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RESUMO

Este estudo teve por objetivo analisar as alteragdes que a desnutricdo fetal provoca na
homeostase glicémica e na capacidade aerdbia, e quais alteracdes persistem na idade adulta,
mesmo apds a realimentagdo, em modelo experimental utilizando ratos. Adicionalmente,
visou verificar a susceptibilidade de animais precocemente desnutridos aos efeitos
metabodlicos da sobrecarga de frutose. Ratas Wistar adultas (90 dias) foram alimentadas
durante a prenhez com dieta balanceada (B) - 17% proteina ou hipoproteica (H) - 6%
proteina. Imediatamente apds o nascimento, as crias do sexo masculino foram distribuidas em
grupos de acordo com o regime alimentar até o final do experimento: Balanceada: dieta B
durante todo o periodo experimental; Balanceada/Frutose: dieta B até o nascimento e dieta
rica em frutose (F) - 60% frutose até o final do experimento; Hipoproteica/Balanceada: dieta
H até o nascimento e dieta B até o final do experimento; Hipoproteica/Frutose: dieta H até o
nascimento e dieta F até o final do experimento. Realizou-se duas séries de experimentos, a
primeira observando os animais até a idade adulta (90 dias) e a segunda até a idade jovem (60
dias). Os animais foram avaliados quanto a: tolerancia a glicose (teste de tolerancia a glicose);
sensibilidade a insulina (teste de tolerancia a insulina) e capacidade aerdbia (teste da maxima
fase estdvel de lactato - MFEL). Foram também analisadas concentracdes séricas de glicose,
triglicerideos, colesterol total, LDL-C, HDL-C, 4cidos graxos livres, proteinas totais,
albumina, concentracdes de glicogénio e lipidios totais no figado; peso e concentragdo de
lipidios totais do tecido adiposo das regides mesentérica, retroperitonial e subcutinea e
metabolismo da glicose pelo musculo séleo (captacdo e oxidacdo da glicose, sintese e
concentracdo de glicogénio), em duas condi¢des: repouso e imediatamente apds sessdo tnica
de exercicio na intensidade da MFEL. Os resultados obtidos na primeira série de
experimentos demonstram que, o excesso de frutose na dieta causou prejuizo no crescimento
somdtico dos animais, independente do estado nutricional durante a vida fetal, com redugio
no peso do tecido adiposo de algumas regides e no ganho de peso corporal. As elevadas
concentracdes séricas de triglicerideos e colesterol total, constatadas nos animais que
ingeriram excesso de frutose, sdo indicadores do desenvolvimento da sindrome metabdlica.
Na segunda série de experimentos, os resultados obtidos demonstraram que a habilidade de
realizar exercicio, determinada pela carga no teste de MFEL, ndo foi influenciada pelas
diferentes dietas, assim como, as concentracdes do lactato em animais jovens ndo foi alterada
pela desnutricdo intrauterina. Contudo, a dieta rica em frutose administrada apds dieta

balanceada na fase fetal aumentou a concentragdo de lactato durante exercicio de natacdo.
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Quanto ao efeito do exercicio fisico agudo, a maioria das respostas metabolicas foi similar nos
diferentes grupos, independente da desnutricdo prévia e da sobrecarga de frutose. Nao houve
diferenca entre os grupos nos valores em repouso e nem quanto ao efeito agudo do exercicio
para captacdo e oxidacdo da glicose pelo miusculo séleo isolado. Entretanto, a sintese de
glicogénio em repouso foi maior no grupo HF do que nos demais. O exercicio fisico agudo
incrementou a sintese de glicogénio em todos os grupos, € mais uma vez, com 0S maiores
valores no grupo HF. Esses resultados indicam que a dieta rica em frutose administrada apds
desnutricdo fetal altera alguns pardmetros do metabolismo muscular da glicose em ratos
jovens. Em resumo, o excesso de frutose prejudicou o ganho de peso, alterou os lipidios
sanguineos e alguns aspectos do metabolismo da glicose em ratos. Contudo, a desnutricdo
intrauterina parece, em curto prazo, ndo exercer significativas influéncias maléficas, pois
alguns pardmetros que foram alterados aos 90 dias de recuperag@o nutricional com dieta rica
em frutose, aos 60 dias estavam normalizados. Com isto, o ideal seria conduzir estudos com
andlises destes parametros em diferentes idades, ratos jovens, ratos adultos e ratos adultos

maduros.

