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RESUMO

BERNARDO, Amélia Faustino. Funcdo mitocondrial cardiaca de camundongos filhotes e
adultos submetidos a hiperalimentagcéo durante a lactacdo. 2015. 141 f. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Estudos demostram que a hiperalimentagdo no periodo pés-natal causa
obesidade, alteragbes cardiometabdlicas e resisténcia a insulina em longo prazo. O
objetivo do estudo foi investigar as consequéncias da hiperalimentagédo na lactacdo nos
coracfes de camundongos filhotes e adultos ao longo do desenvolvimento. Para induzir
a hiperalimentacdo na lactacdo, o tamanho da ninhada foi reduzida a 3 filhotes machos
no terceiro dia, grupo hiperalimentado (GH). O grupo controle (GC) permaneceu com 9
filhotes da lactacdo ao desmame. Avaliamos a massa corporal, gordura epididimaria e
retroperitoneal, morfologia hepatica e cardiaca, ultraestrutura dos cardiomiécitos, peso
do PVE/CT, glicemia de jejum, triglicerideos, colesterol total, insulina plasmética e
HOMA-IR. Analisamos o consumo de oxigénio das fibras cardiacas através da
respirometria de alta resolucéo, atividade enzimatica da PDH, CS e LDH no coracao e
glicogénio hepatico. Biologia molecular, através das proteinas: IRB, IRS1, pIRS1,
PTP1B, PI3K, Akt, pAkt, GLUT1, GLUT4, AMPKa, pAMPKa, HKII, CPT1, UCP2,
FABPm, CD36, PGC-1a, PPARa, 4HNE, complexos da CTE (I, II, lll, IV e V), a-tubulina,
GP91 e VADC. Diferencas entre os grupos analisadas por Two-Way ANOVA, com
significancia p<0,05. O GH apresentou aumento da massa corporal, gordura
epididimaria, retroperitoneal e colesterol total em todas as idades; glicemia de jejum,
insulina, indice de HOMA-IR e triglicerideos aos 21 e 90 dias. Aumento do indice de Lee
aos 60 e 90 dias. GH apresentou diminuigdo: do IRB e GLUT4 aos 21 e 60 dias;
aumento do IRB aos 90 dias; aumento do IRS1, PTP1B, aos 21 e 90 dias e da AKT,
pPAMPK/AMPK e GLUT1 aos 21 dias; diminuicdo da pIRS1/IRS1, PI3K, pAKT/AKT aos
21 e 90 dias; diminui¢cdo da HKII aos 21 dias e aumento aos 60 e 90 dias; aumento da
PDH aos 90 dias; aumento da LDH aos 21 dias e reducdo aos 60 dias; aumento da CS
aos 21 dias e diminuicdo aos 60 e 90 dias; aumento da oxidacdo de carboidratos aos 21
dias e reducdo aos 90 dias; diminuicao na oxidacéo de acidos graxos aos 60 e 90 dias.
Adicionalmente, aumento do desacoplamento mitocondrial entre a fosforilagéo oxidativa
e a sintese de ATP aos 60 e 90 dias. Diminuicdo da CPT1 e aumento da UCP2 aos 21 e
90 dias. Diminuicdo da PGC-1a aos 60 e 90 dias; da FABPm e CD36 em todas idades.
Aumento da 4HNE aos 21 e diminui¢cdo aos 90 dias. Diminuicdo na expressao do mRNA
para CPT1 aos 21, 60 dias. Diminuicdo na expressao do mRNA para PPARa e aumento
na expressdo do mRNA para UCP2 aos 21 dias; diminuigcdo na expressdao do mRNA
para UCP2 ao 60 dias. Alteracbes morfologicas cardiacas e hepaticas, assim como na
ultraestrutura dos cardiomidcitos, em todas as idades, maior conteudo de glicogénio
hepatico aos 21 e 90 dias. Concluimos que a hiperalimentacdo na lactacdo levou a
obesidade, com aumento da oxidac&o de glicose, alteracdes no metabolismo energético
associadas a diminuicdo da sensibilidade a insulina, reducédo da capacidade oxidativa
mitocondrial, levando ao desacoplamento e alteracdo da morfologia e ultraestrutura dos
cardiomidcitos do desmame até a idade adulta.

Palavra chave: Obesidade. Sinalizacéo de insulina. Disfungdo mitocondrial.



ABSTRACT

BERNARDO, Amélia Faustino. Cardiac mitochondrial function in young and adults mice
submitted to overnutrition during lactation. 2015. 141 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Recent studies have shown that overnutrition in the postnatal period lead obesity,
cardiometabolic alterations, insulin resistance at long term. The objective of the study
was to investigate the consequences of overnutrition lactation in the hearts of mice pups
and adults throughout the development. To induce overnutrition during lactation, the litter
size was reduced from three male pups at the third day, overnutrition group (OG). The
control group (CG) remained with 9 pups per litter at lactation until weaning. We
evaluated the body weight, epididymal and retroperitoneal fat, liver and cardiac
morphology, ultrastructure of cardiomyocytes, left ventricle weight/ tibia length ratio,
fasting glucose, triglycerides, total cholesterol, plasma insulin and HOMA-IR. The oxygen
consumption of cardiac fibers was analyzed by high-resolution respirometry. We
evaluated the enzymatic activity of PDH, CS and LDH and liver glycogen. Molecular
biology, through: IRB, IRS1, pIRS1, PTP1B, PI3K, Akt, pAkt, GLUT1, GLUT4, AMPKa,
pAMPKa, HKII, CPT1, UCP2, FABPm, CD36, PGC-la, PPARa, 4HNE, eletrons
transport chain complex (I, II, 1ll, IV and V), a-tubulin, GP91 and VADC. Differences
between groups analyzed by Two-way ANOVA, significance level p <0.05. The OG had
increased body weight, epididymal and retroperitoneal fat and total cholesterol in all
ages. Fasting glucose, insulin, HOMA-IR and triglyceride levels at 21 and 90 days.
Increased Lee index at 60 and 90 days. OG showed a decrease: the IR and GLUT4 at
21 and 60 days; IRB increased to 90 days; increased IRS1, PTP1B, at 21 and 90 days
and AKT, pAMPK/ AMPK and GLUT1 to 21 days; decrease of pIRS1/IRS1, PI3K, pAKT/
AKT at 21 and 90 days; HKIl decreased at 21 days and increased at 60 and 90 days;
PDH increased to 90 days; increased LDH at 21 days and reduced to 60 days; CS
increased at 21 days and decreased at 60 and 90 days; increased oxidation of
carbohydrates to 21 days and reduced to 90 days; decrease in fatty acid oxidation at 60
and 90 days. Additionally, increased mitochondrial uncoupling oxidative phosphorylation
and ATP synthesis at 60 and 90 days. We observed decrease in CPT1 and increased
UCP2 at 21 and 90 days. Decreased PGC-1a at 60 and 90 days and FABPm and CD36
in all ages. increased 4HNE at 21 and decrease at 90 days. However, we observed a
decrease in the expression of mMRNA for CPT1 to 21 and 60 days. Decrease in mRNA
expression of PPARa and increased in mRNA expression of UCP2 at 21 days; decrease
in MRNA expression of UCP2 at 60 days. Heart and liver morphological changes, as well
as the ultrastructure of cardiomyocytes, in all ages, hepatic glycogen content at 21 and
90 days. We conclude that the overfeeding lactation led to obesity with increased
glucose oxidation, changes in energy metabolism, associated with decreased insulin
signaling, reduced mitochondrial oxidative capacity, leading to decoupling and changing
the morphology and ultrastructure of cardiomyocytes from weaning to adulthood.

Keywords: Obesity. Insulin signaling. Mitochondrial dysfunction.
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INTRODUCAO

O aumento da prevaléncia da obesidade nas ultimas décadas tem se tornado
um problema de saude publica em todo mundo, independente do grau de
desenvolvimento do pais. Esta epidemia envolve componentes genéticos,
comportamentais, sociais, metabodlicos e endocrinos. Assim, a relacdo entre
nutrientes e hormoénios que contribuem para o ganho de peso, ainda é uma questao
em discusséo.

Um conjunto de alteracBes cardiovasculares € causado pela obesidade,
mostrando uma associacdo entre o0 crescimento na incidéncia de doencas cronicas,
como o diabete mellitus tipo 2 (DM2), as doencas coronarianas e a hipertrofia
ventricular esquerda, que levam a cardiomiopatia, assim como outras doencas.
Sabe-se que a obesidade, quando ndo tratada, compromete a fungéo cardiaca e o
metabolismo energético, aumentando a morbidade e mortalidade. Em grande parte
dos estudos relacionados a obesidade, o comprometimento do metabolismo
energético celular estd associado a disfuncao mitocondrial.

A presente tese teve como foco principal investigar o metabolismo energético
e a fisiologia mitocondrial no coragéo ao longo do desenvolvimento de camundongos
Swiss obesos submetidos a hiperalimentacao durante a lactacdo. Para tal, utilizamos
o modelo de reducdo de ninhada, implementado no Laboratério de Fisiologia da

Nutricdo e Desenvolvimento.
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1 OBESIDADE

A obesidade € considerada uma epidemia independente do nivel de
desenvolvimento do pais (WHO, 2008; CHOUDHURY, FRIEDMAN, 2011,
KRZYSZTOSZEK, WIERZEJSKA, ZIELINSKA, 2015). A sua prevaléncia tem
aumentado dramaticamente em todo o mundo ao longo das ultimas décadas e tem
se revelado como um dos mais importantes fenémenos clinicos e epidemiolégicos
da atualidade (AGUILA et al., 1998; DONG et al., 2007; ROGGE, 2009) (Figura 1). A
Organizagdo Mundial da Saude classifica a obesidade como “a epidemia do século”
e 0S numeros publicados atualmente sdo alarmantes. Considerando a populacéo
com sobrepeso e obesidade, utilizando o indice de massa corporal (IMC — massa
corporal (kg)/estatura (m)?), estimou-se que 1,6 bilhdo de pessoas no mundo acima
de 15 anos de idade apresentavam excesso de peso (IMC = 25 kg/m?), dos quais
400 milhdées eram obesos (IMC = 30 kg/m2) (OMS, 2015; HILLS et al., 2014). A
projecdo divulgada para o ano de 2015 indica aumento de 75% nos casos de
obesidade, onde 2,3 bilh6es de pessoas terdo excesso de peso e 700 milhdes serao
obesas (OMS, 2015). Igualmente, dados publicados em 2013, pela International
Association for the Study of Obesity e International Obesity TaskForce (IASO/IOTF),
apontaram o elevado numero de criancas em idade pré-escolar e adolescentes
acima do peso que tendem a se tornar adultos obesos e manifestar precocemente
as doencgas relacionadas com a obesidade. Nos Estados Unidos, sua prevaléncia
continua superior a 30%, independente do sexo ou faixa etaria (FLEGAL et al.,
2010).

Atualmente, no Brasil o sobrepeso atinge mais de 30% das criancgas, cerca de
20% da populagao adolescente, nada menos que 49,1% das mulheres e 56,5% dos
homens acima de 20 anos. Nesse grupo, concentra-se 0 maior percentual de
obesos, 17,9%, em todas as faixas etarias e em todas as faixas de renda, houve um
aumento continuo e substancial do percentual de pessoas com excesso de peso e
obesidade, Segundo pesquisa divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2014), Ministério da Saude em todas as regides do pais, a
VIGITEL Brasil 2014 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas

Cronicas por Inquérito Telefénico), respectivamente.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choudhury%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21691305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Friedman%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21691305
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Estudos clinicos e experimentais descrevem a obesidade como uma doenca
enddcrina metabdlica cronica, de origem multifatorial, envolvendo fatores genéticos,
ambientais, socio-culturais e econémicos, resultante do armazenamento excessivo
de gordura no organismo somado a inatividade fisica (LEVY-COSTA et al., 2005;
BEILIN, HUANG, 2008; POPKIN, 2011).

Em modelos animais, a obesidade pode ser avaliada por critérios baseados
em: ganho de peso corporal ou indice de obesidade, conhecido como indice de Lee,
e/ou pelo aumento da massa de gordura corporal. Em seres humanos, pode ser
diagnosticada através da medida da circunferéncia abdominal, que € um importante
indicador de obesidade visceral, onde, a circunferéncia abdominal superior a 90cm
em homens e 80cm em mulheres, de acordo com a etnia, representa um elevado
risco cardiovascular (WHO, 2008; CAPINGANA et al., 2013).

Além das dificuldades naturais enfrentadas pelo excesso de peso, a
obesidade pode, ao longo do tempo, acarretar problemas de saude, levando a
prejuizos ao individuo como reducdo da qualidade e da expectativa de vida. Além
disso, a crescente prevaléncia da obesidade no Brasil e no mundo determina
elevacdo da morbimortalidade nos pacientes e, consequentemente, maiores custos
diretos e indiretos. A avaliacdo desses custos engloba setores tanto diretamente
relacionados aos servicos de saude, como outros setores da sociedade e aqueles
indiretamente relacionados ao impacto sobre a qualidade de vida e a produtividade.
Todos esses fatores tém consequéncias econdmicas relevantes, dai a obesidade ser
um problema de saude publica com forte impacto na economia de um pais
(LAWLOR, CHATURVEDI, 2006; SICHIERI, DO NASCIMENTO, COUTINHO, 2007,
KRZYSZTOSZEK, WIERZEJSKA, ZIELINSKA, 2015).

Desta forma, é essencial o combate a obesidade, e para tal, € necessaria a
investigacdo de sua etiopatogenia. Acredita-se que a obesidade estabelecida na
idade adulta € um processo prospectivo com inicio na infancia (OLIVEIRA, 2005).
Estudos sugerem que altera¢des nutricionais no periodo fetal e pds-natal podem ser
considerados vitais no desenvolvimento da obesidade, e também, no
comprometimento de diferentes oOrgaos centrais e periféricos, levando a uma
comorbidade associada ao ganho de peso e a sindrome metabolica (JAMES,
RIGBY, LEACH, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sichieri%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22do%20Nascimento%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coutinho%20W%22%5BAuthor%5D
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Figura 1 - Prevaléncia de obesidade na populacdo mundial

O PROBLEMA DA OBESIDADE GLOBAL

% Adultos obesos
na populagdo

&
B 30-40% ‘
B 20-30%
o 10-20% , ‘
(

5-10%

0-5% (

Sem dados

O indice de massa corporal igual ou superior a 30 classifica um adulto como obeso

Fonte: Adaptacdo: Organizacdo Mundial de Saude, 2005.
https://romarm.wordpress.com/2015/04/19/obesidade-o0-mal-do-seculo/.Acessado16 ago.
2015

1.1 Obesidade e programacdo metabdlica por hiperalimentagcdo durante a

lactacédo

A programacao metabdlica define um processo no qual um estimulo durante
periodos criticos da vida, tais como embrionario, fetal ou pés-natal, pode levar a
consequéncias duradouras ou permanentes na idade adulta dos individuos
(WATERLAND, GARZA, 1999; GUILLOTEAU et al.,, 2009). Além disso, estudos
demonstram que alteracdes nutricionais no periodo gestacional, apdés o nascimento
ou durante a lactacdo, causam alteracbes metabdlicas importantes que levam ao
surgimento da obesidade (SRINIVASAN, et al.,, 2003; ARMITAGE, TAYLOR,
POSTON, 2005; TAYLOR, POSTON, 2007; FRIEDMAN, 2015).


https://romarm.wordpress.com/2015/04/19/obesidade-o-mal-do-seculo/
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A hiperalimentacdo € capaz de desencadear alteracbes fisiolégicas
prejudiciais a longo prazo. Fortes evidéncias obtidas em estudos com diversos
modelos experimentais de hiperalimentacdo pés-natal mostraram que a lactacdo é
um periodo critico, uma vez que o organismo fica vulneravel a diversas modificaces
gue podem se tornar definitivas na idade adulta da prole (PLAGEMANN et al., 1992;
PLAGEMANN et al.,, 1999; MARTINS et al.,, 2008; PLAGEMANN et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2011; LACERDA-MIRANDA et al., 2012; SOARES et al., 2012;
HABBOUT et al., 2013).

De acordo com a literatura, existem diversos modelos que estudam as
alteragBes nutricionais no inicio da vida que levam a obesidade na idade adulta
(PETEL, SRINIVASAN, 2002; 2010; NEVES et al, 2014). O modelo de
hiperalimentacdo por reducdo de ninhada no terceiro dia da lactacdo, inicialmente
descrito por Plagemann e colaboradores, gera um aumento na disponibilidade de
leite para os filhotes hiperalimentados durante este periodo, devido a menor
concorréncia entre os filhotes pelo leite materno e aumenta o conteddo de
macronutrientes, como proteinas e triglicerideos presentes no leite (PLAGEMANN et
al., 1992; DORNER, PLAGEMANN, 1994: VOITS et al., 1996; CUNHA et al., 2009;
MOREIRA et al., 2009).

O ganho excessivo de peso no inicio da vida poés-natal aumenta o risco para o
aparecimento e manutencdo da obesidade, assim como de doencas metabdlicas
associadas a ela, que resulta em hiperfagia, hiperleptinemia, hiperinsulinemia,
hiperglicemia, resisténcia a insulina e maior adiposidade visceral ja no desmame
(STETTLER et al.,, 2005; MORRISON et al., 2008; MOREIRA et al.,, 2009;
CONCEICAO et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011; HABBOUT et al., 2013). Ao
mesmo tempo, estudos sugerem que a persisténcia dos efeitos prospectivos de
variacbes nutricionais na infancia podem, também, ter como consequéncias
modificacdes nos padrées de metilagdo do DNA em células especificas. Tais
modificacdes, por sua vez, poderiam levar a alteracdes epigeneticas as células filhas
através de replicacdes do DNA em tecidos especificos (PETEL, SRINIVASAN, 2002;
Ll et al., 2013).

Recentemente, trabalhos do nosso grupo demonstraram que alteracoes
nutricionais na lactacado induzem modificagbes permanentes na sinalizagao celular
em cardiomiocitos e adipdcitos através da modificacdo da agdo dos hormdnios
insulina e leptina (PEREIRA et al., 2006; GARCIA-SOUZA et al., 2008; MARTINS et


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Srinivasan%20M%22%5BAuthor%5D
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al., 2008, LACERDA-MIRANDA et al., 2012; SOARES et al., 2012). Trabalhos
epidemiologicos também mostraram que alteracdes na nutricdo fetal e no estado
endocrino podem provocar adaptacdes no desenvolvimento que predispdem a
complicacbes cardiovasculares, metabdlicas e doencas enddcrinas na vida adulta
(GODFREY, BARKER, 2000; ESTAMPADOR, FRANKS, 2014). Assim, a experiéncia
nutricional no inicio da vida é cada vez mais reconhecida como um componente
adicional para a causa do aparecimento de doencas cronicas na idade adulta
(SMITH, RYCKMAN, 2015).

1.2 Obesidade e doencas cardiovasculares

A obesidade tem sido considerada como um importante fator intimamente
relacionado as doencas cardiovasculares (DCV) (WILSON et al., 2002). Os
mecanismos fisiopatologicos que relacionam a obesidade com as DCV nao estéao
bem esclarecidos. Entretanto, sabe-se que as DCV séo a principal causa de morte
na maioria dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento e, desta forma, €
considerado um problema de saude global (YUSUF et al., 2001). Varios estudos
epidemiologicos mostram que os fatores de risco para DCV concentraram-se em
criancas e jovens geralmente, sdo extrapolados para a idade adulta (YUSUF et al.,
2001). Atualmente, as DCV sao as responsaveis por aproximadamente 30% das
mortes em todo o mundo, incluindo cerca de 40% em paises de alta renda e cerca
de 20% em paises de média e baixa renda. A tendéncia global nas mortes por
doencas DCV prevé uma taxa estimada de 32% para o ano de 2020, com uma maior
contribuicdo dos paises de média e baixa renda, em comparacdo com paises de alta
renda (YUSUF et al., 2001; CAPINGANA et al., 2013).

A obesidade também contribui de forma importante tanto para a hipertrofia,
como para a disfuncéo cardiaca (CARROLL et al., 2005; GUZZARDI, 2011). Além
disso, sabe-se que 0 aumento da massa ventricular esquerda (MVE) é um fator de
risco importante para eventos de doenca cardiovascular, e que a maior parte das
doencas cardiacas acompanha-se de aumento da massa miocardica (FRANCHINI,
2001). A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) tem sido associada com diabetes
melito e intolerancia a glicose em varias investigagfes epidemiologicas, sendo o

principal fator de risco independente para a morbidade e mortalidade cardiovascular
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(DEVEREUX et al., 2000). Ela é definida como um processo celular marcado pelo
aumento dos cardiomidcitos, acumulo de proteinas sarcoméricas, reorganizacdo da
estrutura miofibrilar e alteracdes mitocondriais. Por consequéncia, o conjunto desses
eventos leva ao comprometimento da funcdo cardiaca e do metabolismo energético
do coracdo (YANG et al.,, 2007, VENTURA-CLAPIER et al.,, 2011; LACERDA-
MIRANDA et al., 2012; NEVES et al., 2014).

Além disso, a HVE é considerada como uma resposta adaptativa do coracéo
as alteracdes hemodinamicas, resultando em aumento da massa cardiaca, devido a
estimulos fisiolégicos (crescimento, exercicio, gravidez, entre outros) ou a estados
patologicos (hipertenséo, insuficiéncia cardiaca, entre outros). Os mecanismos que
levam a hipertrofia durante os estados fisioldgicos e patoldgicos sdo bem diferentes,
mas em geral, evidéncias indicam que a hipertrofia resulta da interacdo entre forcas
mecanicas e fatores neuro-hormonais. O trabalho hemodindmico em excesso gera
um estresse mecanico no coracao e resulta no alongamento dos cardiomiécitos e na
inducdo da expressdo génica de fatores de crescimento cardiaco. Além disso,
estudos demonstraram que, enquanto a hipertrofia fisiolégica esta associada ao
aumento da capacidade mitocondrial em oxidar &cidos graxos no coracdo, a
hipertrofia patolégica esta associada a reducdo na oxidacdo de acidos graxos e
consequente aumento na utilizacdo da glicose (ALLARD, 2004, PEREIRA et al.,
2014).

Isto ocorre, pelo menos em parte, devido a diminui¢do na expresséo de genes
envolvidos na oxidacdo dos acidos graxos, incluindo aqueles cuja expressao €
regulada pelo receptor ativado do proliferador de peroxissoma alfa (PPAR-a) e seu
coativador (PGC1-a), que resulta no acumulo ectopico de triglicerideos nos
cardiomiécitos (ARANY et al., 2006). Essa condi¢cdo adaptativa € conhecida como
esteatose cardiaca e gera um efeito toxico nos cardiomiécitos, conhecido como
cardiomiopatia lipotoxica (MAHMOD et al., 2013). A infiltracdo lipidica inicia o
processo de apoptose das células cardiacas, levando a um remodelamento do
ventriculo esquerdo, e, consequente desordem na interacao entre o metabolismo e a
contracdo, progredindo para uma disfuncdo e faléncia cardiaca, o que explica o
aumento de morte por doengas cardiovasculares em individuos obesos
(DROSATOS, SCHULZE, 2013).

