoglicemias se somados os efeitos

do exercicio fisico a agao da Ach no pancreas enddcrino.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho confirma que a redugdo de ninhada é capaz de promover
obesidade na vida adulta, reduz a secregao de insulina estimulada por glicose e pela
Ach, além de promover o aumento do tecido adiposo branco. A natacéo precoce foi
efetiva em evitar a instalagcdo da obesidade, corrigir a secre¢cdo de insulina
estimulada por glicose. No entanto, o treinamento de natagdo nao altera o efeito

inibitério colinérgico observado em ilhotas de ratos supernutridos.
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8. APENDICE

APENDICE - A

Tabela. Dados numéricos das medidas histomorfométricas dos diferentes depdsitos de tecido adiposo: efeito
da redugdo do numero de filhotes por ninhada e aplicacdo do exercicio fisico. Os dados representam a
media + erro padrao da meédia; n=20-28 ratos por grupo. As letras e numeros na tabela representam a
diferenca significativa de p<0,05 em analise de varidncia ANOVA, com poés teste Bonferroni entre
pares selecionados, nos quais os grupos: °NNSED, °NNEXE, °NRSED e °NREXE.

NNSED NNEXE NRSED NREXE
Gordura Perigonadal
Area (um?) 3673+48,67°° 3058+ 45,88° 4143+59,78%¢ 3375+46,67°
N° célula/campo®  68,45+1,16°¢ 76,00+2,23% 58,18+1,25*% 64,57+1,61°
Gordura
Retroperitoneal
Area (um?) 3653+59,89°° 3059+ 35,04% 4289+54,24%¢ 2897+39,79°

N° célula/campo®  61,89+1,76°  71,50+1,60%° 59,00+1,42%  68,92+1,02°
Gordura Mesentérica
Area (um?) 3192+ 251,8° 2447+ 62,07 2955+ 118,6 3177+184,8

N° célula/campo? 198,1+17,69° 241,846,56° 211,4+10,91 193,1+11,24
Gordura Inguinal

Area (um?) 2562+ 51,77°° 2341+ 21,69 3334+113,7*¢ 2879+43,48°

Ne° célula/campo2 85,00+ 3,51 87,69+ 1,83 86,43+ 8,86 80,55+2,51
Gordura Marrom

N° célula/campo? 125,5+8,06°° 90,38+ 6,97° 93,50+ 6,57°  105,4+7,63
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9. ANEXOS

croriackosss PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 16/2012
Protocolo UEPG - 03482/2012

Titulo — “O exercicio fisico e 0 controle secretor de insulina na obesidade induzida por
marcagdo metabdlica”.

Interessado — Dra Sabrina Grassiolli

Data de Entrada — 21/03/2012
Resultado: Aprovado

Data/Prazo — Validade de dois anos para projetos de pesquisa.
11/05/2014

Consideragoes
Prezado Professaor,

Em relacé@o ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o
seguinte:

- APROVADO, por dois anos, para a utilizagao de 80 ratos Wistar.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para 90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no
momento da apresentacdo de um novo protocolo.

Sofektica no Uso de Animais’

_Profes: ot br.\Giovani Marino Favero
Coordenador Comissdo de Etica no U‘E de Animais CEUA-UEPG
1
]\

N
Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n’ 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
Ponta Grossa — Parana
Bloco da Reitoria - anexo a PROPESP
Fone: (042) 3220-3264