Palavras-chaves: desnutri¢do, dieta rica em frutose, recuperacdo nutricional, sindrome

metabdlica, perfil lipidico, capacidade aerdbia, metabolismo da glicose.
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ABSTRACT

This study aimed to analyze the alterations that the fetal malnutrition causes in the
glycemic homeostasis and in the aerobic capacity, and if this changes persist into adulthood,
after the nutritional recovery in an experimental model using rats. Additionally, it aimed to
verify the susceptibility of early malnourished animals metabolic effects of fructose overload.
Pregnant Wistar rats were fed with a balanced (B) diet or a low-protein (L) diet. After birth
and until the end of the experiment, the male offspring were distributed into four groups
according to the diet received: B: B diet during the whole experiment; balanced/fructose (BF):
B diet until birth and fructose-rich (F) diet afterwards; low protein/balanced (LB): L diet until
birth and B diet afterwards; low protein/fructose (LF): L diet until birth and F diet afterwards.
Two series of experiments were performed, in the first the animals were observed until
adulthood (90 days) and in the second, until young age (60 days). The animals were evaluated
for: glucose tolerance (glucose tolerance test), insulin sensitivity (insulin tolerance test) and
aerobic capacity (maximal lactate steady state - MLSS). Serum concentration of glucose,
triglycerides, total cholesterol, LDL-C, HDL-C, free fatty acids, total proteins and albumin,
liver glycogen and liver total lipids, weight and total lipids in adipose tissue in mesenteric,
retroperitoneal and subcutaneous regions, and glucose metabolism by soleous muscle
(glucose uptake and oxidation, glycogen concentration and synthesis) were analyzed in two
conditions: rest and after acute physical exercise in the intensity of MLSS. The results of the
first series of experiments show that early high fructose consumption impaired body weight
gain and reduced adipose tissue weight of some regions, independently of the nutritional state
during fetal life. Furthermore, high fructose ingestion from birth increased markers of
metabolic syndrome, such as serum triglycerides and total cholesterol concentrations. The
results of the second series of experiments show that the ability to performance exercise,
indicated by the load corresponding to the MLSS, was not altered by the different diets,
because the lactate kinetics in young rats was not altered by intra-uterine malnutrition.
However, the fructose-rich diet administered after a balanced diet during pregnancy increased
the blood lactate concentrations during swimming exercise. Regarding the effects of acute
physical exercise, most of the metabolic responses were similar for all groups, regardless of
the early protein malnutrition and the high fructose diet. The acute physical exercise reduced
the muscle glycogen concentrations in all groups, although the LF group showed higher
concentrations at rest. There was no difference among the groups in the values neither at rest

nor on the effect of acute physical exercise on glucose uptake and oxidation by the isolated
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soleus muscle. However, glycogen synthesis at rest was higher in the LF muscle than in the
others. Acute physical exercise increased the glycogen synthesis in all the groups, with the
highest values in the LF group. These results indicated that the fructose-rich diet administered
in rats after fetal protein malnutrition alters the muscle glucose metabolism in young rats. In
summary, excess fructose impaired body weight gain, altered blood lipids and some aspects
of glucose metabolism in rats. However, in short time, the intrauterine malnutrition does not
have significant negative influences, because the parameters that were changed after 90 days
of nutritional recovery with high-fructose diet at 60 days were standard. With this, the ideal
would be to conduct studies with analysis of these parameters at different ages, young rats,

adult rats and mature adults rats.