A insuficiencia cardiaca (IC) esta associada com a obesidade e a resisténcia

a insulina. E uma sindrome crénica complexa e multicausal, caracterizada por uma
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disfuncdo miocardica profunda que resulta na incapacidade da bomba cardiaca em
manter as necessidades periféricas do organismo. Ou seja, origina uma
incompatibilidade entre a demanda do organismo e a capacidade do coragdo para
exercer a sua funcdo de bombeamento. Esta incompatibilidade pode resultar da
diminuicdo da oferta de oxigénio e a disponibilidade de substrato causada pela
hipoxia cronica, aterosclerose, doenca arterial coronaria ou defeitos mitocondriais
induzidos por fatores genéticos ou toxicos (BOUDINA, 2009; BLECKER, HERBERT,
BRANCATI et al., 2012).

Também pode resultar do aumento da carga de trabalho do miocardio, como
uma hipertensdo, por exemplo, a partir de alteragcbes na estrutura cardiaca ou
utilizacao ineficiente de ATP, levando a uma perda na utilizacdo de energia. Como
consequéncia da falha do bombeamento, o oxigénio e o substrato ndo sao ofertados
devidamente aos tecidos periféricos, criando um estado deficiente de energia para o
organismo e o coracao (METTAUER et al., 2006; VENTURA-CLAPIER et al., 2011).

Atualmente, a IC é considerada a via final comum da maioria das
cardiomiopatias e outras doencas do aparelho circulatério, oriundas primariamente
da disfuncéo ventricular e representa um importante problema de saude publica no
Brasil e no mundo devido a sua crescente prevaléncia e morbi-mortalidade
associada. Um estudo publicado na revista Arquivos Brasileiros de Cardiologia
demonstra que, 340 mil pessoas por ano morrem em todo o Brasil devido a doencas
do aparelho circulatério, 0 que representa aproximadamente 40% dos Obitos
ocorridos no Pais (ALBURQUEQUE et al., 2015).

A combinacgéo dos fatores de risco cardiometabdlicos, incluindo a obesidade
visceral, intolerancia a glicose ou DM2, hipertrigliceridemia, reducdo nos niveis de
HDL colesterol e hipertensao representam a sindrome metabdlica. Tal sindrome tem
aumentado rapidamente sua prevaléncia mundial como consequéncia da "epidemia”
de obesidade, com impacto consideravel sobre a incidéncia global de doencas
cardiovasculares e DM 2 (DI CHIARA et al., 2012; BURROWS et al., 2015).

Diferentes patologias estdo associadas as alteracbes na utlizacdo de
substratos energéticos pelo coracdo e, consequentemente, com a reducdo da
funcdo cardiaca. Durante a ultima década, evidéncias clinicas e experimentais tém
demonstrado que a selecdo do combustivel € consideravelmente alterada no
coracao hipertréfico (VAN DER VUSSE, BILSEN, GLATZ, 2000; KOLWICZ, TIAN,
2011).
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Desta forma, considerando a obesidade como potencial mediador de
morbidade e mortalidade cardiovascular, buscamos ampliar a compreensao o
metabolismo energético na disfuncédo cardiaca. Contudo, é importante primeiro ter

um conhecimento solido sobre o metabolismo energético normal do coracao.

1.3 Metabolismo energético do coracéao

Em condigbes fisiologicas, o metabolismo energético do coracdo desde o
periodo pré-natal, é finamente controlado e dindmico. Talvez seja a fase em que
melhor se possa estudar a relacédo entre a disponibilidade, utilizacdo de nutrientes e
a dindmica metabolica. Sabe-se que o coracdo estd entre os Orgdos que mais
consomem energia e necessita de um fornecimento constante de combustivel e
oxigénio, a fim de manter o nivel de ATP intracelular para o ciclo de
contracdo/relaxamento do miocéardio sem interrupcées (BERTRAND et al.,, 2008;
VENTURA-CLAPIER et al., 2011). O miocéardio de animais neonatos, em condi¢cdes
fisiologicas, tem uma alta capacidade de utilizacdo de glicose, enquanto que animais
adultos utilizam primordialmente &cidos graxos (AG), lactato e corpos cetonicos
como fonte primaria de energia. Ou seja, as modificacdes da dinamica de utilizacdo
energética ocorrem numa janela estreita de tempo (LOPASCHUK et al., 1991).

A geracdo de energia depende do ambiente cardiaco, incluindo o fluxo
coronariano, o fornecimento de substrato, horménios e estado nutricional. Os
principais combustiveis envolvidos na manutenc¢do da fung¢éo cardiaca sdo o lactato
(10%), a glicose (20%) e os acidos graxos (60-70%) (RUSSELL, FINK, KELLY,
2005). Esta preferéncia de substrato deve-se ao fato de que a oxidac&do dos acidos
graxos de cadeia longa inibe a captacdo e o catabolismo da glicose através do ciclo
de Randle. Tendo em conta a importancia destes substratos no metabolismo
energético do coracdo, descreveremos resumidamente o0 metabolismo de
carboidratos, lipidios e a via de sinalizacdo de insulina nesse 0rgdo nos topicos a

sequir.
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1.3.1 Metabolismo dos carboidratos

Os carboidratos sdo as moléculas organicas mais abundantes na natureza e
possuem grande variedade de funcbes, que incluem o fornecimento de fracéo
significativa de energia na dieta da maioria dos organismos e atuam como forma de
armazenamento de energia no corpo. A via glicolitica é o centro do metabolismo dos
carboidratos, utilizada em todos os tecidos para a quebra da glicose com o objetivo
de fornecer energia em forma de ATP e intermediarios para outras vias metabolicas.
(STANLEY, RECCHIA, LOPASCHUK, 2005). Os substratos glicoliticos sé&o
derivados da glicose exdgena e das reservas de glicogénio.

O metabolismo de carboidratos inicia-se com a oxidacédo da glicose, sendo o
piruvato o produto final da glicolise nas células com mitocondrias e com
fornecimento adequado de oxigénio (Figura 2) (DYCK, LOPASCHUK, 2002). A
glicdlise aerdbia prepara as condigdes necessarias para a descarboxilacdo oxidativa
do piruvato a Acetil-Coenzima A (Acetil-CoA), que é o principal combustivel para o
ciclo do acido citrico (DYCK, LOPASCHUK, 2002). Apds a captacdo da glicose, a
mesma € rapidamente fosforilada pela hexoquinase (HK) a glicose-6-fosfato, em
tecidos periféricos, SNC e musculo esquelético.

A fosfofrutocinase-1 (PFK-1) é uma enzima chave reguladora que catalisa
uma das reacdes irreversiveis da via glicolitica. A mesma utiliza ATP para produzir
frutose-1,6-bifosfato, que é ativada pelo ADP, AMP e Pi e é inibida por ATP,
acelerando, assim, o fluxo da via glicolitica. A PFK-1 também pode ser estimulada
por frutose-2,6-bi-fosfato (F2,6BP) e inibida por frutose-1,6-bi-fosfato e pela
diminuicdo do pH. O grau de inibicdo da PFK-1 pela concentracdo de hidrogénio
depende dos niveis de ATP, quando estes se encontram elevados. O citrato € um
regulador alostérico da PFK-1 ligado ao metabolismo oxidativo mitocondrial da
glicdlise. O acumulo de citrato contribui para a diminuicdo da glicélise, que ocorre
em varios tecidos quando hd um aumento da oxidag&o de &cidos graxos (STANLEY,
RECCHIA, LOPASCHUK, 2005; BERTRAND et al., 2008). Uma série de hormdnios
como insulina, epinefrina e outros, que ativam a glicélise exercem o controle de
fosforilacdo pela PFK-2. Além disso, a ativacéo e fosforilagdo da PFK-2 pela AMPK
€ um mecanismo interessante para a compreensdo da aceleracdo da glicélise
induzida pelo AMP (MARSIN et al., 2000; BERTRAND et al., 2008). A converséao do
gliceraldeido-3-fosfato em  1,3-bifosfoglicerato € catalizada pela enzima
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gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e produz duas moléculas de NADH
originadas da glicélise. A GAPDH cataliza uma das principais rea¢gfes da via
glicolitica, porque o acimulo de NADH + H™ no citoplasma celular inibe a sua taxa de
reacdo. Em contra partida, o0 aumento de NAD" ativa a GADPH. O piruvato formado
na via glicolitica pode converter-se em lactato, descarboxilar-se e formar Acetil-CoA,
ou converter-se em malato.

A descarboxilacdo oxidativa do piruvato € o passo chave irreversivel na
oxidacdo dos carboidratos, catalizada pelo complexo multienzimatico piruvato
desidrogenase (PDH). A PDH é inativada quando fosforilada pela piruvato
desidrogenase quinase (PDK) e é ativada pela desfosforilagdo através de PDH
fosfatase. A PDK é inibida pelo piruvato e pela diminuicdo das razdes Acetil-
COA/CoA livre e NADH + H*/NAD* (STANLEY, RECCHIA, LOPASCHUK, 2005). A
atividade da PDH fosfatase é aumentada pelos niveis de Ca*? e Mg*™. A estimulacao
adrenérgica do coracdo aumenta o Ca*? citosélico transitério e a concentracdo
mitocondrial de Ca*?, resultando na ativacéo da PDH, explicando, assim, a ativacéo
da PDH e maior oxidacdo do piruvato em resposta ao aumento dos receptores
adrenérgicos induzidos no coragdo (SHARMA et al., 2005).

A oxidacdo da glicose, piruvato e a atividade da PDH no coragdo sao
diminuidas por elavadas taxas de oxidacdo dos acidos graxos. A taxa maxima de
oxidacdo do piruvato em qualquer momento é definido pelo grau de fosforilacdo do
complexo enzimatico PDH. No entanto, o fluxo real é determinado pelas
concentracbes de substratos e produtos na matriz mitocondrial, j& que estes
controlam o fluxo da participagdo ativa do complexo desfosforilado (STANLEY,
RECCHIA, LOPASCHUK, 2005). Assim, cada molécula de glicose e NAD® que
entram na via glicolitica se converte em glicose-6-fosfato e gera duas moléculas de
piruvato, NADH + H* e ATP. O NADH+H" e o piruvato formados nesta via entram na
matriz mitocondrial para gerar CO, e NAD" e completar o processo de oxidacio da
glicose, ou sdo convertidos em lactato e NAD" no citoplasma por agdo da lactato
desidrogenase (LDH) (glicélise anaerdbia) (LOPASCHUK, FOLMES, STANLEY,
2007). A LDH é uma enzima amplamente expressa no coracgao, figado e outros
tecidos, e desempenha um papel importante na glicélise e gliconeogénese. Existem
cinco isoformas de LDH, nomeadas de acordo com suas migracdes eletroforéticas.

Cada enzima é composta de quatro subunidades do tipo H ou M. A isoforma
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cardiaca é constituida predominantemente de subunidade H, e é conhecida como
LDH-1 (LOPASCHUK, FOLMES, STANLEY, 2007).
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Figura 2 - Metabolismo da glicose e acidos graxos em cardiomiécitos
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Legenda: A captacdo de susbstratos ocorre através de transportadores especificos. Os acidos
graxos sao submetidos a B-oxidacdo na mitocondria, principalmente sob controle do
receptor ativado do proliferador de peroxissoma alfa (PPAR-a). Setas em negrito
referem-se ao fluxo de moléculas de glicose através de diversas vias metabolicas e
principalmente pela via da glicélise. Setas em parénteses indicam a direcdo das
mudancas observadas nos cardiomidcitos de diabéticos tipo Il em comparacéo a células
normais. ATP: Trifosfato de adenosina; CPT: Carnitina palmitoil transferase; FABP:
Proteina de ligacdo de &cidos graxos de membrana plasmatica; FATP: Proteina
transportadora de &cidos graxos; GLUT: Transportador de glicose; LDH: Lactato
desidrogenase; LPL: Lipoproteina lipase; NADPH: Dinucleotideo de nicotinamida e
adenina fosfatase-oxidase; PDH: Piruvato desidrogenase; PDK: Piruvato desidrogenase
quinase; PDP: Piruvato desidrogenase fosfatase; PFK: Fosfofrutoquinase; TG:
Triglicerideos.

Fonte: Adaptacdo: AMARAL N., OKONKO D. O. 2015.
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1.3.2 Metabolismo dos acidos graxos

Em condicOes fisioldgicas, cerca de 60 a 90% de Acetil-CoA utilizado no
coracao é proveniente da B-oxidacdo de acidos graxos, e cerca de 10 a 40% provém
da descarboxilacdo oxidativa do piruvato derivado da glicdlise e da oxidacdo do
lactato em iguais quantidades (STANLEY et al., 1997). Em condicdes fisioldgicas
normais, os &cidos graxos de cadeia longa sdo importantes substratos oxidaveis
para o coracdo. Devido a sua baixa solubilidade em &agua, os acidos graxos sao
fornecidos para o coracgéo ligados a albumina plasméatica ou ligados covalentemente
ao nucleo de triacilgliceréis das lipoproteinas circulantes (MERKEL, ECKEL,
GOLDBERG, 2002; AUGUSTUS et al., 2003) (Figura 2). Posteriormente, os acidos
graxos atravessam o sarcolema e o citoplasma para serem convertidos em acil-CoA
na membrana externa mitocondrial e no reticulo sarcoplasméatico. Em um processo
mediado pela carnitina, a maior parte destes derivados de acidos graxos passam
para o interior da mitocondria e sdo degradados nas vias de 3-oxidac&o e do ciclo do
acido citrico.

Os acidos graxos entram nos cardiomidcitos tanto por difusdo passiva, como
por transporte de proteinas através do sarcolema mediado por uma translocase
(FAT/CD36) e uma proteina de ligacdo a acidos graxos na membrana (FABPpm).
Uma proteina especifica de 88 KDa FAT, chamada CD36, é expressa
abundantemente na musculatura esquelética e no musculo cardiaco, a qual parece
regular parcialmente as taxas de captacdo de &cidos graxos no coracdo de
humanos, visto que pessoas com mutacdes no gene CD36 tém menores taxas de
captacdo do analogo de &cido graxos de cadeia longa em comparacao a pessoas
normais (MERKEL, ECKEL, GOLDBERG, 2002; SCHAFFER, 2002). A FAT/CD36
pode translocar-se entre vesiculas intracelulares e o sarcolema em resposta a
estimulos, incluindo insulina e a proteina quinase ativada por AMP (AMPK), para
aumentar agudamente a taxa de captacédo de acidos graxos (LUIKEN et al., 2002;
LUIKEN et al., 2003). Uma vez no citosol, os acidos graxos de cadeia longa séo
esterificados a Acil CoA de cadeia longa acil coenzima A (AGCLCoA), e,
dependendo da demanda metabdlica do coracéo, podem ser transportados para o
interior da mitocéndria para iniciar a 3-oxidagcéo ou séo esterificados no miocardio.

A B-oxidacdo dos acidos graxos ocorre em dois compartimentos celulares,

primariamente na mitocéndria e, em menor proporc¢ao, nos peroxissomas (SCHULZ,
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1994). Os primeiros produtos da oxidacdo dos &cidos graxos sdo NADH + H,
FADH, e Acetil-CoA. Antes da B-oxidacdo na mitocondria, o acil-CoA deve ser
transportado primeiro para a matriz mitocondrial através de um sistema de transporte
dependente de carnitina. A CPT1 catalisa primeiro a formacdo do acil-carnitina de
cadeia longa a partir do acil-CoA de cadeia longa para o espaco intermembrana e,
em seguida, a carnitina aciltranslocase transporta a acil-carnitina através da
membrana mitocondrial interna em troca de carnitina. Das trés enzimas
transportadoras envolvidas no transporte mitocondrial, a CPT1 serve como enzima
reguladora chave do controle das taxas de &cidos graxos pela mitocéndria
(SCHULZ, 1994). Porém, a atividade da CPT1 é fortemente inibida por malonil-CoA
(KERNER, HOPPEL, 2002). Malonil-CoA €& um regulador chave fisiolégico do
metabolismo de &acidos graxos no coracdo. E formada pela carboxilacdo de Acetil-
CoA catalizada pela Acetil-CoA carboxilase (ACC). A maior parte da Acetil-CoA nos
cardiomiécitos se encontra na mitocondria, entretanto, a ativacdo da CPT1l é
regulada pela malonil-CoA, formada através da carboxilagdo do Acetil-CoA extra-
mitocondrial (MCGARRY, BROWN, 1997; KERNER, HOPPEL, 2000).

A atividade da Acetil-CoA carboxilase (ACC) é inibida pela fosforilagdo da
AMPK (KUDO et al., 1995; MUOIO et al., 1999). A ativacdo da ACC pode resultar na
formacao de malonil-CoA e diminuir a oxidacdo de &cidos graxos. Portanto, a
ativacado da AMPK pode exercer efeito tanto no metabolismo de carboidratos quanto
no de &cidos graxos (DYCK et al., 1999). A degradacdo do malonil-CoA é regulada
pela atividade da malonil-CoA descarboxilase (MCD), a qual converte malonil-CoA a
Acetil-CoA e CO,; no citosol e na mitocondria (DYCK, LOPASCHUK, 2000;
HAMILTON, SAGGERSON, 2000). Quando ha um aumento na atividade da MCD
ocorre, consequentemente, uma queda da malonil-CoA no miocardio e, por isso,
havera um aumento nas taxas de oxidacdo de &cidos graxos, ao passo que seu
aumento suprime a oxidacdo dos acidos graxos (SADDIK et al., 1993; STANLEY et
al., 1996).

Apés a captagdo dos &cidos graxos na mitocondria, estes passam pelo
processo de B-oxidacdo, gerando NADH + H® e FADH, Os corpos cetonicos,
sintetizados a partir de acidos graxos livres no figado, podem também ser
metabolizados em acetil-CoA no coragcdo para a entrada no ciclo de Krebs. O
aumento da utilizacdo de corpos cetdnicos suprime tanto a utilizacdo de acidos

graxos como de glicose, tal processo € conhecido como integracdo metabdlica entre
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0s substratos fisioloégicos (VANOVERSCHELDE et al., 1993; TARDIF et al., 2001,
HASSELBAINK et al., 2003; STANLEY et al., 2003).

Estudos recentes demonstram que 0s acidos graxos sao capazes de
estimular seu proprio catabolismo através de um conjunto de receptores nucleares
chamados de receptor ativado pelo proliferador de peroxissomo (PPARS), que
controlam a expressdo de uma variedade de genes envolvidos no metabolismo
lipidico e homeostase de energia (MOTOJIMA et al.,, 1998; BERGER, MOLLER,
2002; ATHERTON et al., 2009; BARANOWSKI, BLACHNIO-ZABIELSKA, GORSKI,
2009). Das Trés isoformas de PPAR (PPAR-a, PPAR- e PPAR-y), 0 PPAR-a é a
isoforma com maior afinidade de ligacdo aos acidos graxos (DESVERGNE, WHALI,
1999; ATHERTON et al., 2009). O PPAR-a é altamente expresso em tecidos com
alta taxa catabdlica, tais como figado, rins, musculo esquelético e coracao
(BRAISSANT et al.,, 1996). Sua ativacdo resulta na transcricdo de genes que
controlam o transporte de acidos graxos, a absorcédo intracelular e o catabolismo
(ATHERTON et al., 2009).

1.3.3 Via de sinalizacdo de insulina

O transporte de glicose nos cardiomidcitos € regulado pelo gradiente
transmembranal e pelo conteddo de transportadores de glicose no sarcolema
(GLUT) (Figura 3). Estes transportadores sdo expressos no miocardio,
nomeadamente GLUT4 e GLUT1. O GLUT4 (70%) € sensivel a acdo da insulina e
encontra-se amplamente distribuido em vesiculas intracelulares em condi¢cdes de
aporte adequado de oxigénio. O GLUTL1 (30%) é independente da acdo da insulina,
sendo responsavel pela captacéo basal de glicose em condi¢des de jejum, quando
as concentracdes sericas sdo mais baixas (YOUNG et al., 1997; RAMASAMY et al.,
2001). Estes GLUTSs séo transportadores criticos para a manutenc¢édo da morfologia e
das funcdes normais do coracdo (BECKER et al., 2001). Assim, esta etapa de
transporte de glicose através da membrana plasmatica € o passo inicial e limitante
para a utilizacdo do substrato pelos cardiomiocitos. Ambos os GLUTs nédo se
localizam apenas no sarcolema, mas também em compartimentos de
armazenamento intracelular. Além disso, sdo bem regulados, principalmente durante

0 periodo pés-natal, quando ocorre a substituicdo do GLUT1 por GLUT4 (FRIEHS et


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blachnio-Zabielska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19617640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gorski%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19617640

36

al., 2003). Os hormoénios, como por exemplo tireoidianos e insulina, sado reguladores
deste processo, promovendo a inducdo de GLUT4 e repressao de GLUT1
(CASTELLO et al., 1994).

Em resposta ao estimulo de insulina (Figura 3), 0 aumento da demanda de
trabalho ou isquemia, ha a translocacdo dos transportadores de glicose GLUT1 e
GLUT4 das vesiculas intracelulares para a membrana do sarcolema, o que leva a
um aumento na taxa de captacéo de glicose, mediado pela PI3K (Fosfatidilinositol-3-
quinase) (SLOT et al., 1991; SUN et al., 1994; YOUNG et al., 1997; FRIEHS et al.,
2003). O lactato é outro estimulo para o incremento na capacidade de captacao de
glicose, independente da PI3SK (MEDINA et al., 2002). A translocacdo do GLUT4
para a membrana plasmatica também é estimulada pela ativacdo da proteina
ativada por AMP (AMPK), que ocorre no coracdo durante o exercicio (STANLEY,
RECCHIA, LOPASCHUK, 2005) e parece ter um papel importante na captacdo de
glicose induzida pela isquemia (RUSSET et al., 2004).

A insulina, além de estimular os transportadores de glicose, atua no
metabolismo como: na oxidac&o de glicose, sintese de glicogénio e sintese protéica
(SALTIEL, KAHN, 2001; BELKE, et al., 2002; SHIOJIMA et al., 2002). E um
hormbénio protéico secretado pelas ilhotas pancreéticas, essencial para a
manutencdo da homeostase glicémica, do crescimento e diferenciacdo celular
(WICKSTEED et al., 2003). Além disso, é também um hormdnio com secrecao
diretamente determinada por nutrientes, em resposta a um aumento da glicemia e
dos niveis de aminoacidos circulantes apos a refeicdo. Para regular a homeostase
glicémica, a insulina reduz a producdo hepatica de glicose, com a diminuicdo da
gliconeogénese e da glicogendlise, aumentando a sua captacdo periférica,
principalmente nos tecidos muscular e adiposo. Também estimula a lipogénese no
figado e no tecido adiposo. Além disso, € capaz de aumentar a sintese e inibir a
degradacéao de proteinas.