Key-words: malnutrition, fructose-rich diet, nutritional recovery, metabolic syndrome, lipid

profile, aerobic capacity, glucose metabolism.
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1. INTRODUCAO

A desnutri¢do, direta ou indiretamente, continua sendo o mais importante fator isolado
que afeta a satide e a produtividade de grande parte da populacdo. A transicao demogréfica e o
processo de desenvolvimento atual trouxeram uma mudanga no perfil da desnutricdo,
sobretudo na segunda metade do século 20. Isto foi especialmente acentuado nos paises em
desenvolvimento (GOPALAN, 2000). Mais recentemente, a incidéncia mundial da
desnutri¢do grave vem reduzindo. Contudo, a desnutricdo considerada “leve” ou “moderada”,
o nanismo infantil e as anemias gestacionais associadas ao baixo peso ao nascer ainda sdo
bastante prevalentes nos paises do terceiro mundo. Assim, em 2000 cerca de 15,5% das
criancas do mundo nasceram com baixo peso, com o maior indice (27,1%) no o sul da Asia.
Nos paises em desenvolvimento nascem mais de 20 milhdes de criancas por ano com baixo
peso (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2008).

Dados de 2004 mostram que a média nacional com relacio ao baixo peso ao nascer é de
8,2% (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Ja os dados de 2002-2003, de déficit ponderal para
a idade, demonstram que a média brasileira, em criancas menores de 5 anos, é de 7,0% com
maior prevaléncia (14,9%) na regido Norte rural (IBGE, 2008). Ap6s o Norte rural, as
maiores prevaléncias sdo observadas no Norte urbano (9,9%) e tanto no Nordeste rural (8,7%)
quanto no urbano (7,7%). Prevaléncias mais baixas, entre 5 e 7%, sdo verificadas entre as
criancas que vivem nas dreas urbanas ou rurais das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
(INSTITUTO BRASIELIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008).

Embora a desnutricdo continue sendo um problema das populagdes pobres,
especialmente entre mulheres e criancas dos paises em desenvolvimento, houve um
incremento na ocorréncia de doengas cronicas relacionadas a alimentacdo em adultos das
camadas sociais relativamente ‘afluentes’ nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
Como resultado, sobretudo, os paises em desenvolvimento enfrentam um duplo desafio, tendo
a desnutri¢do entre mulheres e criancas pobres num extremo e a md alimentacao entre adultos
“afluentes” no outro (UAUY et al., 1994).

H4 evidéncias de que as manifestacdes da ma nutricdo nos dois extremos do espectro
socioecondmico podem ter correlagdo etioldégica e metabdlica. Estudos indicam que a
desnutri¢do intrauterina pode “programar” os tecidos fetais tornando-os mais vulnerdveis a
desordens associadas a alimentagdo, tais como diabetes tipo 2, sindrome metabdlica e demais

doencas cronico-degenerativas na idade adulta (HALES; BARKER, 1992; BERTRAM;



HANSON, 2001; GLUCKMAN; HANSON, 2004; FERNANDEZ-TWINN et al., 2005;
STOCKER et al., 2005). Igualmente, o excesso de ingestao de frutose nos hébitos alimentares
da sociedade contemporinea tem despertado interesse de pesquisadores da drea da saudde.
Existem evidéncias clinicas e epidemioldgicas que sugerem associagdo progressiva entre
consumo de frutose, largamente empregada como adocante em refrigerantes e outros
alimentos industrializados e o desenvolvimento da sindrome metabdlica (ELLIOTT et al.,
2002; BASCIANO et al.,, 2005; NAKAGAWA et al., 2005, DHINGRA et al., 2007;
DOUARD; FERRARIS, 2008; RIZKALLA, 2010; HUANG et al., 2011). Dentre as fontes de
frutose mais utilizadas pela industria estdo a sacarose, obtida da cana de actcar no Brasil, e o
HCEFS (high corn fructose syrup) obtido do milho, principalmente nos EUA. O HCFS contém
entre 55-90% de frutose e seu consumo aumentou 1000% entre 1970 e 1990 (BASCIANO et
al., 2005). Assim, torna-se interessante verificar se organismos submetidos a desnutri¢ao
precoce seriam mais susceptiveis aos efeitos metabdlicos deletérios da sobrecarga de frutose
na alimentacao.

Por outro lado, alguns trabalhos mostraram efeitos favoraveis do exercicio cronico sobre
o crescimento linear de criancas (TORUN; VITERI, 1994) e de ratos (GALDINO et al., 2000)
desnutridos. Isso sugere que o exercicio fisico possa exercer efeitos benéficos no processo de
recuperacao nutricional. Entretanto, faltam informacdes quanto a aptidao fisica de organismos
desnutridos para a realizacdo de exercicios fisicos. Esse aspecto pode ser facilmente
verificado pela avaliacdo da capacidade aerdbia, ferramenta comumente empregada na clinica
e na avaliacdo de esportistas (HECK et al., 1985).

A avaliac@o da capacidade aerdbia é realizada por meio de procedimentos que procuram
identificar uma zona de transicdo durante o exercicio fisico a partir da qual hd mudanca de
predominincia do metabolismo aerébio para o anaerébio no fornecimento de adenosina
trifosfato para a manutencdo da atividade. Parte desses procedimentos utiliza a resposta das
concentracdes sanguineas de lactato durante o exercicio fisico, devido a fidedignidade desse
parametro bioquimico na mensuracdo da transicdo de predominancia metabdlica, permitindo
além da caracterizagdo do esfor¢o, um acompanhamento da eficiéncia do treinamento cronico
(BILLAT et al., 2003). A despeito da importancia do tema, sdo raros os estudos que se
ocuparam da avaliacdo da capacidade aerébia na desnutricio (PAPOTI et al., 2003;
VOLTARELLI et al., 2007) ou sobrecarga de frutose (MOURA et al., 2008).

Apesar das evidéncias epidemioldgicas da associagdo entre desnutricio precoce e
doencas metabdlicas/cronico-degenerativas na vida adulta, estudos longitudinais envolvendo

varidveis enddcrinas e bioquimicas em seres humanos apresentam limitacdes devido aos



fatores interferentes e ao carater invasivo de algumas andlises. Modelos animais, utilizando
condic¢des controladas, podem auxiliar na investiga¢do dessa questdo. Para isto, manipulagdes
dietéticas para desencadear caréncia proteica experimental, incluindo emprego de dietas
isocaldricas de baixo teor proteico sdo utilizadas visando explorar os mecanismos pelos quais
o metabolismo das proteinas afeta os 6rgaos em desenvolvimento (BERTRAM; HANSON,
2001).

A maioria dos trabalhos com modelos animais analisa a influéncia da desnutricio
precoce somente sobre varidveis de repouso, geralmente apds o nascimento ou desmame, e
em poucos casos ¢ feito o acompanhamento até a idade adulta. Igualmente, a recuperacio
nutricional é frequentemente realizada com dietas balanceadas e na auséncia de exercicios
fisicos (OKITOLONDA et al., 1987; LATORRACA et al., 1999; SILVA et al.,, 1999;
ALMEIDA; MELLO, 2004). Por outro lado, sinais da sindrome metabdlica sdo
desencadeados em roedores adultos pela administracdo de dietas ricas em frutose, tais como,
hipertensdo, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina (HWANG et al.,
1987; MOURA et al., 2008; RIZKALLA, 2010; GHEZZI et al., 2011). Assim, as interacdes
entre recuperacdo nutricional, dieta rica em frutose, capacidade aerdbia e exercicio fisico

compdem um interessante campo de investigacao.

1.1 Objetivos
Objetivo Geral

Uma vez que ainda sdo escassos estudos associando desnutricdo, recuperac¢io
nutricional e exercicio fisico, o presente estudo teve por objetivo analisar as alteragdes que a
desnutri¢do proteica fetal provoca na homeostase glicémica, na capacidade aerébia e na
resposta aguda ao exercicio fisico e quais alteracdes persistem na idade adulta, mesmo apds a
realimentacdo, em modelo experimental utilizando ratos. Adicionalmente, visa verificar a
susceptibilidade de animais precocemente desnutridos aos efeitos metabodlicos da sobrecarga

de frutose.