A captacdo de glicose pelos cardiomidcitos € mediada por um processo de
difusdo facilitada, na qual a glicose se move a favor do seu gradiente de
concentracdo nas células (SUN et al., 1994) (Figura 3). Quando os niveis de glicose
no sangue se encontram elevados, inicia o processo de secre¢ao de insulina pelas
células B-pancreaticas. Uma vez liberada na corrente sanguinea, a insulina se liga
ao seu receptor (IR), que é constituido por duas subunidades extracelulares a e

duas subunidades B, ligadas por pontes dissulfetos numa estrutura tetramérica a3,
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(TCHECA, CORVERA, 1999). A subunidade a contém o sitio de ligac&o a insulina e
a subunidade 3 € a responsavel pela transmissao do sinal, além de possuir atividade
tirosina quinase. A ligacdo da insulina ao seu receptor gera uma mudanca
conformacional, que ativa o dominio tirosina quinase da subunidade intracelular e
desencadeia uma cascata de fosforilagdo de proteinas que consistem na ativacéo do
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e cria sitios de reconhecimento para a
subunidade regulatéria P® da PI3K. Uma vez ativada, a PI3K promove a fosforilacdo
e ativacdo da proteina quinase B (AKT) e proteina quinase C (PKC) (TCHECA,
CORVERA, 1999). Outra proteina envolvida na translocacéo de GLUTs € a proteina
tirosina-fosfatase 1B (PTP1B), que € a responsavel pela desfosforilacdo do receptor
de insulina e seus substratos.

Finalmente, o sinal é transmitido para as vesiculas de armazenamento do
GLUT4, que estimula sua translocacdo para a membrana plasmatica e,
posteriormente, a glicose € incorporada pelas células. Este sistema é importante
para manter a homeostase da glicose. Portanto, quando este sistema de transporte
se encontra deficiente no musculo esquelético ou cardiaco leva a hiperglicemia e
subsequente resisténcia a insulina (NISHIUMI et al., 2010).

A resisténcia a insulina (RI) resulta em uma série de alteracdes na cascata de
sinalizacdo da insulina, tais como a inibicdo da fosforilagcdo do substrato do receptor
de insulina-1 (IRS-1), da proteina quinase B (Akt) e da proteina glicogénio sintase
quinase-3 (GSK-3) (CHANG, CHIANG, SALTIEL, 2004). Através da Akt, a insulina
controla a sintese de glicogénio no figado e no musculo esquelético, inativando a
GSK-3 e ativando a glicogénio sintetase. Além disso, em periodos de excesso de
carboidratos, a insulina estimula a sintese de acidos graxos no figado, e na situagéo
de excesso de adiposidade e resisténcia a insulina, interfere na quantidade de

acidos graxos livres (AGL) circulantes, promovendo a gliconeogénese no figado.
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Figura 3 - Via de sinalizacao de insulina
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Fonte: Adaptacdo SALTIEL A. R., KAHN C. R. Insulin signalling and the regulation of glucose and
lipid metabolism. Nature. V. 414, n. 6865, p. 799-806, Dec. 2001.

1.3.4 Metabolismo energético do coracdao na obesidade

Esta bem definido na literatura que a obesidade aumenta o risco para
desenvolvimento de doenca corondria e insuficiéncia cardiaca. A epidemia da
obesidade é, provavelmente, uma importante forca motriz para a perpetuacédo das
doencas isquémicas do coragdo nos paises desenvolvidos e para 0 aumento de
mortes relacionadas a doenca cardiovascular nos paises em desenvolvimento
(KENCHAIAH et al., 2002; WILSON et al., 2002; LAWLOR, CHATURVEDI, 2006).

Estudos recentes sugerem que alteracdes ocorridas no metabolismo dos
acidos graxos no coracdo em individuos obesos (Figura 4) podem ter um papel
causal no desenvolvimento das cardiomiopatias relacionadas com a obesidade, uma
vez que tanto um fenoétipo metabolico alterado, como o aumento nos niveis de acido

graxo e de triglicerideos, pode levar ao acumulo de lipideos no coracdo e a
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utilizacdo excessiva de &cidos graxos (LOPASCHUK, FOLMES, STANLEY, 2007).
Ao analisar a relacdo entre a obesidade e o metabolismo energético cardiaco, €
importante reconhecer que as mudancas na funcéo cardiaca e no metabolismo da
obesidade n&o ocorrem isoladamente de outras desordens metabolicas
(RUDERMAN et al.,, 1998). As alteracbes na obesidade contribuem para a
hipertensdo, desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, cardiomiopatias e disfungéo
diastolica (AVELAR et al., 2007).

O acumulo de lipideos no miocardio € atribuido a um desequilibrio entre a
captacdo e a utilizacdo de acidos graxos pelos cardiomiécitos (BOUDINA et al.,
2005). Embora os altos niveis de acidos graxos circulantes parecam contribuir de
forma importante para o acimulo de lipideos no miocardio, ainda néo esta bem claro
de que forma as alteracBes nas taxas de oxidacdo dos acidos graxos contribuem

para este fato.
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Figura 4 - Producao de energia mitocondrial prejudicada
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Legenda: Na obesidade ocorre a intolerancia a glicose, diabetes tipo 2 e a B-oxidacdo é reduzida
nas células do muasculo cardiaco. A atividade da carnitina palmitoil transferase (CPT1),
necessdria para o transporte de acidos graxos de cadeia longa para dentro da célula, é
diminuida, levando ao acimulo de &cidos graxos acil-CoA no citosol. Sob a influéncia da
enzima acetil-CoA carboxilase (ACC), Acil-CoA sao convertidos em malonil-CoA que os
resintetizam em acidos graxos, que podem se acumular dentro da célula ou ser
transportado para outros tecidos como triglicerideos. A reducdo da capacidade de utilizar
os acidos graxos para producdo de ATP aumenta em individuos obesos a dependéncia
sobre a glicélise. NOTA: ADP = adenosina difosfato; ATP = adenosina trifosfato; FADH, =
dinucleotideo de flavina e adenina; NADH = dinucleotideo de nicotinamida e adenina; O, =
oxigénio; H" = fon hidrogénio.

Fonte: Adaptacdo: ROGGE, M. M. 2009.
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1.4 Bioenergética mitocondrial

1.4.1 Mitocbndria

A mitocOndria, antes considerada uma organela estética, hoje é reconhecida
por sua dinamica, caracterizada pela movimentacgéo intracelular e regulacédo de sua
arquitetura, localiza-se em locais intracelulares onde ha maior necessidade de
energia. (FREDERICK, SHAW, 2007) (Figura 5).

Esta presente em grande quantidade nas células do sistema nervoso, do
coracdo e do musculo esquelético (BHOPAL, RAFNSSON, 2009; GERSHONI,
TEMPLETON, MISHMAR, 2009). Estruturalmente, € formada por uma membrana
externa e outra interna, separadas por um espaco intermembranar que contém
varias enzimas e onde se acumulam prétons transportados da matriz. A membrana
externa contém varias proteinas transportadoras, chamadas de porinas, que formam
grandes canais aquosos assemelhando-se a um filtro permeavel, por onde vérias
moléculas podem entrar no espaco intermembranar, mas a maioria delas ndo pode
passar através da membrana interna. A membrana interna € altamente
especializada, contém uma variedade de proteinas transportadoras que a tornam
seletivamente permedavel aguelas pequenas moléculas que sao metabolizadas ou
requeridas pelas varias enzimas mitocondriais concentradas na matriz. A regiao
limitada pela membrana interna é conhecida como matriz mitocondrial, onde existem
proteinas, ribossomos e DNA mitocondrial (que contém genes codificadores de
proteinas, de RNA ribossomal e de RNA de transferéncia), necessarios e/ou
responsaveis por varias funcées mitocondriais (KOWALTOWSKI et al., 2009).

As mitocondrias desempenham um papel critico na manutencédo da funcédo
celular. Elas também sdo uma poderosa fonte de radicais livres e fatores pro-
apoptoticos (ROSCA, HOPPEL, 2010). Dessa forma, a manutencdo da homeostase
mitocondrial é essencial para a viabilidade celular. Responséavel pela fonte primaria
de energia na forma de ATP, as mitocondrias fornecem o combustivel necessério
para o aparelho contratil e, portanto, sédo primordiais para o bombeamento cardiaco.
Com o intuito de manter a atividade elétrica e mecanica (contratilidade e
relaxamento diastolica), o coracdo precisa de um fornecimento continuo de energia,
sendo essa exigéncia alcancada pela sintese diaria de aproximadamente 30 kg de

energia em forma de ATP, produzidos principalmente por fosforilacdo oxidativa
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mitocondrial (ASHRAFIAN, FRENNEAUX, 2007). Para o fornecimento adequado de
ATP ao cardiomidcito, a fungdo mitocondrial € regulada de maneira transiente, de
acordo com a necessidade energética celular, por meio de vias de sinalizacdo que
envolvem mensageiros intermediarios, como o Ca®*" e as espécies reativas de

oxigénio.

Figura 5 - Estrutura da mitocondria
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Fonte: © CienTIC - José Salsa, 2004 - optimizado para 1024 x 768.

1.4.2 Funcao mitocondrial

z

A mitocondria é a organela central do metabolismo energético, sendo a
principal fonte de producdo de energia (bioenergética mitocondrial) para a célula.
Desempenham um papel importante na vida e na morte celular, na diferenciacéo da
maioria dos tecidos e no desenvolvimento de todo o organismo. Dentre as fungcbes
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metabolicas que ocorrem na matriz mitocondrial, se destaca a sintese de ATP por
meio do acoplamento da fosforilagdo oxidativa com a cadeia de transporte de
elétrons (CTE) (Figura 6), sendo auxiliado pelo ciclo do acido citrico (ou ciclo de
krebs) e pelo processo de B-oxidacao. Elas sdo coordenadoras centrais e locais das
transformacdes bioquimicas essenciais do metabolismo energético. Estas organelas
tém sido focadas no estudo das doencas metabdlicas, como ligagdes das alteracdes
nas funcbes mitocondriais com transtornos associados a sindrome metabdlica
(NISOLI et al. 2007; CARDOSO, QUELICONI, KOWALTOWSKI, 2010).

O piruvato e os &acidos graxos sdo convertidos em Acetil-CoA, que séo
oxidados em CO,, através do ciclo do acido citrico. Grandes quantidades de NADH e
FADH, sédo produzidas por essas reacfes de oxidacao. A energia disponivel pela
combinac¢éo do oxigénio com os elétrons reativos levados pelo NADH e pelo FADH,,
€ regulada por uma cadeia transportadora de elétrons na membrana mitocondrial
(WALLACE, 2005).

Praticamente toda a energia disponivel a partir da oxidacdo de carboidratos,
gorduras e outros substratos, € inicialmente armazenada na forma de elétrons de
alta energia (WALLACE, 2005), provenientes da dissociacdo dos atomos de
hidrogénio em prétons e elétrons, que séo transferidos para o O, através de uma
série de complexos protéicos (complexos I, 11, 111, IV — citocromo ¢ oxidase e V — ATP
sintase) localizados na membrana interna mitocondrial (MCFARLAND, TURNBULL,
2009), contendo centros redox consecutivos que possuem afinidade progressiva por
elétrons. O gradiente eletroquimico de prétons gerado durante o transporte de
elétrons é utilizado para impulsionar a conversédo de ADP (adenosina difosfato) + Pi
(fosfato inorganico) em ATP, por meio do complexo ATP sintase (WALLACE, 2005;
MCFARLAND, TURNBULL, 2009).

A fosforilacdo oxidativa (FO) € um elemento fundamental da bioenergética,
extensivamente estudada para resolver os mecanismos de transducao de energia do
sistema de transporte de elétrons e analisar os diferentes modos de controle da
respiracdo mitocondrial (GNAIGER, 2009). A combinacdo dessas reacdes é
responsavel por uma eficiente troca ATP-ADP entre a mitocondria e o citosol de tal
forma que o ATP pode ser usado para prover muitas das reacdes celulares
dependentes de energia. A FO é a via final e comum, pela qual os elétrons
provenientes de diversos combustiveis do organismo se convergem até ao oxigénio

molecular. A eficiéncia pela qual os equivalentes redutores (a partir da oxidacao de
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acetil-CoA) sdo convertidos em ATP pela FO é chamada de acoplamento
mitocondrial (JOHANNSEN, RAVUSSIN, 2009).

Figura 6 - Cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (CTE)
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Legenda: A energia obtida através da transferéncia de elétrons (setas azuis) até a CTE é utilizada
para bombear protons (setas rosas) da matriz para o espaco intermembranas, criando um
gradiente eletroquimico de prétons através da membrana mitocondrial interna. Este
gradiente permite que a ATP sintase utilize o fluxo de H" através da enzima para voltar &
matriz mitocondrial para gerar ATP a partir de ADP e fosfato inorgéanico. O complexo |
(NADH redutase coenzima Q) recebe os elétrons transportados pelo dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NADH), e passa estes para a coenzima Q (ubiquinona), que
também recebe os elétrons do complexo Il (succinato desidrogenase). A Ubiquinona passa
0s elétrons para o complexo Ill (citocromo bcl), que passa para o citocromo c (cit ¢). O
citocromo c passa os elétrons para o complexo IV (citocromo c oxidase), que utiliza estes
elétrons e ions de hidrogénio para reduzir o oxigénio molecular a 4gua. A producédo de
radicais superdxido ocorre principalmente nos complexos | e lll, especialmente sob
condi¢cbes de aumento excessivo do gradiente de protons.

Fonte: Obesity Online Slide Library, www.obesityonline.org

Em contrapartida, quando as mitocondrias ndo sao perfeitamente acopladas
(desacopladas), a forca proton-motriz gerada pela fosforilagdo oxidativa normal é
dissipada sob a forma de calor, ao invés de ser utilizada para impulsionar a ATP-
sintase na producgao de ATP, processo conhecido como “Préton leak” (Figura 7) e as

mitocdndrias sdo chamadas “desacopladas”. Estes processos podem ser
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desacoplados por proteinas desacopladoras (UCPs), encontradas na membrana
mitocondrial interna, e por alguns compostos, como a 2,4-dinitrofenol, que
aumentam a permeabilidade de prétons na membrana mitocondrial interna
(BHOPAL, RAFNSSON, 2009). As UCPs sao conhecidas por participarem da
regulacdo da termogénese basal, embora seu papel fisiolégico e bioquimico néo
tenha sido bem confirmado. A proteina desacopladora 1 (UCP1) é a primeira
isoforma descoberta e encontrada somente na gordura marrom de mamiferos,
inclusive humanos (JOHANNSEN, RAVUSSIN, 2009). No individuo adulto, a
expressdo da UCPL1 € limitada, visto que o tecido adiposo marrom esté diminuido.

Em 1997, duas novas UCPs (UCP2 e UCP3) foram descobertas, sendo
ambas homodlogas a UCP1 e expressas em adultos. Especificamente, a UCP2 é
expressa em varios tecidos (incluindo o tecido adiposo, musculo, coracéo, rins,
sistema digestorio e cérebro), enquanto que a expressdo da UCP3 é expressa no
musculo esquelético, figado e coragcdo (ROUSSET et al., 2004; CARDOSO,
QUELICONI, KOWALTOWSKI, 2010). A UCP2 e UCP3 tém sido relacionadas a
determinacao da taxa metabdlica basal (TMB). Em um estudo com indios Pima, os
autores avaliaram o contetdo da UCP2 e UCP3 e comprovararam a associacao de
ambas as proteinas com a taxa metabdlica durante o sono e com o0 gasto
energético de 24h. Tal fato implica que a variacdo genética da UCP2 e UCP3 pode
estar relacionada as diferencas no desacoplamento mitocondrial e na eficiéncia da
utilizacdo de energia. Existem diferencas substanciais na TMB a medida que a
massa gorda e magra diferem (WALDER et al. 1998).

A isoforma UCP4 é encontrada somente no cérebro e a sua expressao em
células de mamiferos reduz o potencial de membrana mitocondrial. YU et al. (2000)
observou em seu estudo abundante expressdo de UCP5 no cérebro humano,
testiculos, rins, atero, coracédo, pulméao, estdmago, figado e musculo esquelético,
com a maior expressao no cérebro e testiculos. Em ratos o mesmo estudo relatou
expressdo de UCP5 no cérebro, testiculos, tecido adiposo branco, rim, tecido
adiposo marrom, musculo esquelético, figado e coracdo. A expressdo de mRNA das
proteinas UCP4 e UCP5 € modulada por meio de manipula¢des nutricionais e de
temperatura em tecidos especificos, suportando a hipotese de que estas proteinas
estdo envolvidas em adaptacdes metabdlicas associadas a tais condi¢des (YU et al.,
2000).
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Estudos revelam que alteragbes no conteddo mitocondrial, mutacdes ou
alteragcbes da capacidade respiratéria, sdo determinantes no controle do
metabolismo (FURUKAWA et al.,, 2004). Assim, as alteracbes no metabolismo de
substratos no miocardio, que ocorrem na insuficiéncia cardiaca, as causas e
consequéncias destas anomalias, sdo mal compreendidas.

Ha evidéncias que sugerem que o metabolismo prejudicado de substratos
contribui para a disfuncéo contratil e o progressivo remodelamento, que sdo estados
caracteristicos da insuficiéncia cardiaca. A selecdo de substrato no miocéardio é
relativamente normal durante o estagio inicial da insuficiéncia cardiaca, porém, em
estagios avancados, ha uma baixa regulacdo da oxidacdo de &cidos graxos, do
aumento glicolitico e oxidacdo da glicose, reducdo da atividade da cadeia
respiratoria e uma reserva deficiente do fluxo oxidativo mitocondrial (STANLEY,
RECCHIA, LOPASCHUK, 2005).

Dessa forma, o melhor entendimento da biologia mitocondrial na progresséo
de doencas degenerativas pode trazer novas possibilidades terapéuticas no

tratamento dessas doencas.
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Figura 7 - Geragéo de calor por desacoplamento mitocondrial
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Legenda: Processo de desacoplamento mitocondrial em tecido adiposo marrom, onde a forga proton-
motriz é dissipada sob a forma de calor, via proteina desacopladora, ao invés de ser
utilizada para impulsionar a ATP-sintase para a produgéo de ATP.

Fonte: Adaptacdo: NELSON, D. L. & COX, M. M. 2006.

1.4.3 Obesidade e doencas cardiovasculares na disfuncdo mitocondrial

A estreita associacdo entre obesidade, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2
dificulta a distincdo entre as modificacdes verdadeiramente atribuiveis & obesidade
em relacdo as alteracdes metabdlicas secundarias causadas pela resisténcia a
insulina.

A disfuncdo mitocondrial ocorre através de processos diretamente
relacionados com o desacoplamento mitocondrial, por alteracées da expressdo de

proteinas desacopladoras (UCPs), aumento de espécies reativas de oxigénio
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(EROs) via aumento de produtos da peroxidagdo lipidica, como o aldeido 4-
hidroxinonenal (4-HNE), e por alteracfes das atividades enziméticas, como as da
enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (NAKAMURA et al., 2005).
Estudos clinicos e experimentais descrevem que o aumento de espécies reativas de
oxigénio esta diretamente relacionado com a insuficiéncia cardiaca, que por sua vez,
apresentava aumento da peroxidacgéo lipidica, tido como um marcador de estresse
oxidativo (NAKAMURA et al., 2005).

O 4-HNE é um dos produtos da peroxidacao lipidica mais estudados, ndo so
em relacdo a sua funcao fisiolégica e protecdo como molécula de sinalizacdo e
estimular a expressdo de genes, mas também pela sua funcéo citotdxica na inibicdo
da expressdo génica e promover o desenvolvimento e a progressdo de diversos
estados patoldgicos (AYALA, MUNOZ M, ARGUELLES, 2014). A peroxidacéo
lipidica pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos resultante da
acdo dos radicais livres sobre os lipidios insaturados das membranas celulares,
gerando espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e induzindo a destruicdo de
estruturas celulares, faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos e, em
condicdo extrema, a morte celular programada (apoptose) (RAY, HUANG, TSUJI,
2012). Estudos com animais demonstram que a peroxidacdo lipidica altera a
morfologia mitocondrial em virtude do excesso de formagdo de EROs e radicais
superéxido, além de reduzir a producdo de ATP e transcricdo génica de genes
associados a insuficiéncia cardiaca (LASKOWSKI, RUSSELL, 2008).

A producdo mitocondrial prejudicada de ATP apresenta também uma
importante relacdo entre fatores genéticos e ambientais que podem levar ao
desenvolvimento da obesidade (ROGGE, 2009). De fato, estudos clinicos e
experimentais mostram que existe uma mudanca no padrdo de utilizacdo de
substratos pelo coracdo em faléncia, havendo favorecimento da oxidacdo de glicose
no lugar de acidos graxos, o que acaba por levar o coragdo a um déficit energético
(SHAROQV et al., 2000; ROSCA et al., 2008).

Os estudos com humanos, realizados em individuos com obesidade,
resisténcia a insulina, ou diabetes tipo 2, evidenciam modificagdes similares na
utilizacao de substratos pelo miocardio, diminuicdo da eficiéncia cardiaca, aumento
do acumulo de lipidios no miocardio, reducdo nas concentracdes de ATP, que
podem ser resultantes da disfungcéo mitocondrial (BOUDINA, ABEL, 2007; 2010).
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Um estudo onde se avaliavam os cardiomiocitos de individuos ndo diabéticos
e com funcdo do VE preservada, mostraram que o0s individuos jovens com
obesidade exibiram disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, dano oxidativo
mitocondrial e ativacdo dos mecanismos de apoptose, em niveis semelhantes aos
observados em idosos, com ou sem obesidade. Também avaliaram os efeitos da
obesidade em modelo animal (ratos Zucker obesos com diabetes), observando-se
que os padrbes de expressdao génica que codificam proteinas mitocondriais e
marcadores de apoptose estavam alterados, corroborando o estudo com humanos
(NIEMANN et al., 2011). Este estudo sugeriu que a obesidade, por si sG, poderia ser
suficiente para prejudicar a fungdo mitocondrial nos cardiomidcitos, e que a
disfuncdo mitocondrial pode, potencialmente, contribuir para o aumento da
suscetibilidade a insuficiéncia cardiaca em individuos obesos. Estudo recente do
Nosso grupo reforga a associacao entre a obesidade e disfungéo mitocondrial, onde
0s autores mostraram que camundongos Swiss adultos com obesidade induzida por
dieta ocidental, rica em gordura saturada e acucar simples, apresentaram
desacoplamento e disfuncdo mitocondrial cardiaca (NEVES et al., 2014).

Assim sendo, o estudo detalhado do desenvolvimento da disfuncao
mitocondrial cardiaca em modelo de obesidade em diferentes fases da vida pode
auxiliar na melhor compreenséo dos fatores envolvidos no desenvolvimento desta
doenca. Além disso, podemos afirmar que um melhor entendimento da disfuncéo
mitocondrial na obesidade € crucial e constitui a base para o desenvolvimento de
uma estratégia terapéutica para manter a integridade mitocondrial, otimizar o
metabolismo energético, reduzir o estresse oxidativo e melhorar a funcéo contréatil do
miocardio (SHAROQV et al., 2000; REN et al., 2010).

Dados obtidos no mestrado, reforcam a associacdo entre a obesidade e a
disfungéo mitocondrial, demonstrando que em camundongos Swiss adultos jovens
(90 dias) hiperalimentados na lactacdo, apresentaram alteracfes especificas no
metabolismo energético de cardiomidcitos, na capacidade oxidativa mitocondrial e
no acoplamento do consumo de oxigénio a produgcdo de ATP, com diminuicdo da
oxidacdo de acidos graxos, reduzindo a eficiéncia cardiaca e alterando a morfologia
ultraestrutural dos cardiomiocitos.

Na tentativa de elucidar este fenbmeno e considerando o aumento da
obesidade no mundo, o surgimento de doencas cardiovasculares e desordens

metabodlicas, nos propusemos a realizacdo de estudos mais detalhados para
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acompanhar as modificagcBes do metabolismo energético mitocondrial no coracao ao
longo do desenvolvimento, assim como as alteracdes nas vias metabdlicas

envolvidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da hiperalimentacdo durante a lactagédo sobre o metabolismo
energético e o0 desenvolvimento da disfuncdo mitocondrial cardiaca em

camundongos obesos filhotes e adultos jovens.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o metabolismo energético e mitocondrial cardiaco ao longo do
desenvolvimento em camundongos controle e hiperalimentado em diferentes

idades: aos 21, 60 e 90 dias de vida através da:

a) Andlise dos parametros bioguimicos plasmaticos;

b) Analise dos pardmetros biométricos;

c) Andlise da atividade mitocondrial das fibras cardiacas isoladas, através do
consumo de oxigénio por respirometria de alta resolucéo;

d) Andlise do conteudo de proteinas do metabolismo energético mitocondrial
cardiaco e da sinalizagao de insulina (IRB, IRS-1, pIRS1, PTP1B, PI3K, Akt, pAkt,
GLUT1, GLUT4, AMPKa, pAMPKa, HKII, CPT1, UCP2, FABPm, CD36, PGC1a,
4HNE e os complexos da cadeia de transporte de elétrons: I, II, 111, IV e V;

e) Andlise da atividade das enzimas que intervém no metabolismo energético:
Complexo multienzimatico Piruvato desidrogenase (PDH), Citrato sintase (CS),
Lactato desidrogenase (LDH);

f) Analise da expressao génica das proteinas envolvidas no metabolismo dos
carboidratos e lipideos (CPT1, UCP2, PPAR®);

g) Determinacéo do glicogénio hepético;

h) Analise histolégica do figado e do coracéao;

i) Ultra-estrutura mitocondrial dos cardiomidcitos.



52

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e modelo experimental

Utilizamos o método de Plagemann (PLAGEMANN et al.,1992) ja
implementado em nosso laboratorio, para a producdo de animais obesos. FEémeas
da raca Swiss com 3 meses de idade, fornecidas pelo Instituto Vital Brasil ao biotério
do Laboratério de Fisiologia da Nutricdo e do Desenvolvimento, foram mantidas sob
condicbes padrao de temperatura (21+1°C) e umidade controladas (60+10%). O
ambiente foi submetido a ciclos de 12 horas de claro e escuro (07:00h as 19:00h) e
ciclo de exaustdo de ar (15 min/hora) em caixas de polipropileno, recebendo dieta
padrdo Nuvilab® e agua ad libitum. Apés o acasalamento, as fémeas prenhas foram
separadas dos machos e colocadas em gaiolas individuais durante todo periodo de
gestacdo. Apds o nascimento, os filhotes machos foram distribuidos na proporcéo de
9 recém nascidos por fémea lactante e divididos em dois grupos:

Grupo controle (GC): ninhadas de lactantes que amamentaram 9 filhotes
machos com dieta normal (25% de proteina) até o 21° dia (final da lactacdo ou
desmame) (Figura 8); Grupo hiperalimentado (GH): ninhadas de lactantes que
amamentaram 9 filhotes machos com dieta normal (25% de proteina) até o 3° dia,
sendo reduzido somente a 3 filhotes por gaiola até o 21° dia (final da lactacédo ou
desmame) (Figura 8).

Para estudo dos animais filhotes, tanto o grupo controle, quanto o grupo
hiperalimentado, foram analisados no dia do desmane, aos 21 dias de vida.

Para estudo dos animais adultos jovens, ap6s o desmame, os filhotes foram
separados das lactantes e colocados em gaiolas com 3 filhotes machos por grupo,
receberam agua e racdo comercial padrdo Nuvilab® ad Libtum e foram mantidos sob
as condi¢des padrdo descritas anteriormente até a data da eutanasia (60 e 90 dias
de vida).

Para a realizacdo de todos os experimentos, foram utilizados um macho de
cada ninhada, totalizando 11 animais por grupo. Os animais foram tratados de
acordo com o0s principios éticos na experimentacdo animal, usados pelo colégio
Brasileiro de experimentacdo animal (COBEA) e o0s protocolos experimentais

aprovados pelo comité de ética do Instituto de Biologia Roberto Alcantra Gomes da
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Universidade Estadual do Rio de Janeiro (CEUA|053]|2011), estando de acordo com
a lei n° 11.794 sancionada em Novembro de 2008 (MARQUES, MORALES,

PETROIANU, 2009).

Figura 8 - Esquema do modelo experimental dos grupos controle e hiperalimentado
até aos 90 dias
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3.2 Analise do ganho de peso corporal dos animais durante o crescimento

Para verificar o efeito da hipernutricdo no inicio da vida sobre o ganho de
peso apdés o nascimento, foi avaliado o peso corporal (MC) das ninhadas do grupo
controle e grupo hiperalimentado. Os animais foram pesados aos 3, 10, 21, 30, 60, e
90 dias de vida em balanca analitica de precisdo (Marte A-1500).

Eutanasia

ApoOs 12 horas de jejum, a glicose plasmatica dos animais dos grupos controle
e hiperalimentado foi determinada através do sangue da veia caudal com o auxilio
de glicosimetro e fitas teste (Accu-Chek Active®). Os resultados foram expressos em
mg/dl.

Em seguida, os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
Avertin® (2,2,2-tribromoethanol, 2-metil-2-butanol) - 0,02 ml/g de massa corporal.

Com os animais sob efeito da anestesia, o térax foi aberto, o coracédo retirado
e rapidamente imerso em solugdo de relaxamento e preservagdo BIOPS (em mM:
CaK2EGTA 2.77, K2EGTA 7.23, MgCI2 6.56, ditiotreitol 0.5, K-MES 50, imidazol 20,
taurina 20, Na2ATP 5.77, fosfocreatina 15, pH 7.1 ajustado a 25°C) contida em uma
placa de petri, sobre gelo quimico. O ventriculo esquerdo e os demais tecido foram
retirados e pesado em balanca eletronica de precisdo (BIOPRECISA-FA-2104N®),
em seguida, foram divididos em diferentes partes para sua utilizacdo nas técnicas

descritas a seguir.

3.3 Anélise dos parametros bioquimicos plasmaéaticos

As amostras de sangue dos animais dos grupos controle e hiperalimentado
foram coletadas e, posteriormente, vertidas em tubo de ensaio contendo EDTA K3
(concentracao final de 1,735 mg/mL). Imediatamente, foram centrifugados a 3000
rpm durante 15 minutos a 4°C para a separagao do plasma. Em seguida, o plasma
foi aliquotado e mantido a -70°C, para posterior quantificacdo da insulina plasmatica

por método radioimunoensaio (RIA) (MP Biomedicals, Sdo Francisco, CA, USA). O
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indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) foi calculado usando a seguinte férmula:
[insulina de jejum (pUI/ml) x glicemia de jejum (mmol/L)] / 22,5 (MATTHEWS et al.,
1985). O plasma também foi utilizado para a determinacdo dos niveis de
triglicerideos (TG) e colesterol total, utilizando ensaios enzimaticos colorimétricos
(BIOCLIN, Brasil).

3.4 Anélise dos parametros biométricos

Peso do figado e da gordura visceral

O figado e as gorduras epididimal (GE) e retroperitonal (GR) dos animais dos
grupos controle e hiperalimentado, foram retirados e pesados em balanca eletronica
de precisdo (BIOPRECISA-FA-2104N®). Bi6psias do figado foram armazenadas
para analise do glicogénio hepatico e morfolégica. Corrigimos o peso do figado (g)
pela massa corporal (g) para avaliarmos possivel esteatose hepatica, visto que esta

razao tem sido associada ao comprometimento hepético (SERVIDDIO et al., 2011).

Comprimento Naso-anal e comprimento da tibia

Mensurou-se o comprimento naso-anal dos animais dos grupos controle e
hiperalimentado, com o auxilio de um paquimetro para andlise do indice de Lee (raiz
cubica da massa corporal (g)/comprimento naso-anal (cm) x 1000). A tibia esquerda
também foi dissecada e o seu comprimento (CT) foi aferido com auxilio de um

paquimetro.

Peso do ventriculo esquerdo e estimativa da hipertrofia cardiaca

Para investigar a presenca da hipertrofia cardiaca nos grupos controle e
hiperalimentado, o coracao foi retirado, o atrio foi removido, isolando o ventriculo
esquerdo (VE), que foi pesado em balanca eletronica de precisdo (BIOPRECISA-FA-
2104N) (PVE) e feita a razédo entre o PVE e 0 CT (YIN, 1982).
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3.5 Respiragéo mitocondrial

Obtencéao de fibras cardiacas permeabilizadas

Apébs imersdo do coracdo em solucdo de relaxamento e preservagéo (BIOPS
gelada) o ventriculo esquerdo foi isolado e fatias do muasculo (2-4 mm de
comprimento, 1-1.5 mm de diametro, 5-7 mg de peso umido, aproximadamente)
foram retiradas, seguindo a orientacdo da fibra para evitar danos mecanicos as
células. Usando pingcas microcirurgicas, as fibras musculares foram parcialmente
separadas umas das outras, deixando pequenas areas de contato. O grau de
separacao pode ser avaliado observando a mudanca de coloracédo de vermelho para
palido. Em seguida, as fibras foram transferidas para um recipiente com solugéo
BIOPS gelada contendo 50ug/ml de saponina e incubadas no gelo, com agitagéo
suave, por 30 minutos para a solubilizacdo do sarcolema. As fibras permeabilizadas
foram, entéo, lavadas por 10 minutos em meio de respiracdo mitocondrial MIR05
(em mM: EGTA 0.5, MgCl, 3.0, K-MES 60, taurina 20, K;HPO, 10, HEPES 20,
Sacarose 110 e BSA 1g/L, pH 7.1 ajustado a 25°C) no gelo.

Respirometria de alta resolucao

Ap0s a permeabilizacao, as fibras foram pesadas em balanca analitica e 2 a 3
mg de tecido foram adicionados & camara do oxigrafo OROBOROS® Oxygraph-2k
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) contendo 2ml de MIRO5 a 37°C. Todas
as analises foram realizadas em concentracdes de oxigénio superiores a 400 nmol
O..ml™. As taxas de consumo de oxigénio foram expressas como pmol de O,.s™*.mg
de peso Umidol. O estudo foi realizado com dois grupos de substratos
independentes em cada camara: (camara A, em mM) glutamato 10, malato 2 e
succinato 10 e ADP 5, para a analise da oxidag&o de carboidratos (com entrada de
elétrons pelos complexos | e Il da cadeia respiratoria) e (camara B, em mM)
palmitoil-carnitina 0.02 e malato 2, e ADP 5 para a analise da oxidacdo de acidos
graxos. Os parametros respiratorios foram definidos como: estado 3 - taxa
respiratdria maxima estimulada por ADP (5 mM), e estado 4 - taxa respiratéria na

auséncia de fosforilagdo de ADP, apds a adi¢ao de oligomicina (2 pg/ml), um inibidor
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da ATP-sintase. Para examinar a integridade mitocondrial através de todas as
preparacoes, a respiracéo foi mensurada em presencga de 10uM de citocromo c.

3.6 Analise das proteinas através de Western Blotting

Parte do ventriculo esquerdo retirado dos animais foi congelada
imediatamente em nitrogénio liquido para posterior analise através da técnica de
Western Blotting. O material foi picotado e, em seguida, homogeneizado em solugéo
de lise gelada contendo 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10
mM NaF, 2 mM NazgVO,, 1% NP-40, 0,1% SDS, e coquetel de inibidor de protease
(Complete EDTA-free em comprimido Roche Diagnostics, Califérnia, EUA), por
trituracdo manual com o homogenizador potter-Elvhejam® até tornar-se liquido. O
homogeneizado foi colocado em repouso no gelo por 30 minutos. Em seguida, foi
centrifugado a 13000 rpm por 15 minutos, a 4°C (Centrifugue R430R) e o
sobrenadante foi coletado e congelado a -70°C. A concentracdo de proteinas totais
foi determinada pelo método colorimétrico de deteccéo através do Kit Pierce® BCA
Protein Assay (Thermo Scientific USA, Rockford, IL). Em seguida, as amostras foram
fervidas com 20% de solugdo tampao de Laemmli contendo glicerol 10%, 2-B-
mercaptoetanol 5%, SDS 10% NaOH 10N e azul de bromofenol 0,0001%
(LAEMMLLI, 1970), durante 3 minutos a 100°C, para desnaturacdo das proteinas.

O conteudo do receptor de insulina na subunidade B (IRB), do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS1), substrato do receptor de insulina 1 fosforilada (pIRS1),
proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), do fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), da
proteina quinase B (Akt), da proteina quinase B fosforilada (pAkt), do transportador
de glicose tipo 1 (GLUTL1), do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4), da AMP-
proteina quinase (AMPKa), da AMP-proteina quinase fosforilada (pAMPKa), da
Hexocinase Il (HKIIl), da carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1), da proteina
desacopladora 2 (UCP2), Proteina de ligacdo de acidos graxos de membrana
(FABPm), CD36, coativador do receptor ativado do proliferador de peroxissoma alfa
(PGC-1a), coquetel para os complexos (I, II, Ill, IV e V) da cadeia de transportes de
elétrons (OXPHOS), 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE), a-tubulina, GP91 e do canal ibnico

dependente de voltage mitocondrial (VADC), foram detectados por Imunoblotting.
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As proteinas totais (15ug de proteina) foram aplicadas no gel de
poliacrilamida de 10% e 12% (acrilamida 30%, bis-acrilamida 1,6%, APS 10%,
TEMED, SDS 0,4 %, Tris 1,5 M), respetivamente com um padrao de peso molecular
para proteinas de 12/250 KDA (GE-Healthcare Life Sciences®) e submetidas a
eletroforese SDS-PAGE em cuba de eletroforese (Hoefer MiGOty Small®). Apés a
separacdo das proteinas de acordo com seu peso molecular, estas foram
transferidas para uma membrana PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia
Biotech®), utilizando o sistema semi-dry (Bio-RAD®, EUA). Posteriormente, as
membranas foram incubadas em solucao de bloqueio Tween-TBS (NaCl 0,5M, Tris-
HCI 20mM, pH 7,5, Tween-20 0,05%) contendo 5% de leite desnatado.

Para analisarmos o conteudo de proteinas envolvidas no metabolismo
energético, as membranas foram incubadas (overnight) com anticorpos primarios
especificos para deteccdo de proteinas chave do metabolismo mitocondrial e
citoplaméatico: anti-IRB (Sc 711, 1:1000), anti-PI3K (Sc 423, 1:1000), anti-Akt 1/2 (Sc-
8312, 1:1000), anti-pAkt 1/2/3 (Sc-7985-R, 1:1000), anti-GLUT1 (Sc-7903, 1:1000),
anti-GLUT4 (Sc-7938, 1:1000), anti-HKII (C-64-G5, 1:1000), anti-CPT1 (Sc-98834,
1:1000), anti-FABPm (Sc-15974-R, 1:1000), anti-CD36 (Sc-9154, 1:1000), anti-GP91
(Sc-20782, 1:1000) e anti-VDAC (Sc-98708, 1:1000) obtidos em coelho e anti-UCP2
(Sc-6525, 1:1000), anti-IRS-1 (Sc-559, 1:1000) e anti-pIRS1(Sc,17200-T 1:1000 ),
anti-PTP1B (Sc1718, 1:1000) e anti-PGC-1a (Sc 5815, 1:1000) , obtido em cabra
(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-AMPK (#2532S, 1:1000), anti-pAMPKa
(#4188X, 1:1000) obtidos em coelho, (Cell Signaling Technology), anti-a Tubulina (C-
5286, 1:1000) e anti-OXPHOS (ab110413, 1:1000), anti-4HNE (ab46545, 1:1000)
obtido em camundongo (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) na diluicdo 1:1000 e
1:2000 respectivamente. Posteriormente, para a imunomarcag¢do, as membranas
PVDF foram incubadas com anticorpos secundarios especificos biotinilado
apropriado anti-coelho, anti-cabra ou anti-camundongo (Zymed) (SC-2040, SC-
2042, SC-2039 - 1:1000, 1:2000 e 1:3000, Santa Cruz Biotechnology). A seguir as
membranas foram incubadas por 1h com estreptavidina peroxidase conjugada com
a mesma diluicdo do secundario (Invitrogen Life Technologies®). Entre a incubacao
dos anticorpos primarios, secundarios e a streptavidina, realizou-se 3 lavagens/5
minutos cada com Tween-TBS. A imunorreatividade foi visualizada por

guimioluminescéncia aumentada (ECL-Plus, GE Healthcare-Life Sciences), e
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subsequentemente quantificados por densitometria utilizando o software Image J®
(NIH, Bethesda, MD, EUA).

3.7 Fracionamento de membrana para a avalia¢cao da translocacao do GLUT4

Para determinar a translocacéo do GLUT4, o ventriculo esquerdo do coragao
dos animais estudados foi lisado e fracionado em fracdo citosolica e de membrana
plasmatica, utilizando uma metodologia adaptada (BILAN et al. 1992; HUNDAL et
al. 1992; NEVES et al. 2014). Foi utilizado para a lise dos tecidos o tampao HES
contendo 10 mmol/L HEPES, 5 mmol/L EDTA, 250 mmol/L sacarose e coquetel de
inibidores de protease (Complete EDTA-Free em comprimidos Roche Diagnostics,
Pleasanton, CA, USA). O homogenato foi sonicado e colocado em repouso no gelo
por 30 minutos. Apos este periodo, 0 homogenato foi centrifugado a 750xg/3 min a
4°C. O sobrenadante (SN1) foi coletado e deixado sob gelo. O pellet (P1) foi
ressuspendido em 1 ml do tampdo HES e re-homogeinizado e centrifugado por
750x%g/3 min a 4°C. O pellet (P2) obtido foi descartado e o sobrenadante (SN2) foi
adicionado ao SN1, formando a fracdo citosolica. Uma parte da fracdo citosélica foi
ultracentrifugada a 31000xg /60 min a 4°C. O pellet obtido foi resuspendido em 400
Ml do tampao HES e sonicado para homogeneizagcdo da fragdo de membrana
plasmatica. A concentracdo de proteinas nas fracGes foi determinada pelo método
BCA (Protein Assay Kit, Bicinchoninic Acid; Thermo scientific, Rockford, IL, USA). O
contetdo de GLUT4 das fracBes citosOlica e de membrana foi determinado por
Western blotting usando anticorpos adequados (transportador de glicose depente de
insulina SLC2A4 - GLUT4 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA;
anti-actin 1:1000, Sigma-Aldrich).

3.8 Ensaio da atividade de enzimas chaves do metabolismo

As atividades enzimaticas maximas da piruvato desidrogenase (PDH), lactato
desidrogenase (LDH) e citrato sintase (CS), foi determinada em homogeneizados de
tecido ventricular esquerdo. Curvas da cinética da atividade enzimatica foram

calculadas como percentagem da resposta maxima de controle.
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3.8.1 Piruvato desidrogenase (EC 1.2.4.1)

A atividade da PDH foi mensurada em metodologia previamente descrita por
Hinmam e Blass (HINMAN, BLASS, 1981). Resumidamente, o ventriculo esquerdo
foi homogeneizado em tampéao de fosfato contendo em (mM): 50 fosfato de potassio,
2-Betamercaptoetanol, 1 EDTA, e 0,1% v/v Tritbn X-100, pH 7,8. Em seguida o
homogeneizado foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm a 4°C. O sobrenadante
foi, entdo, retirado e congelado em freezer -70°C para posterior dosagem. A
atividade da PDH foi baseada na reducio de NAD™ pela oxidagdo do corante violeta
de P-lodonitrotetrazolium (INT). A quantidade da oxidacdo NAD" era proporcional &
atividade da PDH quando medido a 500 nm. A composi¢do da mistura de reacao foi
em (mM): 0,6 INT, 2.,5 NAD*, 0.,2 Tiamina Pirofosfato, 0,1 coenzima A, 0,3
ditiotreitol, 1 MgCl,, e 0,0065 PMS, 1 mg/ml de BSA e 40 pg de proteina. A
absorbancia foi monitorada apés a adicdo de 5 mM de piruvato durante 25 min a
25°C a 500 nm, em espectrofotdmetro (Victor3 1420, Multilabel Counter, PerkElmer).

3.8.2 Citrato sintase (E.C. 2.3.3.1)

A enzima citrato sintase é utilizada como um marcador da capacidade aerébica
do tecido avaliado. A atividade foi determinada utilizando a metodologia descrita por
(ALP, NEWSHOLME, ZAMMIT, 1976). O tecido do ventriculo esquerdo foi
homogeneizado em tampéao de extracdo 1:09 (w/v), contendo em (mM): 50 Tris/HCI;
1 EDTA e inibidor de protease a pH 7,4. Em seguida o homogeneizado foi
centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi, entao, retirado e
congelado em freezer -70°C para posterior dosagem. A cinética da reacao foi
iniciada por adicdo de oxalacetato baseado na quantificacdo do complexo formado
entre a Acetil-CoA e oxaloacetato (OAA) liberada com o DTNB no meio. O tampéo
de ensaio utilizado contém em (mM): 100 tris/HCI, 1 EDTA, 0,2 DTNB, 0,5
oxalacetato; 30 Acetil-CoA e 0,1% (V/V) triton x 100. Em seguida, foi adicionado 15
Hg de proteina num volume final de 221 ul (0,2 ml) e pH 8,1. A atividade da CS foi
normalizada pelo teor de proteina total e foi relatado como nanomoles por minuto

por miligrama de proteina. A elevacdo da absorbancia a 412nm foi monitorizada por
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um intervalo de 7 min a 25°C, em espectrofotometro (Victor3 1420, Multilabel
Counter, PerkElmer).

3.8.3 Lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27)

Atividade da LDH foi determinada utilizando a metodologia descrita por
(BEUTLER, 1984). Tecidos do ventriculo esquerdo foram homogeneizados em
tampédo Tris-HCI contendo, 1000 mM de Tris-HCI, 5 mM EDTA a pH 8,0. Em
seguida, o homogeneizado foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi, entdo, retirado e congelado em freezer -70°C para posterior
dosagem. O ensaio foi baseado na monitorizacdo da oxidacdo do NADH na
presenca de piruvato. Por outro lado, a oxidacdo de NADH, foi proporcional a
atividade da LDH, quando medido a 340 nm. A solucao de trabalho usada contém:
75 mM Tris-HCI, 1000mm de EDTA, 2 mM de NADH e 30 ug de proteina. O piruvato
(10 mM) foi adicionado apdés um periodo de incubacéo de 10 min a 37°C e a reacéo
foi monitorada durante 5 min a 340nm em espectrofotometro (Victor3 1420,
Multilabel Counter, PerkElmer).

3.9 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

Extragcdo do RNA total

Para analise da expressao génica das enzimas CPT1, UCP2 e PPARAa,
fragmentos de tecido cardiaco foram homogeneizados com 1ml de TrizolTM (Life
Technologies), conforme protocolo do fabricante. O homogenato foi transferido para
um microtubo e deixado a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida,
adicionou-se 200 pl de cloroférmio, misturando-se vigorosamente por cerca de 15
segundos e, novamente, deixou-se em repouso a temperatura ambiente por 3
minutos.