Objetivos especificos

Em ratos submetidos a restricdo proteica intrauterina e a realimentacdo com dieta
balanceada ou rica em frutose do nascimento a vida adulta, avaliar:
1. Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina;

2. Capacidade aerébia;



3. Concentragdes séricas de glicose, dcidos graxos livres, triglicerideos, colesterol total,
LDL-C, HDL-C, proteinas totais e albumina;

4, Concentracdes de glicogénio e lipidios totais no figado;

5. Peso e concentracdo de lipidios totais do tecido adiposo das regides mesentérica,
retroperitonial e subcutanea posterior;

6. Captacdo e oxidacdo de glicose, sintese e concentracdo de glicogénio no musculo
séleo isolado.

7. Respostas ao exercicio fisico agudo de natacao das varidveis citadas nos itens 3 a 6.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais
Foram utilizadas ratas adultas (90 dias), da linhagem Wistar, prenhez, mantidas em sala
com temperatura ambiente de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro, com as luzes acesas das 06:00 as 18:00 h e com livre acesso a dgua e ao alimento
durante todo o experimento. Todos os procedimentos adotados com os animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacio Animal/CEEA da Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP)", sob o protocolo n® 1487-1.

2.2 Dietas
Foram empregadas dietas isocaldricas balanceada (17% proteina), hipoproteica (6%

proteina) e rica em frutose (60% frutose), conforme composi¢do descrita na Tabela 1.

* O presente projeto foi submetido 2 Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da UNICAMP devido 2
auséncia da referida comissdo na unidade da UNESP (Instituto de Biociéncias — Rio Claro), onde o trabalho foi
desenvolvido. A Comissdo de Etica para o uso de Animais em Pesquisa do referido Instituto foi instalada
posteriormente a implementagdo do projeto.



Tabela 1: Composicao das dietas.

Componentes (g/kg) Balanceada Hipoproteica Frutose
17 %) (6%) (60%)
Caseina’ 202 71,5 202
Amido 397 480 -
Dextrina 130,5 159 -
Sacarose 100 121 27,6
Frutose - - 600
L-cistina 3 1 3
Oleo de soja 70 70 70
Mistura de sais (AIN-93GMX)' 35 35 35
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)' 10 10 10
Fibra 50 50 50
Cloridrato de colina 2,5 2,5 2,5

"De acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G) — (REEVES et al., 1993).

2 . . ~ . . .
Valores corrigidos em func¢io do contetido de proteina na caseina.

2.3 Grupos experimentais

De acordo com a dieta recebida durante a prenhez, as ratas foram separadas em dois
grupos:

e Balanceada (B): dieta contendo 17% de proteina.
® Hipoproteica (H): dieta contendo 6% de proteina.

Imediatamente apds o nascimento, 8 neonatos B e 8 neonatos H, foram pesados e
mortos para a determinacdo das concentragdes séricas de glicose, proteinas totais, e albumina
(NOGUEIRA et al., 1990) e concentragdes hepdticas de glicogénio (DUBOIS et al., 1956) e
lipidios totais (NOGUEIRA et al., 1990), visando constatar a instalagdo da desnutricdo no
grupo H. As crias do sexo masculino remanescentes foram distribuidas em quatro grupos
(n=20 por grupo) de acordo com o regime alimentar adotado até a idade adulta (90 dias). As
ninhadas foram ajustadas para que cada mie amamentasse somente 8 filhotes. No periodo de
amamentacdo (nascimento aos 21 dias), foram as mies que receberam as dietas
correspondentes:

e Balanceada (B): dieta contendo 17% de proteina durante todo o periodo experimental;
e Balanceada/frutose (BF): dieta contendo 17% de proteina até o nascimento e dieta rica em

frutose do nascimento até o final do experimento;



e Hipoproteica/Balanceada (HB): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta
com 17% de proteina do nascimento o final do experimento;
e Hipoproteica/Frutose (HF): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta rica
em frutose do nascimento até o final do experimento.