O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm, a 4°C, por 15 minutos, para

separacao de fases (Figura 9).
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Figura 9 - Separacao de fases
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Fonte: A autora, 2015.

A fase aquosa sobrenadante foi cuidadosamente transferida para outro
microtubo. Em seguida, foram acrescentados e misturados 500 pl de isopropanol,
deixando-se em repouso por 10 minutos, a temperatura ambiente. Nova precipitacao
foi, entdo, realizada a 12.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado e o pellet resultante foi ressuspendido em 1 ml de
etanol a 75%. Apos 5 minutos de centrifugacdo a 9.500 rpm, a 4°C, descartou-se 0
sobrenadante e o pellet foi seco a temperatura ambiente no interior do fluxo laminar.
Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 50 ul de agua dietilpirocarbonato
(DEPC) e incubado a 60°C, por 10 minutos, para melhor dissolu¢do do RNA.

A concentracao do RNA total foi determinada pela leitura da densidade 6ptica,
no espectrofotdmetro NanoVue (Ge healthcare Life Sciences). Aliquotas do RNA
total foram diluidas 50 vezes em agua DEPC estéril. As leituras foram realizadas nos
comprimentos de ondas de 260 nm para acido nucléico e 280 nm para
contaminantes proteicos. A relagdo entre essas leituras demonstrou uma razéo
maior que 1,8, garantindo a qualidade do RNA obtido, segundo as exigéncias
vigentes para a biologia molecular.

O RNA total extraido (2,0 ug) foi reversamente transcrito em cDNA a 42°C, na
presenca da enzima transcriptase reversa e de Random primers. As reacdes de
PCR em tempo real foram realizadas utilizando Tag-Man Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) com volume de reacdo de 25 pl. Todas as reacdes foram
realizadas em triplicatas com controle negativo. As reacdes de PCR foram realizadas
utilizando o sistema de deteccdo ABI Prism 7500 (Applied Biosystems) nas
seguintes condi¢des de amplificacédo: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 s

a 95°C e 1 min a 60°C. A quantificagéo relativa de cDNA foi obtida pelo software do
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sistema 7500, que utiliza o método comparativo (AACT). Primers e sondas
especificas para TagMan CPT1, UCP2, PPARa e actina foram obtidos a partir do
catalogo de expressao génica ABI TagMan (Foster City, CA, EUA).

3.10 Quantificacdo de glicogénio do figado

A glicose produzida pela hidrolise do glicogénio hepatico foi avaliada pelo
método colorimétrico utilizando kit comercial (Glucox 500, Doles, Goiania, GO,
Brazil) em método previamente descrito por Carroll e colaboradores (CARROLL et
al., 1956). As amostras do figado foram pesadas e homogeneizadas com 1 ml de
TCA (5 %) e centrifugadas a 3000 rpm, 4°C, por 15 min. O sobrenadante (com
glicogénio em suspenséao) foi decantado para um tubo de ensaio em separado e 0
pellet foi ressuspendido novamente em 1ml de TCA (segunda extracdo) e
homogeneizado novamente por 1 min. Mais duas extracdes foram feitas da mesma
maneira, para extracdo de maior percentagem (aprox. 97%) do glicogénio presente.
Juntaram-se todos os sobrenadantes de cada amostra para analise da concentracao
de glicogénio. ApGs a centrifugacao, foram adicionados 8 ml de etanol absoluto
(Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR) em 5 ml do sobrenadante. Apds 12 h de
incubacdo a -20°C, a mistura foi centrifugada a 3000 rpm, 4°C, por 15 min e o
sobrenadante foi descartado. O glicogénio foi hidrolisado pela incubacdo do pellet
dissolvido em 2 ml de agua destilada e HCI 1M (Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR), a
60°C por 5 min. Adicionou-se 50 pl de NaOH 1 M (Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR)
para neutralizar a mistura. A glicose foi quantificada em 200 pyl do sobrenadante a

510 nm em espectrofotbmetro Biochrom Assys UVM 340 Scanning Microplate.

3.11 Anélise da morfologia do figado e do coracéo

O figado e o coracgao foram fixados em formol 10% e submetidos ao processo
de desidratacdo, através de baterias crescentes de alcool e diafanizado com xilol.
Em seguida, foram banhados e incluidos em parafina liquida. Os blocos formados
foram seccionados em cortes seriados de 5 uym, coletados em laminas e
posteriormente corados com Hematoxilina-Eosina (H & E). As seccdes histologicas
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coradas foram observadas ao microscopio de luz Olympus BX-51 e as imagens
foram capturadas utilizando um sistema de video-microscopia para avaliacdo de
esteatose hepatica, mensurada através de goticulas de gordura presentes nos

hepatdcitos.

3.12 Microscopia eletronica de transmissao dos cardiomiocitos

A morfologia dos cardiomiocitos foi analisada ultra-estruturalmente por
microscopia eletrénica de transmissao de rotina. Fragmentos do ventriculo esquerdo
coletados foram fixados em solucdo de Karnovsky (Glutaraldeido 2,5%,
Paraformaldeido 4%, 5mM de CaCl, em Tampao Cacodilato 0,1M pH 7.2), overnight,
em temperatura ambiente e pos-fixados com Tetréxido de Osmio (OsOg4) 1% por 1h.
Em seguida, as amostras foram lavadas em tamp&o cacodilato 0,1M, desidratadas
em série crescente de acetona e incluidas em resina Epon. Os cortes ultrafinos
foram obtidos, coletados em grades de cobre e contrastados com acetato de uranila
e citrato de chumbo. Os cortes foram analisados e observados ao microscépio
eletrénico de transmissdo Zeiss EM 906 UERJ ou no microscépio eletrénico de
transmissao Jeol JEM 1011 da FIOCRUZ. As imagens digitais foram adquiridas

aleatériamente por grade, em triplicata.

3.13 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo de 6 a 11
animais por grupo. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado e confirmou a
normalidade e homogeneidade de varidncia dos dados. Foi utilizado para analise
estatistica do peso corporal o Two-way ANOVA de medidas repetidas (RM) seguido
do poés-teste de Bonferroni. O efeito da hiperalimentacdo e a idade nas variaveis
estudadas foi analizada por Two-way ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni
com multiplas comparagbes. A andlise estatistica foi realizada com o software
GraphPad Prism v.6.05 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e o

nivel de significancia foi estabelecido como P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da hiperalimentacdo durante a lactacdo sobre o ganho de peso

corporal de camundongos dos grupos controle e hiperalimentado

Com relacdo ao ganho de peso corporal, observamos que os animais do
grupo hiperalimentado (GH) apresentaram sobrepeso em relacdo aos animais do
grupo controle (GC), que pode ser obesrvado a partir do 10° dia de vida (P<0,001)
persistindo até a idade adulta (90 dias ) (P<0,0001). Esta diferenca representou um
aumento de 61% (10 dias), 47% (21 dias), 41% (30 dias), 29% (60 dias) e 25% (90
dias) no GH em relagéo ao GC (Figura 10). Este aumento progressivo é corroborado
pela interacéo entre o fator hiperalimentacao e idade, uma vez que a massa corporal
aumenta de acordo com a idade e a manipulacdo na lactacdo (Two-way ANOVA,
P<0,001).

Figura 10 - Curva de ganho de peso corporal dos camundongos dos grupos controle
e hiperalimentado ao longo do estudo
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Legenda: Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA de medidas repetidas (RM) seguidas de pés-teste de
Bonferroni. ***P<0,001. n=11/grupo.
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4.2 Efeito da hiperalimentacdo durante a lactacdo sobre os parametros
bioquimicos de camundongos dos grupos controle e hiperalimentado aos
21,60 e 90 dias de vida

Foram avaliados a glicemia de jejum, os niveis plasmaticos de insulina,
colesterol total e triglicerideos dos camundongos GC e GH. Em nossos resultados,
identificamos que os camundongos GH, aos 21 e 90 dias, mostraram um aumento
significativo da glicemia (+31%, P<0,01; +19%, P<0,05, respectivamente), insulina
(+53%; +41%, P<0,001, respectivamente) e HOMA-IR (+94%, P<0,01; +56%
P<0,001, respectivamente). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticas nos animais GH de 60 dias, comparados aos seus respectivos controles.
Em relacdo a estes resultados, foi observado que o efeito hiperalimentacdo teve
maior influéncia, visto que ndo houve aumento nestes parametros com a evolugéao
da idade (Two-Way ANOVA, P<0,0001). Adicionalmente, observamos um aumento
significativo do colesterol total nos animais GH de 21, 60 e 90 dias (+183%, P<0,05;
+101%, P<0,01; +209%, P<0,001 respectivamente) quando comparado aos animais
GC. Complementando este resultado, o Two-way ANOVA evidenciou influéncia dos
fatores hiperalimentacéo e idade de forma isolada para o0 aumento dos niveis de
colesterol total no grupo GH (P<0,001) e uma interacdo entre os dois fatores uma
vez que os niveis de colesterol total no GH aumentam com a evolucdo da idade
(P<0,05).

Em relacdo aos niveis de triglicerideos, foi observada diferenca significativa
nos animais GH aos 21 e 90 dias (+29%, P<0,01; +25%, P<0,05). Entretanto, ndo
houve diferenca nos animais de 60 dias quando comparado ao GC. Verificou-se que
a hiperalimentacao influenciou independentemente nestes resultados (Two-Way
ANOVA, P<0,01) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Parametros bioquimicos dos grupos controle e hiperalimentado em diferentes idades

21d 60d 90d
GC GH GC GH GC GH
n=11 n=11 n=11 n=11 n=11 n=11

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Glicemia (mg/dl) 74,00+ 2,82 97,14 +15,10* 90,83 + 13,71 90,63 + 8,89 97,42 +7,93 116,25+ 9,72°
Insulina (mUl/ml) 9,46 + 1,59 14.44 + 2,392 9,47 £ 1,59 10,76+ 2,29° 12,66 + 1,752 16,50 + 1,16%%°
indice HOMA-IR 15,47 + 5,87 29,96 + 3,88 26,28 + 7,14* 27,90 £ 5,35 28,80+ 1,95%¥ 44,85+ 6,18%*°
Colesterol total (mmol/l) 0,75+ 0,22 2,11 +0,83°% 1,67 + 0,44 3,37 +1,20° 1,45 + 0,37 4,48 +1,23%*
Triglicerideos (mmol/l) 0,80+ 0,10 1,03 +0,13% 0,93+ 0,04 1,07 £ 0,10 0,86 + 0,06 1,08 +0,17°

Legenda:Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de
pos-teste de Bonferroni com multiplas comparagfes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para P<0,05,
comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [#] GC 60 vs GC 21 dias, [y] GC 90 vs GC 21
dias, [Q] GC 90 vs GC 60 dias, [0] GH 60 vs GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias, [6] GH 90 vs GH 60 dias.
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4.3 Efeito da hiperalimentacdo durante a lactacdo sobre os parametros biométricos
e morfométricos de camundongos dos grupos controle e hiperalimentado aos
21,60 e 90 dias de vida

De acordo com o0s nossos resultados, observamos que houve aumento
significativo no indice de Lee nos animais GH nas idades de 60 e 90 dias (+3%;
+2%, P<0,05, respectivamente) quando comparados aos seus controles, entretanto,
sem alteracédo no grupo GH aos 21 dias. Além disso, os animais GH com 21, 60 e 90
dias demonstraram elevacdo da massa corporal (+80%; +16%, +22%, P<0,001,
respectivamente) em comparacao aos grupos GC das mesmas idades. O teste Two-
way ANOVA evidenciou influéncia dos fatores hiperalimentacdo e idade de forma
isolada para o aumento destes resultados (P<0,0001). Além disso, este resultado é
corroborado pela interacéo entre os fatores hiperalimentacéo e a idade, uma vez que
a massa corporal aumenta com a idade e com a manipulagdo na lactagdo (Two-Way
ANOVA, P<0,05).

Quanto aos depésitos de gordura e massa hepdtica, verificou-se aumento
destes paramentos com a evolucao da idade das proles. Com isso, os animais GH
nas idades de 21, 60 e 90 dias apresentaram incremento na massa da gordura
epididimal (+800%, P<0,05; +36%, P<0,001; +59%, P<0,001, respectivamente), na
gordura retroperitoneal (+343%, P<0,01; +43%, P<0,001; +62%, P<0,001,
respectivamente), no PVE (+72%, P<0,001; 12%, P<0,05; +20%, P<0,001,
respectivamente) e na massa do figado (+97,4%, P<0,001; +15,9%, P<0,01;
+24,9%, P<0,001, respectivamente) quando comparados aos seus homodlogos. A
interacdo dos fatores hiperalimentacao e idade contribuiu para tais achados, pois 0s
animais GH apresentaram incremento dos parametros analisados com a evolucao
temporal (Two-Way ANOVA, P<0,05).

Observamos também um aumento significativo na razao PVE/CT nos animais
GH de 21, 60 e 90 dias (+52,8%, P<0,001; +12%, P<0,01; +14%, P<0,01,
respectivamente) em relacdo aos seus respectivos controles. Adicionalmente, houve
diferenca estatistica por efeito da hiperalimentacdo e da idade (Two-Way ANOVA,
P<0,0001) e uma interagao entre os fatores hiperalimentacdo e idade uma vez que a
razao PVE/CT nestes animais mostrou aumento com a evolugéo temporal (Two-Way
ANOVA, P<0,05).
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Para a razdo do peso do figado/massa corporal, verificamos um aumento
significativo nos animais GH de 21, 60 e 90 dias (+18%, P<0,001; +15%, P<0,05;
+23%, P<0,01, respectivamente). O teste Two-way ANOVA evidenciou que o0s
fatores hiperalimentacdo e idade influenciaram de forma isolada para o aumento
destes resultados (P<0,0001).

Quanto a avaliagdo do conteudo de glicogénio hepético, observamos
influéncia dos fatores hiperalimentacdo e idade em tal variavel. Sendo assim, 0s
animais GH aos 21 e 90 dias apresentaram maior contetido de glicogénio hepatico
(+139%, P<0,001; +107%, P<0,01, respectivamente) em comparagcdo com 0S Sseus
respectivos controles, todavia, aos 60 dias ndo houve alteracdo nessa variavel
(Tabela 2). Para este resultado, o fator hiperalimentacdo influenciou mais
negativamentre do que a idade, uma vez que ndo houve incremento no contetdo de

glicogénio hepatico com a evolucéo da idade (Two-way ANOVA, P<0,0001).



Tabela 2 - Parametros biométricos e morfométricos dos grupos controle e hiperalimentado em diferentes idades

21d 60d 90d
GC GH GC GH GC GH
n=11 n=11 n=11 n=11 n=11 n=11
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Massa corporal (g) 11,40+ 0,44 20,50 +1,132 37,68+2,71" 43,63 +1,47° 44,14+ 1,01%® 53,77 + 2,35%*®
Gordura epididimal (g) 0,02+0,009 0,21+0,08  0,62+0,11* 0,86+0,010°° 0,78+0,09* 1,29 + 0,20%*3
Gordura retroperitoneal (g) 0,006 + 0,005 0,038 +0,015° 0,28+ 0,03 0,38+0,08°° 0,42 +0,09%? 0,76 +0,07*°
indice Lee 330,12 +5,75 331,61+8,37 328,50+8,00 33655+4,58" 336,70+4,24 343,24 +563%
Comprimento naso-anal (cm) 6,81 + 0,25 8,31 +0,15% 10,27 + 0,22 10,47 +0,13° 10,50 + 0,16% 11,07 + 0,12%*°
Peso do VE (VE) (g) 0,05+0,004 0,09+0,007° 0,14 +0,004* 0,15+0,011°° 0,14 +0,005% 0,17 +0,014%*?
Razéo VE/CT (g/cm) 0,036 £ 0,005 0,05+ 0,003* 0,067 + 0,002°# 0,076 + 0,006° 0,071+ 0,002* 0,081 + 0,007%*
Peso do figado (g) 0,47 + 0,03 0,92+0,06*  1,57+0,08" 1,82+0,015°° 1,45+0,196% 1,82+0,123%"
Razéao peso do figado(g)/Massa corporal (g) 0,039 + 0,002 0,046 + 0,003* 0,039+ 0,001 0,045 + 0,003° 0,029 + 0,003*2 0,036 + 0,003%*°
Glicogénio hepatico (g/g de tecido) 0,50 +£ 0,10 1,21 + 0,267 0,60 + 0,26 0,33+0,15° 0,45 + 0,18 1,24 +0,19%°

Legenda:VE: Ventriculo esquerdo; CT: Comprimento da tibia. Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram testadas com
Two-way ANOVA seguidas de pés-teste de Bonferroni com multiplas comparacfes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para
P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [#] GC 60 s GC 21 dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [Q] GC 90

vs GC 60 dias, [0o] GH 60 vs GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias, [8] GH 90 vs GH 60 dias.
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4.4 Respiracdo mitocondrial e consumo de oxigénio nas fibras cardiacas de
camundongos dos grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de

vida

Nossos resultados mostram um aumento na taxa respiratdéria maxima
estimulada por ADP (estado 3) nos animais GH aos 21 dias de vida (+33%, P<0,01)
qguando glutamato, malato e succinato foram utilizados como substrato, indicando
aumento na oxidacao de carboidratos como susbtrato preferencial nesta idade em
relacdo ao seu controle. Enquanto aos 60 dias ndo observamos diferenca estatistica
comparado ao respectivo grupo GC. Porém, observamos uma diminuicdo na taxa
respiratdria maxima estimulada por ADP (estado 3) nos animais GH aos 90 dias (-
15%, P<0,05), mostrando uma diminuicdo na oxidacdo de carboidratos, quando
comparado ao seu grupo controle (Figura 11A). Tais achados sé&o corroborados pela
interacdo entre os fatores hiperalimentacdo e idade, visto que houve um aumento
da oxidacdo de carboidratos com a hiperalimentacdo na lactacdo, tende a
desaparecer com a evolucao da idade (Two-way ANOVA, P<0,0001).

Avaliamos o desacoplamento mitocondrial através da razdo do controle
respiratério (RCR) para a oxidacdo dos complexos Il e lll. Aos 21 dias observamos
um aumento do RCR no GH em relacdo ao seu controle (+46%, P<0,05),
evidenciando o acoplamento mitocondrial nesta idade, porém, aos 90 dias
observamos uma reducdo do RCR no GH quando comparado a seu homdlogo (-
27%, P<0,01), mostrando desacoplamento mitocondrial, (Figura 11B). Entretanto,
aos 60 dias ndo observamos diferenca estatisticas quando comparado ao GC. A
idade influenciou significativamente neste resultado (Two-way ANOVA, P<0,05),
havendo também interacdo entre a hiperalimentacéo e a idade, que colaborou para
a diminuicdo do RCR desses animais (Two-way ANOVA, P<0,0001).

Quando adicionamos como substrato o acido graxo palmitoil-L-carnitina, a
taxa respiratoria maxima (estado 3) do grupo hiperalimentado aos 21 dias nédo foi
alterada, enquanto que aos 60 e 90 dias, observamos diminui¢cdo na oxidag¢ao dos
acidos graxos (-32%; -28%, P<0,01 respectivamente) comparado aos seus
respectivo controle (Figura 12A). Uma interacdo entre a hiperalimentacéo e a idade
foi observada nestes resultados, onde os animais GH apresentaram diminui¢cao da

oxidacao dos acidos graxos (Two-way ANOVA, P<0,05).
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O RCR para oxidagdo de &cidos graxos do grupo GH aos 21 dias néo
mostrou-se diferente do seu respectivo controle, porém, observamos diminuicdo aos
60 e 90 dias (-26%, P<0,05; -23%, P<0,01, respectivamente), quando comparado
aos seus respectivos GC (Figura 12B). Este resultado, é ratificado pelo teste Two-
way ANOVA, que mostrou que a hieralimentagcdo e a idade influenciaram
independentemente na reducéo desta variavel (Two-Way ANOVA, P<0,001).

Também avaliamos a integridade da membrana mitocondrial utilizando
citocromo ¢ e observamos que ndo houve aumento do fluxo respiratorio entre os
grupos em nenhuma das idades, indicando auséncia de danos na membrana

mitocondrial.
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Figura 11 - Respirometria de alta resolucdo de fibras cardiacas permeabilizadas
obtidas de cardiomidcitos de camundongos dos GC e GH, submetidas
aos substratos relacionados aos protocolos de carboidratos
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Legenda: (A) Estado 3 — Respiracdo maxima. (B) Razao do controle respiratério (RCR), calculado
como a razdo Estado 3/Estado 4. Os valores foram representados como média + desvio
padrdo (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pos-teste
de Bonferroni com mudltiplas comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca
significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [c] GC vs GH 90 dias,
[#] GC 60 vs GC 21 dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [Q] GC 90 vs GC 60 dias, [0] GH 60 vs
GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias. n=10/grupo.
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Figura 12 - Respirometria de alta resolugdo de fibras cardiacas permeabilizadas
obtidas de cardiomidcitos de camundongos dos GC e GH, submetidas aos

substratos relacionados aos protocolos de Acidos graxos
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Legenda: (A) Estado 3 — Respiragdo méxima. (B) Raz&do do controle respiratério (RCR), calculado
como a razdo Estado 3/Estado 4. Os valores foram representados como média + desvio
padrao (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pés-teste de
Bonferroni com multiplas comparagfes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca
significativa para P<0,05, comparando com: [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [#]
GC 60 vs GC 21 dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [0] GH 60 vs GH 21 dias. n=10/grupo.
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4.5 Efeito da hiperalimentagcao na cascata de sinalizagao de insulina

4.5.1 Andlise do contetido de IRB nos cardiomiécitos de camundongos dos grupos

controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

O conteudo total do receptor de insulina (IRB) no coragdo dos camundongos
do GH foi menor aos 21 e 60 dias (-30%; -22%, P<0,05, respectivamente),
comparados aos respectivos do grupo GC. Entretanto, aos 90 dias o contetudo de
IRB foi maior (+22%, P<0,05), quando comparado ao seu homologo (Figura 13). Tais
achados foram suportados por uma interacdo entre os fatores hiperalimentacdo e a
idade, sendo modificado com a evolucédo da idade (Two-Way ANOVA, P<0,0001).

Figura 13. Conteudo total do receptor de insulina IRB de cardiomiécitos de
camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle endégeno
a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As
diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pés-teste de Bonferroni com
multiplas comparacgdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para
P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90
dias, [o] GH 60 vs GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias, [8] GH 90 vs GH 60 dias.
n=7/grupo.
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45.2 Andlise do contetdo de IRS-1 da pIRS-1/IRS-1 dos cardiomiécitos de
camundongos dos grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de

vida

Em nossos resultados, observamos aumento do conteddo de IRS-1 no GH
aos 21 e 90 dias (+50%, P<0,001; +40%, P<0,01) (Figura 14A). Entretanto, n&o
foram observadas diferenca estatisticas no GH aos 60 dias quando comparado ao
GC. Para este resultado, o fator hiperalimentacdo e a idade influenciaram
independentemente (Two-way ANOVA, P<0,05), havendo também interacdo entre a
hiperalimentacéo e a idade (Two-way ANOVA, P<0,05).

Entretanto, aos 21 e 90 dias os animais do GH apresentaram diminuicdo na
razdo pIRS-1/IRS-1 (-35%,; -42%, P<0,05 respectivamente) em relacdo aos seus
contrapares. Aos 60 dias a razdo pIRS-1/IRS-1 foi semelhante entre os grupos
estudado (Figura 14B). A  hiperalimentacdo e a idade influenciaram
independentemente na diminuicdo deste resultado (Two-way ANOVA, P<0,0001),
houve interacdo entre os dois fatores estudados (Two-way ANOVA, P<0,05).
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Figura 14 - Conteudo total da proteina IRS-1 e da razdo pIRS-1/IRS-1 de
cardiomiécitos de camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de
vida
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Legenda:O grafico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle endégeno
a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As
diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pds-teste de Bonferroni com
multiplas comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferencga significativa para
P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [0] GH 60 vs GH
21 dias, [0] GH 90 vs GH 60 dias n=7/grupo.

45.3 Andlise do conteudo de PTP1B dos cardiomi6citos de camundongos dos

grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Os animais GH apresentaram aumento de PTP1B no coracdo aos 21 e 90
dias (+24%, P<0,05, +32%, P<0,001), quando comparado aos seus respectivos
controles. Entretanto, ndo observamos diferenca estatisticas do contetdo de PTP1B
nos cardiomiocitos de camundongos GH aos 60 dias de vida. Tais achados
referentes ao aumento de PTP1B foram justificados pelo teste Two Way ANOVA,
onde a hiperalimentacédo influenciou neste resultado (Two-way ANOVA, P<0,0001)
(Figura 15).
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Figura 15 - Conteudo total dos proteina PTP1B de cardiomiocitos de camundongos
dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O gréafico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle endégeno
a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As
diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de po6s-teste de Bonferroni com
multiplas comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para
P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [6] GH 90 vs GH

60 dias. n=7/grupo.

4.5.4 Andlise do contelido de PI3K nos cardiomiécitos de camundongos dos grupos

controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Os cardiomidcitos dos camundongos do GH aos 21 e 90 dias apresentaram
diminuicdo do contetdo da PI3K (-32%, P<0,05; -39%, P<0,001) em relacdo aos
seus correspondentes do grupo GC, resultando no prejuizo na via de sinalizacéo da
insulina no coracdo dos camundongos GH. Entretanto, ndo observamos diferenca
significativa nos animais GH aos 60 dias quando comparado aos seus controles
(Figura 16). O teste Two-way ANOVA mostrou que a interacdo entre os fatores
hiperalimentagcdo e a idade colaboraram especialmente para a diminuicdo da PI3K
(P<0,0001).
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Figura 16 - Conteudo total da proteina PI3K de cardiomiécitos de camundongos dos
GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle endégeno
a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padrdao (DP). As
diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pds-teste de Bonferroni com
multiplas comparag@es. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para
P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [y] GC 90 vs GC
21 dias, [Q] GC 90 vs GC 60 dias, [0] GH 60 vs GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias, [0]
GH 90 vs GH 60 dias. n=7/grupo.

455 Andlise do conteido de Akt e da razdo pAkt/Akt nos cardiomidcitos de

camundongos dos grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de

vida

Aos 21 dias observamos aumento do conteudo da proteina Akt (+20%,
P<0,05) no coracdo dos camundongos do GH em comparacdo ao seu controle.
Entretanto, ndo houve diferenca significativa no contetdo desta proteina aos 60 e 90
dias comparado aos seus respectivos controles. Verificou-se que a interacao entre
os fatores hiperalimentacdo e a idade interferiram neste parametro, denotando um
efeito maximizado da hiperalimentagdo apenas no periodo precoce de vida das
proles GH (Two-way ANOVA, P<0,05).

Além disso, aos 21 e 90 dias os animais do GH apresentaram diminuigdo na

razdo pAkt/Akt (-12%; -10%, P<0,01 respectivamente) em relacdo aos seus
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contrapares, mostrando prejuizo na via de sinalizagéo de insulina nestas idades. Aos
60 dias a razao pAkt/Akt foi semelhante entre os grupos estudado (Figura 17A, B). A
hiperalimentacdo e a idade influenciaram independentemente na diminuicdo deste
resultado (Two-way ANOVA, P<0,0001).

Figura 17 - Conteudo total da proteina Akt e da razdo pAkt/Akt de cardiomidcitos de
camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: Os gréaficos representam a densidade relativa das proteinas normalizadas pelo controle
enddgeno a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padrédo
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pods-teste de
Bonferroni com multiplas comparagfes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca
significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [c] GC vs GH 90
diacs In1 GH AN ve GH 21 dias A1 GH 9N ve (GH RN dias n=7/ariinn

45.6 Andalise do conteudo de GLUT4 dos cardiomiocitos de camundongos dos

grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Os cardiomidcitos de camundongos do GH aos 21 e 60 dias, apresentaram
diminuicdo no contetdo de GLUT4 (-22%, P<0,001; -8%, P<0,01). Entretanto, aos
90 dias nao foi observado diferenca significativa entre os grupos. O teste Two-way

ANOVA, mostrou que os fatores hiperalimentacdo e idade influenciaram
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independentemente nestes achados (P<0,0001). Porém, ndo houve interacao entre

os dois fatores (Two-way ANOVA, P>0,05), (Figura 18).

Figura 18 - Conteudo total da proteina GLUT4 de cardiomiocitos de camundongos
dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle enddgeno
a-Tubulina. Os valores foram representados como média = desvio padrdo (DP). As
diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pOs-teste de Bonferroni com
multiplas comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para
P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [A] GH 90 vs GH

21dias. n=7/grupo.

45.7 Andlise do contetdo GLUT4 nas fracdes citosdlica e de membrana dos

cardiomiécitos de camundongos dos grupos controle e hiperalimentado aos

21, 60 e 90 dias de vida

Os animais GH aos 21 dias apresentaram uma diminuicdo do contetdo de
GLUT4 na fragédo citosolica (-16%, P<0,05), enquanto que aos 60 e 90 dias ndo
foram observadas diferencas significativas quando comparados aos GC (Figura
19A). Adicionalmente, observamos que o teste Two-way ANOVA evidenciou que a
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hiperalimentacdo e a idade influenciaram independentemente neste resultado,
sobretudo em um momento precoce na vida das proles (P<0,05).

Ao analizarmos o conteudo da fracdo de membrana, observamos que o0s
animais GH aos 21 e 90 dias, apresentaram uma reducao (-29%, P<0,0001; -26%,
P<0,01) e aos 60 dias ndo foram observadas diferenca entre os grupos nesta idade.
(Figura 19B). Adicionalmente, o teste Two-way ANOVA verificou que a
hiperalimentacdo e a idade influenciaram independentemente neste resultado
(P<0,0001). Havendo interagéo entre os dois fatores estudados (P<0,0001).

Figura 19. Conteudo total da proteina GLUT4 nas frac6es citosélica e de membrana
de cardiomidécitos de camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle endégeno
a-Tubulina e GP91. Os valores foram representados como média + desvio padréo (DP).
As diferencgas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pos-teste de Bonferroni
com multiplas comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa
para P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [#] GC 60 s
GC 21 dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [6] GH 90 vs GH 60 dias n=7/grupo.
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4.5.8 Andlise do conteddo de GLUT1 nos cardiomiécitos de camundongos dos

grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Realizamos a analise do conteudo da proteina GLUT1 no coragdo de
camundongos controle e hiperalimentados aos 21, 60 e 90 dias de vida. Nossos
resultados demonstram que existe um aumento significativo no contetdo da proteina
GLUT1 no grupo GH aos 21 dias (+18%, P<0,01) em comparacao ao seu controle,
enguanto que aos 60 e 90 dias nao ha diferenca significativa entre os grupos (Figura
20). A interacdo entre os fatores hiperalimentacdo e idade contribuiu para esse
resultado, sobretudo no grupo GH aos 21 dias, demonstrando um efeito precoce da

hiperalimentac&o na variavel descrita acima (Two-Way ANOVA, P<0,001).

Figura 20 - Conteudo da proteina GLUT1 de cardiomiocitos de camundongos dos
GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle
endégeno a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padrao
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de poés-teste de
Bonferroni com miltiplas comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca
significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [0] GH 60 vs GH 21
diac A1 GH AN ve (GH 21diac n=7/ariinn
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459 Analise do conteudo de AMPKa e da razio pAMPKa/AMPKa nos

cardiomiocitos de camundongos dos grupos controle e hiperalimentado aos

21, 60 e 90 dias de vida

Com relagdo ao conteudo total de AMPKa ndo observamos diferenca

significativa entre os grupos aos 21, 60 e 90 dias. Adicionalmente, nossos resultados

demonstraram um aumento na razao pAMPKa/AMPKa nos animais GH aos 21 dias

(+14%, P<0,05) em relacdo ao seu respectivo GC. Aos 60 e 90 dias, a razao

pAMPKo/AMPKa foi semelhante aos seus respectivos do grupo GC (Figura 21A, B).

A hiperalimentacéo influenciou independentemente nestes resultados, influenciando

somente em um periodo precoce, aos 21 dias (Two-way ANOVA, P<0,001).

Figura 21. Conteudo total da proteina AMPKa e da razdo pAMPKao/AMPKa de
cardiomiécitos de camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de
vida
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Legenda: Os graficos representam a densidade relativa das proteinas normalizadas pelo controle
enddgeno a-Tubulina. Os valores foram representados como média * desvio padrédo
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pos-teste de
Bonferroni com mudltiplas comparagdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca
significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [#] GC 60 vs GC 21
dias, [g] GC 90 vs GC 21 dias, [0] GH 60 vs GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias.

n=7/grupo.
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4.5.10 Analise do conteudo de HK Il dos cardiomiocitos de camundongos dos grupos

controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Quanto ao conteudo de HK II, uma enzima glicolitica chave, observamos
diferenca sigificativa entre os grupos nos cardiomiécitos de camundongos GH aos
21, 60 e 90 dias de vida. Houve diminuicdo do contetdo de HKII aos 21 dias (-22%,
P<0,05) em relacdo ao seu contrapar e aos 60 e 90 dias um aumento desta variavel
(+45%, P<0,001; +22%, P<0,05), comparado com 0s seus respectivos controles. O
teste Two-way ANOVA evidenciou uma interacao entre os fatores hiperalimentagéo
e a idade sobre o contetudo da HKII, o qual variou com o tempo de vida das proles
(P<0,0001), (Figura 22).

Figura 22 - Conteudo total da proteina HK Il de cardiomidcitos de camundongos dos
GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle endégeno
a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As
diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pés-teste de Bonferroni com
multiplas comparagdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para
P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90
dias, [0] GH 60 vs GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias, [6] GH 90 vs GH 60 dias.
n=7/arupo.
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4.6 Atividade enzimaética das enzimas chaves no metabolismo energético dos
cardiomiécitos de camundongos dos grupos controle e hiperalimentado
aos 21, 60 e 90 dias de vida

A atividade das enzimas PDH, CS e LDH foi medida bioquimicamente nos
coracao de camundongos dos grupos GC e GH. Observamos que os animais do
grupo GH ndo demonstraram diferenca significativa na atividade da enzima PDH aos
21 e 60 dias. Entretanto, observamos menor atividade da enzima aos 90 dias (-28%,
P<0,001) quando comparado ao seu controle (Figura 23A). Para este resultado, a
interacdo entre o fator hiperalimentacdo e a idade foi notéria, uma vez que a
atividade enzimatica decresceu com a evolugdo temporal (Two-way ANOVA,
P<0,01).

Ao analizarmos a atividade da CS, observamos que o GH aos 21 dias
apresentou aumento significativo na atividade enzimatica (+25%, P<0,01) em
relacdo ao seu contrapar, porém aos 60 e 90 dias tais grupos apresentaram menor
atividade (-22%; -21%, P<0,001) quando comparado ao grupo GC (Figura 23B). O
teste Two-way ANOVA mostrou uma interacdo entre os fatores hiperalimentacao e
idade nesse parametro, ratificado pela diminuicdo da atividade enzimética de CS
com o decorrer do tempo (P<0,0001).

Adicionalmente, observamos que o GH aos 21 dias demonstrou um aumento
na atividade da LDH (+54%, P<0,01), entretanto com diminui¢cdo aos 60 dias (-49%,
P<0,0001) e sem diferenca significativa aos 90 dias, quando comparados com 0s
seus correpondentes GC (Figura 23C). Para este resultado houve interacéo entre a
hiperalimentacéo e a idade na atividade desta enzima (Two-way ANOVA, P<0,001).
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Figura 23 - Atividade enzimatica da Piruvato desidrogenase (PDH), Citrato sintase
(CS) e Lactato desidrogenase (LDH) de cardiomiocitos dos
camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias
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Legenda: Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de poés-teste de Bonferroni com multiplas
comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenga significativa para P<0,05,
comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [#]
GC 60 vs GC 21 dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [Q] GC 90 vs GC 60 dias, [A] GH 90 vs
GH 21dias, [6] GH 90 vs GH 60 dias. n=8/grupo.
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4.7 Conteddo das proteinas envolvidas no metabolismo energético

mitocondrial

4.7.1 Analise do conteudo de FABP e CD36 dos cardiomi6citos de camundongos

dos grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Nossos resultados demonstraram que nao houve diferenca estatisticas do
conteudo de FABP e CD36 nos cardiomiocitos de camundongos GH aos 21 dias de
vida. Enquanto que aos 60 e 90 dias, o GH apresentou diminuicdo do contetdo de
FABP (-21%; -28%, P<0,05) e CD36 (-23%, P<0,001; -19%, P<0,05), em
comparacao com 0S seus respetivos controles. Este resultado, indica prejuizo na
captacdo dos acidos graxos para que ocorra a beta oxidacdo na mitocéndria. Tais
achados referentes a diminuicdo de FABP e CD36, foram justificados pelo teste Two
Way ANOVA, onde a hiperalimentacdo influenciou negativamente neste resultado
(Two-way ANOVA, P<0,05), (Figura 24A, B).



Figura 24 - Conteudo total da proteina FABP e CD36 de cardiomiocitos de
camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O grafico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle
enddgeno a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padréao
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pds-teste de
Bonferroni com multiplas comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenga
significativa para P<0,05, comparando com: [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90
dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias. n=7/grupo.

4.7.2 Andlise do contetdo de CPT1, UCP2 e PGCl-a dos cardiomi6citos de
camundongos dos grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de

vida

Observamos em nosso resultado que os animais do GH apresentaram
diminuicdo do conteudo da proteina CPT1 aos 21 e 90 dias (-22%,P<0,001; -26%,
P<0,05) e aumento no conteudo da proteina UCP2 (+36%, P<0,05; + 57%, P<0,001,
respectivamente) no coracado quando comparado aos seus controles. Entretanto aos
60 dias, ndo se observou diferenga significativa destas proteinas entre os grupos. A
hiperalimentacéo e a idade influenciaram independentemente este parametro (Two-
way ANOVA, P<0,001), havendo também interac@o entre os dois fatores estudados,
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indicando que o parAmetro observado sofre influéncia deletéria da hiperalimentacgéo,
maximizada com a idade das proles (Two-way ANOVA, P<0,001), (Figura 25A,B).

Quanto ao contetdo de PGC1-a, ndo observamos diferenca estatistica no GH
aos 21 dias. Entretanto, os cardiomiocitos dos animais GH apresentaram reducéo de
PGC1-a aos 60 e 90 dias (-20%, P<0,001; -17%, P<0,05, respectivamente), quando
comparado aos seus grupos controles. Além disso, tais achados foram justificados
pelo teste Two Way ANOVA, onde a hiperalimentacdo e a idade influenciaram
negativamente neste resultado (Two-way ANOVA, P<0,0001). Verificou-se uma
interacdo entre os fatores hiperalimentacdo e a idade neste resultado (Two-way
ANOVA, P<0,001), (Figura 25C).
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Figura 25 - Conteudo da proteinas CPT1, UCP2 e PGC1l-a, obtidos do
cardiomiécitos de camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle enddgeno
a-Tubulina. Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As
diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de poOs-teste de Bonferroni
com multiplas comparagdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa
para P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs
GH 90 dias, [#] GC 60 vs GC 21 dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [Q] GC 90 vs GC 60 dias,
[A] GH 90 vs GH 21dias, [8] GH 90 vs GH 60 dias. n=8/grupo.
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4.7.3 Analise do contetido dos complexos respiratérios da cadeia transportadora de

elétrons dos cardiomidcitos de camundongos dos grupos controle e

hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Avavaliamos o conteudo dos complexos |, II, lll, IV e V da cadeia de
transporte de elétrons pela técnica de Western Blotting, conforme demonstrado na
Figura (26A, B, C, D, E). Como podemos observar, os animais do GH néao
apresentaram diferenca estatisticas do conteido dos complexos respiratorios

guando comparados aos seus respectivos grupos controles em todas as idades.
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Figura 26 - Conteudo total dos complexos respiratorios da cadeia transportadora de elétrons (I, Il, 1, IV e V) de cardiomidcitos de
camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle endégeno VDAC. Os valores foram representados como média +
desvio padrdo (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pés-teste de Bonferroni com multiplas comparacgdes. Letras

e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [#] GC 60 vs GC 21 dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [0] GH 60
vs GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias. n=7/grupo.
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4.7.4 Analise do conteudo dos de 4HNE dos cardiomiocitos de camundongos dos

grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Os coracbes dos animais do GH apresentaram aumento de conteudo da
proteina 4-HNE aos 21 dias (+29%, P<0,01) e reduc¢éo aos 90 dias (-29%, P<0,001),
qgquando comparado ao GC. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa
guando comparados ao GC (Figura 27). O teste Two Way ANOVA verificou que a
hiperalimentacdo e a idade influenciaram neste resultado (Two-way ANOVA,
P<0,0001). Além disso, verificou-se uma interacédo entre os fatores hiperalimentacéo
e a idade neste resultado (Two-way ANOVA, P<0,05).



Figura 27 - Conteudo da proteina 4HNE, obtidos do cardiomidcitos de camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias
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Legenda: O gréfico representa a densidade relativa da proteina normalizada pelo controle enddgeno a-Tubulina. Os valores foram representados como
média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pdés-teste de Bonferroni com multiplas
comparacdes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [c] GC vs GH

90 dias, [w] GC 90 vs GC 21 dias, [Q] GC 90 vs GC 60 dias, [0] GH 90 vs GH 60 dias. n=8/grupo.
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4.8 Expressdo do mRNA de proteinas envolvidas no metabolismo energético

mitocondrial

4.8.1 Expressao do mRNA para CPT1 e UCP2 dos cardiomiécitos de camundongos

dos grupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Quanto a avaliacdo da expressao cardiaca do mRNA para CPT1, observamos
uma diminuicdo no GH aos 21 dias e 60 dias (-42%, P<0,001; -26%, P<0,05),
enquanto que aos 90 dias ndo observamos diferengca em relagdo aos seus
homologos (Figura 28A). A expressao cardiaca do mRNA para UCP2 no GH aos 21
dias aumentou (+34%, P<0,01) e aos 60 e 90 dias diminuiu (-57%, P<0,001; -26%,
P<0,05), quando comparado aos seus contrapares (Figura 28B). A hiperalimentagéo
e a idade influenciaram independentemente este parametro (Two-way ANOVA,
P<0,001), havendo também interacdo entre os dois fatores estudados, comprovando
gue com a evolucdo da idade, ocorre a diminuicdo da expressdo de UCP2 nos
animais GH (Two-way ANOVA, P<0,001).
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Figura 28 - Expressdo do mRNA para a proteina CPT1 e UCP2 obtidos dos
cardiomiécitos de camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias
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Legenda: Os gréficos apresentam a expressdo de mRNA como a razéo da quantifica¢ao relativa das
proteinas normalizadas pelo controle endégeno (MRNA da Actina). Os valores foram
representados como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram testadas com Two-
way ANOVA seguidas de pés-teste de Bonferroni com multiplas comparagfes. Letras e
simbolos diferentes indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC
vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90 dias, [0] GH 60 vs GH 21 dias, [y]
GC 90 vs GC 21 dias, [Q] GC 90 vs GC 60 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias, [0] GH 90 vs GH
60 dias. n=8/grupo.

4.8.2 Expressdo do mRNA para PPARa dos cardiomidcitos de camundongos dos

rupos controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Avaliamos a expressao génica cardiaca do PPARa no coragédo e observamos
uma diminuicdo nos animais GH aos 21 dias (-48%, P<0,0001) quando comparados
aos seus contrapares. No entanto, aos 60 e 90 dias a expressdo deste manteve-se
inalterada, quando comparada aos respectivos grupos GC (Figura 29). A
hiperalimentacéo e a idade influenciaram independentemente este parametro (Two-
way ANOVA, P<0,001), havendo também interacdo entre os dois fatores estudados

sobretudo em idade precoce das proles (Two-way ANOVA, P<0,001).
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Figura 29 - Expressdao do mRNA para a proteina PPARa obtidos dos cardiomiécitos
de camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias
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Legenda: Os gréficos apresentam a expressao de mRNA como a razao da quantificacao relativa das
proteinas normalizadas pelo controle endégeno (mMRNA da Actina). Os valores foram
representados como média * desvio padréo (DP). As diferencas foram testadas com Two-
way ANOVA seguidas de poés-teste de Bonferroni com multiplas comparacdes. Letras e
simbolos diferentes indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC
vs GH 21 dias, [y] GC 90 vs GC 21 dias, [Q] GC 90 vs GC 60 dias, [0] GH 60 vs GH 21
dias, [A] GH 90 vs GH 21dias, [0] GH 90 vs GH 60 dias. n=8/grupo.

4.9 Alteracbes bioquimicas hepéaticas de camundongos dos grupos controle e

hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

Aos 21, 60 e 90 dias os camundongos hiperalimentados apresentaram maior
peso tecidual (+97%, P<0,0001; +16%, P<0,01; +25%, P<0,001) quando
comparados com 0S seus respectivos controles. Entretanto, maior contelddo de
glicogénio hepético foi notério apenas aos 21 e 90 dias nos animais GH (+ 139%,
P<0,001; +107%, P<0,01, respectivamente), quando comparados com 0S Seus
homoélogos, (Figura 30). A hiperalimentagdo e a idade influenciaram
independentemente este parametro (Two-way ANOVA, P<0,001), havendo também
interacdo entre os dois fatores estudados, demonstrando uma influéncia da
hiperalimentacdo somente nos periodos precoce e tardio das proles (Two-way
ANOVA, P<0,001).
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Figura 30 - Efeito da hiperalimentacdo na lactacdo sobre o conteddo do glicogénio
hepético de camundongos dos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias
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Legenda: Os valores foram representados como média + desvio padréo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pos-teste de Bonferroni com multiplas
comparacoes. Letras e simbolos diferentes indicam diferenca significativa para P<0,05,
comparando com: [a] GC vs GH 21 dias, [b] GC vs GH 60 dias, [c] GC vs GH 90 dia,
[Q] GC 90 vs GC 60 dias, [0] GH 60 vs GH 21 dias, [A] GH 90 vs GH 21dias, [6] GH 90
vs GH 60 dias. n=10/grupo.

4.10 Histologia do figado de camundongos dos grupos controle e
hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

A andlise histoldgica de sec¢des do figado coradas por hematoxilina e eosina,
demonstrou que o figado do camundongos do GC, aos 21 dias evidenciou estrutura
normal (Figura 31A) e pequenos focos inflamatérios no GH (Figura 31B, C, D),
guando comparado com o GC. Além disso, o0 GC aos 60 dias evidenciou morfologia
preservada com corddes de hepatécitos integros e veia centro-lobular (V) (Figura
32E, F), enquanto que no GH observou-se presenca de infiltrado de células (seta) e
hepatocitos com microesteatose (*) (Figura 32G, H). Adicionalmente, o GC aos 90
dias apresentou morfologia preservada com corddes de hepatdécitos integros e veia
centro-lobular (V) (Figura 33I, J) e o GH apresentou presencga microesteatose nos
corddes de hepatocitos (Figura 33K, L).
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Figura 31 - Andlise histologica do figado de camundongos dos GC e GH aos 21 dias

de vida, corados com hematoxilina e eosina (H&E)
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Figura 32 - Analise histolégica do figado de camundongos dos GC e GH aos 60
dias de vida, corados com hematoxilina e eosina (H&E)

Legenda: (E, F) GC com morfologia preservada com corddes de hepatécitos integros e veia centro-
lobular (V), (G,H) GH presenca de infiltradode células (seta) e hepatédcitos com
microesteatose (*). n=6/grupo.
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Figura 33 - Analise histolégica do figado de camundongos dos GC e GH aos 90
dias de vida, corados com hematoxilina e eosina (H&E)

Legenda: (I, J) GC com morfologia preservada com cordBes de hepatdcitos integros e veia centro-
lobular (V), (K, L) GH presen¢a microesteatose nos cordfes de hepatdcitos. Os inserts
representam a area pontilhada ampliada para observagdo da microesteatose. n=6/grupo.

4.11 Histologia do coragdo de camundongos dos grupos controle e
hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

A andlise histologica do coracdo dos camundongos do GC, aos 21 dias
evidenciou cardiomiocitos bifurcados tipicos, com nucleo central e discos
intercalares (Figura 34A, B) e no GH apresentou fibrose, desorganizacdo dos
cardiomidcitos, presenca de adipécitos e infiltrado inflamatério (Figura 34C, D). Além
disso, o0 GC aos 60 dias evidenciou cardiomiocitos tipicos bifurcados, com nucleo
central e discos intercalares (Figura 35A, B), enquanto que o GH observou-se
fibrose, desorganizacdo dos cardiomidcitos, infiltrado inflamatério e adipdcitos
(Figura 35C,D, E). Adicionalmente, nos animais controles aos 90 dias observamos
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cardiomidcitos tipicos com estriacfes transversais e discos intercalares (Figura 36A)
e 0 GH apresentou miocardio com acumulo de tecido adiposo, cardiomiocito

desestruturados e esteatose (Figura 36B, C).
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Figura 34 - Analise histologica do coracdo de camundongos dos GC e GH aos
21 dias de vida, corados com hematoxilina e eosina (H&E)

Legenda: (A, B) GC demonstra cardiomidcitos tipicos bifurcados, com nucleo central e discos
intercalares (seta) objetiva de 40x e 100x. (C) GH apresenta fibrose/desorganizacdo dos
cardiomiécitos. A area demarcada pelo retangulo em (C) é evidenciada com melhor detalhe
em ( D); Adipécitos (*) e Infiltrado inflamatério (seta) (E, F), objetiva de 40x e 100x.
n=6/grupo.
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Figura 35 - Analise histoldgica do coracdo de camundongos dos GC e GH aos
60 dias de vida, corados com hematoxilina e eosina (H&E)

Legenda: (A, B) GC demonstra cardiomiécitos tipicos bifurcados, com nucleo central e discos
intercalares (seta); objetiva 40x e 100x. (C) GH apresenta fibrose/desorganizacdo dos
cardiomiécitos e infiltrado inflamatério. A &rea demarcada pelo retdngulo em (C) é
evidenciada com melhor detalhe em (D). (E) Adipdcitos (*); objetiva 40x. n=6/grupo.
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Figura 36 - Analise histologica do coracdo de camundongos dos GC e GH aos
90 dias de vida, corados com hematoxilina e eosina (H&E)

Legenda: (A) GC demonstra cardiomidcitos tipicos com estriag8es transversais e discos intercalares
(seta); objetiva de 100x. (B) GH apresenta miocardio com acumulo de tecido adiposo (*);
objetiva de 40x e (C) cardiomidcito desestruturados (seta) e esteatose (*); objetiva de 100x.
n=6/grupo.
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4.12 Analise da ultraestrutura dos cardiomiocitos de camundongos dos grupos
controle e hiperalimentado aos 21, 60 e 90 dias de vida

A andlise ultraestrutural das mitocondrias de cardiomiocitos do GC aos 21, 60
e 90 dias, demonstrou mitocondrias com as duas membranas, interna e externa,
preservadas, cristas organizadas e matriz mitocondrial eletrondensa, indicativos de
integridade mitocondrial (Figuras 37A, C e E). Ja a analise das mitocondrias de
cardiomidcitos do GH, evidenciou um aumento progressivo no dano mitocondrial e
no depdsito de goticulas lipidicas (Figuras 37B, D e F). Aos 21 dias (Figura 37B), o
GH apresentou algumas poucas mitocondrias com um inicio de desorganizacdo da
matriz mitocondrial, porém com cristas mitocondrias e estrutura de membrana
intactas. Aos 60 dias (Figura 37D), o GH ja apresentou moderado dano na matriz
mitocondrial, observando-se uma desorganizacdo das cristas mitocondriais, e
algumas mitocdndrias com a membrana danificada. Além disso, pudemos observar a
presenca de goticulas lipidicas. Interessantemente, aos 90 dias (Figura 37F), o dano
mitocondrial jA se apresentava estabelecido no GH, atingindo a grande maioria das
mitocondrias, além da presenca de muitas goticulas lipidicas, caracterizando uma

deposicao ectopica de lipideos.
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Figura 37 - Microscopia Eletrénica de Transmissdo de cardiomidcitos obtidos de

camundongos GC e GH aos 21, 60 e 90 dias de vida

Legenda: (A, C, E) GC apresenta mitocdndrias integras, com membranas e matriz intactas, em
todas as idades; aumento de 15000x. (B) GH aos 21 dias, apresenta a maioria das
mitocéndrias integras. Em algumas, observa-se pequenos pontos de perda de
eletrondensidade da matriz mitocondrial, porém com cristas e membranas intactas; (D)
GH aos 60 dias, observa-se moderado dano na matriz mitocondrial, com desorganizagéo
das cristas mitocondriais, e algumas mitocondrias com a membrana danificada. Além
disso, podemos observar a presenga de goticulas lipidicas (seta); aumento de 15000x.
(F) GH aos 90 dias, observa-se intenso dano mitocondrial, com destruicdo da matriz e
cristas mitocdndriais. A imagem mostra também a presenca de goticulas de lipideos
(seta); aumento de 15000x. Em todas as imagens, 0s inserts representam, em detalhes,
as respectivas areas demarcadas, evidenciando a ultraestrutura mitocondrial; aumento
de 60000x. n=6/grupo.
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Tabela 3 - Resumo dos principais achados obtidos nos cardiomiécitos de
camundongos obesos submetidos a hiperalimentagéo durante

a lactacao

Analises GH 21 GH 60 GH 90
Massa corporal 1 (80%) 1 (16%) 1 (22%)
Gordura Epididimal 1 (800%) 1(36% ) 1 (59%)
Gordura Retrop. 1(34% ) 1 (43%) 1 (62%)
Indice de Lee = 1 (3%) 1 (2%)
Comp. naso-anal 1 (22%) 1 (2%) 1 (5%)
Glicemia 1 (31%) = 1 (19%)
Insulina 1 (53%) = 1 (41%)
Indice HOMA-IR 1(94% ) = 1 (50%)
Triglicerideos 1 (29%) = 1 (25%)
Colesterol total 1 (183%) 1 (101%) 1 (209%)
V Eesquerdo 1 (72%) 1 (12%) T (20%)
VE/CT 1 (52%) 1 (12%) 1 (14%)
Figado 1 (97%) T (15%) 1 (24%)
Figado/M Corporal 1 (18%) (15%) 1 (23%)
Estado 3-CHO 1 (33%) = 1 (15%)
RCR-CHO 1 (46%) = 1 (27%)
Estado 3-AG = 1 (32%) 1 (28%)
RCR-AG = | (26%) 1 (23%)
IRB 1 (38,3%) 1 (22%) 1 (22%)
IRS-1 1 (50%) = 1 (40%)
PTP1B 1 (24%) = 1 (32%)
PI3K 1 (32%) = 1 (39%)
AKT 1 (20%) = =
pAKT/AKT 1 (12%) = 1 (10%)
AMPKa = = =
pAMPKa/AMPKa 1 (14%) = =
GLUT4 1 (22%) 1 (8%) =
GLUT4-Citosolico 1 (16%) = =
GLUT4-Membrana
GLUT1 1 (18%) = =
HK Il 1 (22%) 1 (45%) 1 (22%)
PDH = = 1 (28%)
CSs 1 (25%) 1 (22%) 1 (21%)
LDH 1 (54%) | (49%) =
FABPmM — 1 (21%) 1 (28%)
CD36 1 (2 3%) 1 (19%)
CPT1 (2 2%) = 1 (26%)
UCP2 (36%) = 1 (57%)
PGC1l-a ! (20%) 1 (17%)
Complexos (I, 11, 1, 1V, V) = =
mRNA CPT1 | (42%) 1@ 6%) =
mRNA UCP2 1 (34%) 15 7%) =
mRNA PPARa | (48%) = =
Glicogénio hepatico 1 (139%) = 1 (107%)
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5 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos o efeito da hiperalimentacdo durante a lactacao
sobre os parametros metabodlicos e desenvolvimento da disfungdo mitocondrial
cardiaca em camundongos do desmame até a idade adulta.

Nossos resultados mostraram que a hiperalimentacdo no periodo da lactacéao
induz obesidade precoce e sobrepeso na idade adulta, alteragdes no metabolismo
energeético e na via de sinalizacdo da insulina, alteracfes estruturais, assim como
uma proeminente disfungdo mitocondrial cardiaca. Os animais do grupo
hiperalimentado (GH) apresentaram aumento significativo do peso corporal, gordura
epididimal e retroperitoneal, desde os 10 dias de vida, que persistiu até a idade
adulta. Acredita-se que a diferenca do peso corporal deve-se ao efeito da
hiperalimentagdo durante a lactagdo, salientando que, em todos os animais do
estudo, foi oferecida uma dieta com qualidade idéntica, levando a uma “impressao” e
modificacdo do metabolismo dos mesmos, resultando em um processo diferenciado
de obtencdo, armazenamento e uso de energia. Além disso, nossos resultados sédo
compativeis com dados obtidos em diversos estudos com modelos que sugerem
uma relacdo direta entre o acimulo de gordura, hiperinsulinemia e intolerancia a
glicose. Este aumento de adiposidade observado nos animais do grupo GH, pode
constituir um fator de risco para a diminuicdo da sensibilidade a insulina, em quadros
de sobrepeso e obesidade (MOREIRA et al., 2009; CONCEICAO et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2011; HABBOUT et al., 2013).

Adicionalmente, nossos dados mostram que o aumento da disponibilidade de
nutrientes gera nos animais do grupo GH alteracdes metabdlicas, como aumento
dos niveis plasmaticos de glicose e insulina aos 21 e 90 dias, sugerindo o
comprometimento da sinalizacdo da insulina e na homeostase de glicose ja no
desmame (21 dias), que persiste até os 90 dias de vida (idade adulta). Estes
resultados contribuem no entendimento de que, no periodo pdés-natal, ocorrem
modificacdes que resultam em alteragbes metabdlicas adaptativas, efeitos deletérios
a longo prazo que perduram na idade adulta (GNAIGER, 2009; MOREIRA et al.,
2009; RODRIGUES et al, 2011; LACERDA-MIRANDA et al. 2012). Entretanto, nosso
estudo ndo observou diferenga significativa entre os grupos aos 60 dias de vida, isto

deve-se provavelmente a que o insulto direto ocorrido no inicio da vida tenha


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moreira%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19359151
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normalizado durante esta fase de crescimento do animal, dai uma compensacao nos
niveis de insulina circulantes no sangue.

Com relacdo ao efeito do aumento da insulina, é sabido que a
hiperinsulinemia € capaz de estimular a sintese, 0 estoque de acidos graxos e,
consequentemente, o acumulo de triglicerideos em diferentes tecidos (MORISCO et
al., 2006). Paralelamente, no periodo de 21, 60 e 90 dias, também observamos a
ocorréncia de modificacbes no metabolismo lipidico nos animais do grupo GH, que
se reflete no aumento dos niveis plasmaticos de triglicerideos aos 21 e 90 dias e
colesterol total em todas as idades comparadas ao grupo GC. Este aumento
corrobora com o acumulo de adiposidade encontrada nestes animais.

Além disso, Cunha e colaboradores (2009) verificaram que o grupo de
ninhada reduzida teve um maior consumo de leite materno aos 10 e 21 dias, e a
andlise do leite das méaes apresentou alto teor de triglicerideos, o que pode ser
considerado essencial para o estabelecimento dos potenciais efeitos no
metabolismo deficiente na idade adulta. De maneira surpreendente, nao
encontramos diferenca estatistica nos niveis plasmaticos de triglicerideos entre os
grupos nos animais de 60 dias quando comparado aos seus respectivos controles.
Estes resultados demonstram que a programacdo metabdlica, ou seja, a
hiperalimentagdo ocorrida no estudo, pode interferir diretamente nos achados
obtidos em um momento precoce (aos 21 dias de vida) e ser mais explicitos em um
momento mais tardio (aos 90 dias).

Estes dados corroboram com os trabalhos anteriores do nosso grupo, que
observaram alteracdo da sinalizacdo de leptina no coracédo (PEREIRA et al., 2006),
e gue animais com ninhada reduzida tiveram prejuizo na via de sinalizacdo da
insulina no coracdo (MARTINS et al., 2008) e hipertrofia do musculo cardiaco
(MOREIRA et al., 2009), demonstrados também por outros pesquisadores que
usaram o0 mesmo modelo, considerando os efeitos causados por alteracdes da
nutricdo no inicio da vida (BOULLU-CIOCCA et al., 2005; PARK et al., 2005;
RODRIGUES et al.,, 2007; RODRIGUES et al, 2011; HABBOUT et al., 2013). A
associacdo entre a sinalizacdo da insulina e leptina tem sido demonstrada em
diferentes tipos de células, em que niveis aumentados destes hormonios estédo
associados com a hipertenséo, aterosclerose, hipertrofia do ventriculo esquerdo e
resposta adaptativa cardiaca para melhorar a absorcdo de glicose e/ou de &cidos

graxos, talvez para melhorar o fornecimento de energia para o coragao.
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A obesidade e a hiperinsulinemia também s&o consideradas como principais
fatores de risco para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. A hipertrofia
cardiaca € uma adaptacdo do coracdo a uma nova condicdo de trabalho que, a
principio, pode ser considerada um mecanismo adaptativo. Entretanto, tal evento, a
longo prazo, altera o metabolismo cardiaco, havendo uma reducdo na utilizacdo de
acidos graxos e aumento na utilizacdo de glicose (HUSS, KELLY, 2004; PROUD,
2004; DEBOSCK et al, 2006). Diversos estudos realizados em diferentes tecidos
como coracdo, tecido adiposo, ilhotas pancreaticas e figado, sugerem que as
consequéncias da obesidade geradas pelo método de reducdo de ninhada tém
caracteristicas diferentes e riscos potenciais (MARTINS et al., 2008; LACERDA-
MIRANDA et al., 2012; HAOUBOT et al., 2013). Especificamente no coracao, fortes
associacfes tém sido relacionadas entre a obesidade, a hipertrofia e disfuncao
cardiaca. Assim, uma atencao especial em nosso estudo foi dedicada a avaliar as
alteracbes encontradas nos camundongos hiperalimentados quanto a: respiragao
mitocondrial cardiaca, sinalizacdo de insulina e a biologia molecular de algumas
proteinas chave envolvidas na regulacdo do metabolismo energético de carboidratos
e acidos graxos, a morfologia e a ultraestrura.

Sendo assim, comegamos por estudar as implicagdes da hiperalimentacdo na
lactacdo sobre as possiveis altera¢des cardiacas em camundongos do grupo GH,
através da relacao entre o peso do coracdo com o comprimento da tibia (YIN, 1982).
Consistente com a literatura, observamos que os animais do grupo GH tiveram uma
relacdo maior da massa cardiaca em todas as idades, sugerindo o aparecimento de
uma leve hipertrofia cardiaca nestes animais. Além disso, os animais do grupo GH
também apresentaram alteracdes morfolégicas importantes como aumento do peso
do figado e da relacéo entre o peso do figado e massa corporal em todas as idades,
sugerindo possivel desenvolvimento do quadro de esteatose hepatica nao-alcodlica
na idade adulta. No que concerne as alteracbes cardiacas e hepaticas, nossos
resultados demonstraram que a hiperalimentagcdo e a idade tiveram um efeito
pronunciado na programacao, com elevacao precoce nestes parametros.

Esta descrito na literatura que, tanto a obesidade como as doencas
cardiovasculares, estdo relacionadas a disfungdo mitocondrial (SHAROV et al.,
2000). No coracédo, a grande quantidade de adenosina trifosfato (ATP) necessaria
para sustentar a fungéo contratil e o metabolismo basal € gerada principalmente pelo

metabolismo oxidativo mitocondrial, com uma pequena quantidade derivada da
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glicolise. A oxidacdo de &cidos graxos é a principal fonte de producdo de ATP no
coracdo adulto (TAEGTMEYER, 1994). Em condi¢cdes aerdbicas, o custo de
oxigénio para produzir um mol de ATP € maior para oxidacdo dos acidos graxos
livres do que para a glicose, devido a menor concentracdo molecular de oxigénio no
metabolismo dos lipideos. Quando a disposicdo de oxigénio no miocérdio ndo é
limitante, este prefere o substrato com a maior producido de energia (QUINONES-
GALVAN, FERRANNINI, 2001).

Em concordancia com os resultados que demonstram alteracdes do
metabolismo energético, nossos dados obtidos através da analise de respirometria
de alta resolucdo demonstraram que o0s animais do GH apresentaram maior
capacidade de oxidacdo de carboidratos aos 21 dias quando os substratos que
farnecem elétrons ao complexo | e Il da CTE foram utilizados. Além disso,
observamos um aumento do contetdo de GLUT1 nos cardiomidcitos destes animais,
sugerindo ser o substrato preferencial nesta idade. Este resultado corrobora com o
estudo descrito por (HUSS, KELLY, 2004), onde observou que o coracdo fetal é
favorecido pela oxidacdo da glicose para manter a producdo de ATP em diversas
condi¢cbes. Adicionalmente, observamos reducdo na oxidacdo de carboidratos aos
90 dias e nenhuma diferenca entre os grupos foi observada aos 60 dias, quando
comparado ao grupo GC. Verificou-se neste experimento que, o fator idade teve
maior efeito na oxidacéo de carboidratos no grupo de animais GH.

A B-oxidacdo dos acidos graxos € responsavel por 60-80% da producao de
ATP no corag¢do adulto normal. Diferentes patologias cardiacas podem causar
perturbacdes nas vias finamente reguladas do metabolismo energético do miocérdio,
e essas perturbacdes podem contribuir para a progressao dos danos ao coracao. A
eficiéncia na utilizacdo de acido graxo como substrato energético € uma proposta
para relacionar alteraces cardiacas e o metabolismo energé tico de camundongos
hiperalimentados. Portanto, € importante o estudo de proteinas envolvidas na
sinalizacdo de acidos graxos.

A FABPm, é um transportador de acido graxo facilitador de entrada entre o
meio extra e intracelular e a CD36, € uma proteina integral de membrana com a
funcdo de translocar acidos graxos e FABPm para o sarcolema (MAKOWSKI,
HOTAMISLIGIL, 2004). Paralelamente, nossos resultados ndo demonstraram
diferenca estatistica no conteddo da FABPm e CD36 nos animais GH aos 21 dias,

enquanto que, aos 60 e 90 dias observamos uma reducdo comparado aos seus
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controles. Estes resultados sugerem que existe uma menor capacidade dos
cardiomiécitos dos animais adultos na translocacdo de &cidos graxos nos grupos
hiperalimentados, uma vez que estas proteinas estdo diretamente ligadas ao
transporte de acidos graxos para a mitocondria (TURNER et al., 2014).

A luz do exposto, o presente estudo nio observou diferenca significativa do
consumo de O, no grupo GH aos 21 dias quando o acido graxo foi utilizado como
substrato, entretanto, observamos uma diminuicdo significativa aos 60 e 90 dias
comparado aos seus controles. Apesar da reduzida capacidade de oxidacdo de
acidos graxos observada na respirometria, este estudo demonstrou diminuicdo no
conteddo de CPT1 nos cardiomiécitos do GH aos 21 e 90 dias e ndo foram
observadas diferenca aos 60 dias. Adicionalmente, observamos reducdo na
expressdo de mRNA da proteina CPT1 aos 21 e 60 dias e aos 90 dias esta proteina
se manteve inalterada.

Sabe-se que, o receptor ativado pelo proliferador de peroxissomo (PPARaq) é
um fator de transcricdo expresso no musculo cardiaco e esquelético ativado por
acidos graxos e induz a expressao de genes que codificam as enzimas de oxidacao
de lipideos. Neste conjunto de experimentos e analises, ndés encontramos
diminuicdo na expressdo de mRNA da proteina PPARa nos cardimiocitos aos 21
dias. Portanto, nossos achados sugerem que a interacdo entre os dois fatores
hiperalimentacdo e idade exerce um efeito negativo sobre a oxidacdo de acidos
graxos nos cardiomiécitos do grupo GH, diminuindo o transporte de acidos graxos
de cadeia longa para a matriz mitocondrial e inibindo a expressao génica de genes
relacionados a oxidacdo de gorduras, resultando em deficiéncia no metabolismo
energético e disfuncdo mitocondrial cardiaca nestes animais logo ao desmame, e
que perdura até a idade adulta (SERVIDDIO et al., 2008). Estudos relatam que tal
deficiéncia energética pode contribuir para o desenvolvimento de disfuncao contratil
e remodelamento cardiaco (JASWAL et al., 2011; VENTURA-CLAPIER et al., 2011).

A razado do controle respiratorio (RCR) é altamente correlacionada com o
desacoplamento mitocondrial e a via de sinalizacdo de proteinas desacopladoras
(UCPs), proteinas estas consideradas importantes por alguns autores pelo fato de
neutralizar as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas como subprodutos
pela cadeia transportadora de elétrons nas mitocéndrias. Assim, a diminuicdo na

expressdo e aumento no conteudo das UCPs reflete um aumento na geracdo de
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EROs mitocondriais, caracteristico do estresse oxidativo, como observado no estudo
de MACLELLAN et al., (2005).

As proteinas desacopladoras sdo uma familia de proteinas mitocondriais que
fornecem uma rota alternativa para o movimento de prétons do espaco
intermembranar para a matriz mitocondrial, que est4 desacoplada da sintese de
ATP. Surpreendentemente, dados recentes demonstram uma correlacao positiva
entre acidos graxos livres e a expressao de UCP2 e UCP3 nos cardiomidcitos em
situacdo de faléncia cardiaca, o que gera desacoplamento da fosforilacdo oxidativa,
e, por conseguinte, diminui a sintese de ATP e a eficiéncia cardiaca (MURRAY et
al., 2008). Em nosso estudo, observamos aumento no conteddo da proteina UCP2
nos cardiomiécitos do GH aos 21 e 90 dias e manutencédo deste parametro aos 60
dias. Quanto a expressdo do mRNA da proteina UCP2, observamos aumento aos
21 dias e uma diminuigcéo aos 60 e 90 dias quando comparado ao grupo GC.

Além disso, através da RCR, observou-se maior desacoplamento entre a
fosforilacdo oxidativa e a producao de ATP nos cardiomidcitos dos animais do grupo
GH aos 60 e 90 dias, caracterizado pela dissipacao de energia sob a forma de calor
através de UCPs. Ou seja, o gradiente de protons formado no espacgo
intermembranas nado esta sendo utilizado para producéo de ATP.

Assim, o aumento da expressao de UCP2 nos animais de 21 dias sugere
aumento do desacoplamento, no sentido de ampliacdo da capacidade de balancear
0 acumulo de espécies reativas de oxigénio, inerentes do processo de producédo de
ATP e, ao mesmo tempo, prejudiciais para a estrutura mitocondrial. Portanto,
sugerimos que estes animais apresentam diminuicdo na cardioprotecao
(LASKOWSKI, RUUSSELL, 2008).

Sabendo que os animais hiperalimentados aos 90 dias apresentaram
hiperinsulinemia, a reducdo da expressdo da UCP2 pode estar relacionada com o
aumento da insulina plasmatica. YANG et al. (2012) demonstrou que a estimulacao
cronica dos midcitos, in vitro, com insulina diminui a expressao de UCP2 e UCPS3.
Logo, a hiperinsulinemia dos animais GH pode estar relacionada com a disfungao
mitocondrial via desacoplamento.

De acordo com os nossos dados, a obesidade induzida pela hiperalimentacéo
levou a um aumento da expressdo logo ao desmame e uma diminuicdo na idade
adulta, fato que é maximizado pela interacdo entre os dois fatores estudados, isto &

hiperlaimentacgéo e idade.
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O estresse oxidativo € outra causa das alteragdes cardiacas que refere-se ao
desequilibrio devido ao excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou
oxidantes, sobre a capacidade da célula para montar uma resposta eficaz
antioxidante. As EROs, sé@o formados durante o metabolismo oxidativo mitocondrial.
Evidéncias indicam que as EROs também podem servir como moléculas de
sinalizacao Importantes na proliferacéo celular e sobrevivéncia
(RAY, HUANG, TSUJI, 2012). Para avaliar este processo, analizamos o aldeido 4-
hidroxinonenal (4HNE).

O 4HNE, é um produto abundante da peroxidacéo lipidica, derivado a partir
da oxidacdo de fosfolipidios presentes na membrana interna da mitocéndria e
apresenta grande poder nocivo ao coracdo. A literatura descreve que se encontra
elevada em diferentes situacfes patoldgicas, como a obesidade, e incluindo o
tecido cardiaco nas doencas cardiovasculares (ANDERSON, KATUNGA, WILLIS,
2012). Em nossos estudo, observamos aumento do contetdo de 4HNE no GH aos
21 dias, sugerindo que estes animais, na lactacdo, desenvolvem um quadro de
estresse oxidativo cardiaco via peroxidacao lipidica, que pode promover a formacao
de adutos e morte por apoptose ou necrose de células, respectivamente.
Entretanto, os animais do GH aos 90 dias apresentaram uma reducdo desta
proteina. Estudos descrevem que o 4HNE é metabolizado enzimaticamente em
condicbes fisiologicas e, em niveis muito baixos, desempenham um importante
papel como molecula de sinalizacdo para estimular a expressao génica e aumentar
a capacidade antioxidante celular, sugerindo que o 4-HNE pode promover resposta
adaptativa ao estresse oxidativo. Baixas concentracdes de 4-HNE podem induzir a
liberacdo de proteina-1 quimiotactica de mondécitos por macréfagos, através da
ativacao de PKCf, enquanto que a activacdo de PKC® e Jun N-terminal quinase é
bastante associada a apoptose através de uma regulacédo positiva do ativador de
ligacdo proteina-1 de ADN factor de transcricdo (NITTI et al.,, 2002; AYAALA,
MUNOZ, ARGUELLES, 2014 ). Vale destacar que os animais de 60 dias ndo
sofreram alteracdes na carbonilacdo destas proteinas e que o fator hiperalimentacao
e idade tiveram maior efeito neste resultando, havendo também interacdo entre os
fatores estudados.

O coativador 1 do receptor ativado por proliferador do peroxissoma (PGC1-a)
€ uma familia de coativadores transcricionais, que surgiram como reguladores
centrais do metabolismo (AUSTIN, ST-PIERRE, 2012). A expressao de PGCl-a é
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altamente induzida por estimulos fisiolégicos. Além disso, é o elo de ligacao critico
no controle entre a oxidagdo de acidos graxos via mitocondria e todas as funcdes
mitocondriais (LEHMAN, KELLY, 2002; HANDSCHIN, SPIEGELMAN, 2006).

Nosso estudo ndo observou diferenca significativa no conteddo da PGC1-a
nos animais GH aos 21 dias. Entretanto, encontramos uma redugédo aos 60 e 90
dias, indicando menor expressao génica de enzimas que participam na oxidacao de
acidos graxos e reduzida biogénese mitocondrial nos cardiomiécitos destes animais.

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que a diminuicdo da
eficiéncia respiratéria mitocondrial cardiaca indica reducdo na atividade dos
complexos da cadeia de transporte de elétrons (CTE), como fator determinante do
prejuizo na transferéncia de energia para a contracdo cardiaca e progressao da
disfuncéo cardiaca (NOJIRI et al., 2006; ROSCA, HOPPEL, 2009). A eficiéncia da
fosforilacdo oxidativa na mitocondria ndo depende exclusivamente da atividade de
cada complexo respiratorio, mas sim, também, do arranjo entre os componentes da
CTE e as unidades funcionais (supercomplexos).

Alteracbes na biogénese, morfologia mitocondrial e o remodelamento
metabdlico podem desempenhar um papel crucial no desenvolvimento da
fisiopatologia da disfuncdo cardiaca (ROSCA et al., 2008; HAUSENLOY, RUIZ-
MEANA, 2010). Conforme descrito, nossos resultados apontam para um defeito na
fosforilacdo oxidativa da CTE, no entanto, nenhuma modificacdo foi detectada no
conteudo proteico individual dos complexos respiratorios mitocondriais. Estes
resultados vao de encontro com o descrito por (ROSCA et al., 2008), num estudo
com modelo de insuficiéncia cardiaca, onde os autores ndo encontraram alteracdes
na expressao proteica e/ou da atividade dos complexos respiratérios da CTE.

Estudos anteriores mostraram que a selecdo do substrato energético do
miocardio é relativamente normal durante as fases iniciais de insuficiéncia cardiaca,
para manter o equilibrio dinamico influenciado pelo desenvolvimento fisiologico, que
ocorre em resposta as mudancas hormonais (insulina e leptina) (STANLEY et al.,
2005, p. 1093; RODRIGUES et al., 2011).

A funcado cardiaca depende da producédo de ATP intracelular que deriva do
metabolismo da glicose. Este metabolismo inicia com o transporte de glicose para a
célula através de transportadores: GLUT1, que mantém a captacao de glicose basal,
e 0 GLUT4, que pode ser mobilizado a partir de compartimentos intracelulares para

0 sarcolema em resposta a insulina e/ou a estimulagéo contratil, aumentando, assim,
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a captacao de glicose. Estes dois transportadores apresentam diferentes afinidades
por glicose e capacidade de transporte (FRIEHS et al., 2003; DYCK, LOPASCHUK,
2006).

Apobs entrar na célula, a glicose tem diversos destinos, podendo ser estocada
como glicogénio ou entrar no metabolismo glicolitico para producdo de energia.
Alguns estudos demonstraram que a absor¢cdo de glicose no coracdo é regulada
pela insulina via ativacdo do GLUT4 e pelo aumento da incorporacdo do
transportador de glicose no sarcolema (SLOT et al., 1991; SUN et al., 1994; YOUNG
et al., 1997).

Ao analisarmos as proteinas da cascata de sinalizacdo de insulina,
observamos que os camundongos do grupo GH aos 21 dias, apresentaram
diminuicdo no conteudo de IRB, na razao plIRS1/IRS1, PI3K, pAkt/Akt e GLUT4 e
aumento no IRS-1 e PTP1B, indicando prejuizo na via de sinalizagéo de insulina.
Porém, embora tenhamos encontrado deficiéncia na sinalizacdo de insulina, foi
observado um aumento do GLUT1 nos cardiomiocitos destes animais, mostrando
gue a captacao de glicose esta sendo realizada pela via independente de insulina.
Os casmundongos GH, aos 60 dias, apresentaram reducdo IRB, GLUT4 e o
contetdo das proteinas IRS-1, PTP1B, PI3K, pAkt/Akt foram semelhantes. Porém,
sugerimos que esta semelhanca encontrada nestas proteinas, provavelmente, esteja
ocorrendo um mecanismo compensatério na tentativa de prevenir a resisténcia a
insulina nesta idade.

Além disso, apesar do conteudo total dos transportadores de glicose nos
cardiomiécitos dos animais do GH aos 90 dias nao terem sofrido alteracéo,
observamos um menor contetdo de GLUT4 de fracdo de membrana (GLUT4-FM).
Este resultado confirma o comprometimento na via de sinalizacédo de insulina, assim
como o menor contetdo na razado pIRS1/IRS1, PI3K, pAkt/Akt e aumento no IR,
IRS-1 e PTP1B observado nestes animais. A PI3K € ativada pela ligacdo da sua
subunidade regulatéria ao IRS-1 fosforilado em tirosina (KRUSZYNSKA et al., 2002).
Portanto, uma diminuicdo na fosforilacdo de IRS-1 em residuos de tirosina poderia
explicar a ativagao diminuida de PI3K nos cardiomiécitos dos animais do grupo GH.
A PI3K ativa proteinas quinases dependentes de fosfoinositideos (PDK) que por sua
vez fosforilam a Akt (WATSON e PESSIN, 2001). O aumento de IRS-1 e PTP1B
sugere um processo compensatério dos cardiomidcitos destes animais, aumentando

0 substrato do receptor de insulina, porém ha aumento da PTP1B. A PTP1B tem
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sido descrita como uma das enzimas chave na regulagcdo negativa das vias de
transducdo do sinal de insulina por desfosforilar os residuos de IRB e IRS-1,
diminuindo a transmisséo do sinal para a translocacdo do GLUT4, resultando, como
consequéncia, em menor absorcdo de glicose, hiperglicemia, hiperinsulinemia e
aumento do indice HOMA-IR, observados nestes animais. Estes resultados
corroboram com o estudo do nosso grupo, que demonstrou a resisténcia a insulina
via PTP1B no coracdo de animais hiperalimentados (MARTINS, et al., 2008). Com
este resultado, se pode aferir que a programacdo metabodlica por reducdo de
ninhada resultou na resisténcia a insulina no coracdo dos camundongos GH.

A Proteina kinase ativada por AMP (AMPK) surgiu como um importante
regulador chave envolvido no status de energia celular, inclusive no metabolismo
energético cardiaco (ROUSSET et al.,, 2004; STANLEY et al.,, 2005). A AMPK ¢é
ativada durante o estresse metabdlico, e ndo sO ativa numerosas vias de producéo
energética, como também inibe o consumo destas vias. No coragdo, a AMPK é
como um sensor metabdlico que é ativado sob condi¢des de estresse metabdlico,
como hipoxia, ou em condicdes onde o ATP estd esgotado. E um importante
modulador do metabolismo de acidos graxos no miocéardio, acelerando a oxidagao
quando o ATP é baixo, e diminuindo a oxida¢do quando o ATP é alto. Assim sendo,
a AMPK é considerada um sensor energético, um sinalizador para baixos niveis de
energia celular e troca de substratos energéticos (HEIDRICH et al., 2010).

O coracéo tem alta demanda energética, uma vez que esta entre os 6rgaos
que consomem e produzem mais energia. Existem poucos reservatorios energéticos
cardiacos e, caso cesse a producdo de ATP, o suprimento de ATP cardiaco seria
exaurido em segundos (DYCK, LOPASCHUK., 2006). Assim, se explica a
importancia da AMPK como um regulador energético para o coracdo. A ativacdo da
AMPK resulta na estimulacdo da absorcéao de glicose, glicOlise e oxidacao de acidos
graxos quando had uma demanda metabdlica aumentada. Tal ativacdo cardiaca
também estimula a translocacgéo e a absorcdo no transporte de glicose. Além de ter
acOes sobre o metabolismo energético, ela também tem acbes importantes sobre o
processo de hipertrofia cardiaca (DYCK, LOPASCHUK, 2006).

Considerando que, neste estudo, observamos aumento da pAMPKa/AMPKa
nos cardiomidcitos dos animais do grupo GH aos 21 dias, podemos sugerir que o
aumento da taxa metabolica cardiaca pela ativagdo AMPK leva a um aumento na

producdo de acetil-CoA a partir de carboidratos, garantindo fornecimento adequado
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de substrato para a mitocondria nesta idade (KUDO et al., 1995; MUOIO et al., 1999;
COVEN et al., 2003). Entretanto, a razdo pAMPKa/AMPKa permaneceu inalterada
aos 60 e 90 dias, quando comparado com o grupo GC.

A mudanca mais notavel no perfil metabdlico dos coracdes hipertrofiados é
uma dependéncia crescente de glicose com uma redugéo global no metabolismo
oxidativo. Em modelos animais, esta mudanca € atribuida a baixa regulacdo da
promocao da expressdo génica para a oxidacdo de acidos graxos e fosforilagdo do
miocardio, a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) também promove hipertrofia
cardiaca, levando ao aumento da captacdo de glicose (KOLWICZ, TIAN, 2011).
Além disso, o aumento na dependéncia da glicose como fonte de energia, alteracdes
no metabolismo de outras vias da glicose, por exemplo, via das pentoses fosfato e
outras vias biossinteticas, também sdo mencionadas no coracao hipertrofiado. Como
podemos observar, tanto 0s nossos resultados como os ja descritos na literatura,
mostram que a hiperalimentagdo no inicio da vida, € um importante fator
responsavel pelo desenvolvimento da doenca cardiovascular, induzindo alteracées
metabdlicas e levando ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca (DYCK,
LOPASCHUK, 2006; LACERDA-MIRANDA et al. 2012).

Estudos tém mostrado que o metabolismo deficiente de substrato contribui
para a disfuncdo do miocardio e para o remodelamento ventricular esquerdo
progressivo. As vias metabdlicas podem ser reguladas através da ativacao
enzimatica via fosforilagcdo ou através da inibicdo metabdlica, contribuindo para as
diferengas nos marcadores enziméticos do metabolismo energético (STANLEY et al.,
2005).

O metabolismo energético cardiaco também foi estudado ao avaliarmos o
fluxo da via glicolitica através do conteudo protéico da hexoquinase (HKII), uma
enzima reguladora chave da via e do fluxo da respiragcdo mitocondrial pelo ciclo de
Krebs (CK), da atividade da primeira enzima que participa na descarboxilacdo do
piruvato na mitocondria PDH, (que converte o piruvato em Acetil-CoA), a primeira
enzima do ciclo de Krebs, CS (que condensa o Acetil-CoA com 0 oxalacetato) e a
LDH (marcador da via glicolitica) (CALMETTES et al., 2013).

Nossos resultados mostram uma diminuicdo da HKIl aos 21 dias e um
aumento aos 60 e 90 dias. Concomitantemente, este estudo observou que a
atividade das enzimas PDH, CS e LDH, variam com o grau da disfuncéo cardiaca

associada a idade. A maior atividade da CS e LDH nos cardiomiocitos dos animais
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do grupo GH aos 21 dias sugere existir aumento da captacao e oxidagao de glicose
e lactato nestes animais, permitindo um aumento da concentragédo de glicose a ser
oxidada, elevando ainda mais, a producdo de Acetil-CoA para ser oxidado no CK.
Além disso, a elevacéo dos niveis de insulina observada neste grupo também pode
levar a sintese de glicogénio e ao armazenamento de glicose no figado. A CS é uma
das enzimas chave na regulacdo da via metabodlica de geracdo de energia, que
catalisa a condensacao de oxaloacetato e acetil-CoA de modo a formar citrato no
Ciclo de Krebs, e tem sido amplamente utilizado como marcador metabdlico para
avaliar a capacidade oxidativa e respiratoria mitocondrial. Observamos aos 60 e 90
dias, uma acentuada diminuicdo da CS, mostrando provavelmente que o
metabolismo cardiaco esteja deficiente, resultando numa menor capacidade de
oxidacdo de carboidratos a medida em que aumenta o dano mitotocondrial e de
gordura. Este efeito pode estar associado com a reduzida atividade da LDH aos 60
dias e da PDH aos 90 dias, observada em nossos resultados. Assim, quando a
demanda de ATP é reduzida, a energia contida a partir de acetil-CoA mitocondrial
pode ser transportada para o citosol sob a forma de citrato e ser armazenada como
gordura para a sintese dos triglicerideos e acetil-CoA.

O modelo de hiperalimentacdo apresenta importantes alteragbes hormonais
(insulina, leptina) que favorecem o acumulo de glicogénio no figado (PEREIRA et al.,
2006; TREVENZOLI et al., 2010). Considerando a importancia do figado para a
modulacdo de substratos energéticos, evidenciamos que os animais do grupo GH
apresentaram maior contetdo hepatico de glicogénio aos 21 e 90 dias. Entretando,
uma reducgéo foi observada nos animais do GH aos 60 dias, comparando ao seus
respectivos controles. Como consequéncia da obesidade, também observamos,
através da analise morfolégica, infiltrado inflamatério celular no figado dos
camundongos do GH ja a partir dos 21 dias, progredindo acentuadamente até os 90
dias de vida, caracterizando um processo inflamatorio que favorece a esteatose na
idade adulta e compromete o metabolismo lipidico no figado. Tais alteragdes séo
frequentemente observadas em casos de obesidade e diabetes do tipo 2,
caracterizada por infiltracdo de gordura hepatica, que € considerada como um
marcador de diminuicdo da oxidacdo nestes tecidos, bem como nos musculos
esqueléticos de animais obesos (BROWNING, HORTON, 2004; CONCEICAO et al.,
2013).
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Interessantemente, a morfologia do coragcdo mostrou que os animais GC aos
21, 60 e 90 dias apresentaram cardiomidcitos tipicos, com estriagfes transversais e
discos intercalares, enquanto que os do GH apresentaram fibrose e desorganizacéo
dos cardiomiocitos, esteatose, infiltrado inflamatorio e acimulo de tecido adiposo
(deposicéo ectdpica de gordura), esteatose cardiaca. Resultados semelhantes foram
observados recentemente pelo nosso grupo em modelo de obesidade induzida por
dieta ocidental (NEVES et al, 2014).

Estudos realizados por SHAROQOV e colaboradores (2000), demonstraram que
a insuficiéncia cardiaca esta associada com anormalidades morfolégicas e
funcionais das mitocondrias, como hiperplasia, reducdo do tamanho das organelas e
comprometimento da integridade estrutural. Embora a etiologia das doencas
cardiovasculares seja multifatorial, muitas alteracdes estdo direta ou indiretamente
associadas com a disfuncdo mitocondrial nos cardiomiocitos (CHEN, KNOWLTON,
2010). Esta descrito na literatura que, tanto a obesidade como as doencas
cardiovasculares, estdo relacionadas a disfuncdo mitocondrial (SHAROV et al.,
2000).

Em nosso estudo, além de avaliarmos a respiracdo mitocondrial e a
sinalizacdo de insulina, estudamos adicionalmente, a morfologia ultraestrutural dos
cardiomiécitos por Microscopia Eletronica de Transmissdo aos 21, 60 e 90 dias. A
analise dos cardiomiocitos de ambos 0s grupos, mostrou um aumento de
mitocondrias danificadas nos animais hiperalimentados aos 60 e 90 dias.
Interessantemente, estes dados, reforcam o que foi observado na respirometria, ou
seja, mostram que a hipertrofia cardiaca, estd associada com varios tipos de
alteracdes na mitocdndria, uma organela vital na estrutura dos miécitos e que, varios
factores podem contribuir para o aumento da susceptibilidade do miocardio
hipertréfico, como anormalidades estruturais, que se reflete, na reducédo da oxidagao
de substratos, diminuicdo da eficiéncia cardiaca, aumento do acumulo de lipidios no
miocardio, que podem ser resultantes da disfungcdo mitocondrial (fosforilagdo
oxidativa reduzida e desacoplamento mitocondrial) observados no GH, aos 60 e 90
dias.

Além disso, esses resultados estdo de acordo com a literatura, que demonstra
a grande ocorréncia de mitocondrias com membranas danificadas e deplecdo de
matriz nas doencgas cardiovasculares (STANLEY et al, 2005). O grupo

hiperalimentado também apresentou aumento na deposi¢cdo ectdpica de lipideos no
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coracdo, pois uma vez que a oxidacdo de &cidos graxos esta diminuida nos
cardiomiécitos desse grupo, o acido graxo € armazenado no citoplasma como
goticulas lipidicas. Nossos resultados estdo de acordo com o trabalho descrito por
BIOSOI e colaboradores (2010).

Em resumo, nossos resultados indicam que o estado nutricional durante a
lactacdo é de grande importancia para o desenvolvimento adequado de sistemas
metabdlicos responsaveis pela manutencdo de estoques energéticos. Além disso,
contribuem para melhor compreensdo a respeito de como alteracbes no
metabolismo energético estabelecidas por padrdo nutricional podem contribuir para
0 prejuizo na via de sinalizacdo de insulina do miocardio e predispdem as
mitocondrias cardiacas ao estresse oxidativo, que também reduz a capacidade de
oxidacdo dos acidos graxos, e ativa o desacoplamento mitocondrial através das
proteinas UCP2, alteracbes na biogénese mitocondrial, disfuncdo cardiaca,
esteatose cardaca e outras doencas crbnicas relacionadas a obesidade.
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CONCLUSOES

Baseado nos nossos resultados podemos concluir que a hiperalimentacéo no
inicio da vida induz a obesidade em camundongos filhotes, aos 21 dias, com
aumento do depdsito de gordura e diminuicdo da sensibilidade a insulina, sem
disfuncéo mitocondrial estabelecida. Ao longo do desenvolvimento, a obesidade e a
resisténcia a insulina prevalecem com alteracbes no metabolismo energético
cardiaco caracterizado pela modificacdo da morfologia das mitocéndrias, reducao da
capacidade oxidativa e do acoplamento mitocondrial quanto a oxidacdo dos

substratos energéticos, levando a reducao da eficiéncia cardiaca na idade adulta.
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