O projeto foi desenvolvido em duas séries de experimentos. Na primeira, os animais
foram mantidos até a idade adulta (90 dias) e na segunda até a idade jovem (60 dias). As
avaliacdes realizadas em cada série de experimentos estdo apresentadas no desenho

experimental nas figuras 1 e 2.

2.4 Avaliacoes prévias a morte dos animais
2.4.1 Avaliacdes gerais
Todos os animais tiveram peso corporal, comprimento corporal (naso-anal) e ingestdao

alimentar registrados uma vez por semana, a partir do desmame (21 dias).

2.4.2 Teste de tolerancia a glicose - GTT

O GTT foi realizado com os animais ao final do periodo experimental, apds 12 horas de
jejum. Uma primeira coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na extremidade da
cauda do animal (tempo 0). Em seguida, uma solugdo de glicose a 20% (2 g/kg de peso) foi
administrada aos ratos por meio de sonda géstrica de polietileno. Amostras de sangue foram
coletadas apds 30, 60 e 120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL,
visando a determinagdo das concentracdes de glicose e de insulina.

As concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método enzimatico
colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, usando Kkits comerciais (LABORLAB®) e
aquelas de insulina por radiomunoensaio, também empregando kits comerciais (SIGMA®). As
dreas sob as curva de glicose durante o teste foram calculadas (MATHEWS et al., 1990),
utilizando-se o software ORIGIN 3.5. O indice HOMA (Glicose X insulina/22,5), que avalia a

sensibilidade a insulina, foi calculado utilizando os valores de glicose e insulina em jejum.

2.4.3 Teste de tolerancia a insulina - ITT

O ITT foi realizado com os animais no estado alimentado, 48 horas apés o GTT. Uma
primeira coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na extremidade da cauda do
animal (tempo 0). Em seguida, uma solucio de insulina (LILLY®) na dose de 30 UI/100g de

peso corporal foi administrada via subcutdnea. Amostras de sangue foram coletadas apds 30,



60 e 120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a
determinacao das concentrag¢des de glicose.

As concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método enzimdtico
colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, com kit comercial. A constante de remogdo da
glicose sérica (KITT) durante o teste foi calculada (LUNDBAECK, 1962) utilizando-se o
software ORIGIN 3.5.

2.4.4 Capacidade aerobia - Teste da maxima fase estavel de lactato - MFEL

Quarenta e oito horas apds o ITT, todos os ratos foram submetidos a testes de esforco
para a identificacdo do limiar de transicdo de predominadncia dos metabolismos aerébio e
anaerdbio no exercicio de natacdo, pelo protocolo da MFEL. Com esse fim, os ratos foram
submetidos aos testes de natagdo de caracteristica retangular ap6s 10 dias de adaptagcdo ao
meio liquido, com o objetivo de reduzir o estresse frente ao exercicio fisico realizado na agua.

Em dias alternados, com intervalo minimo de 48 horas, foram aplicadas sobrecargas, por
meio de pequenas bolsas com chumbo atadas ao térax, variando entre 6,5 a 8,5% do peso
corporal. A duracdo dos testes foi de 25 minutos, com coletas de 25 ul de sangue da
extremidade da cauda a cada 5 minutos, para dosagem de lactato pelo método enzimético
(ENGEL; JONES, 1978).

O critério para determinacdo da MFEL foi a maior carga de trabalho em que a diferenca
das concentracOes sanguineas de lactato, entre o 25° e o 10° minutos de exercicio foi igual ou

inferior a 1 mmol.I"' (GOBATTO et al., 2001).

2.5 Morte dos animais e obtencio de material biologico
Ao final do experimento, metade dos animais de cada grupo foi morta em repouso por
decapitacdo, 48 horas apds a tltima avaliacdo “in vivo”. Os demais foram submetidos,
imediatamente antes da morte, a sessdo Unica de exercicio de natacdo, por 20 minutos,

suportando sobrecarga equivalente 2 MFEL.

2.5.1 Sangue

O sangue foi coletado, no momento da morte dos animais, para a separagdo do soro
visando dosagens de glicose, triglicerideos, colesterol total, LDL-C, HDL-C, 4cidos graxos
livres, protefnas totais e albumina por métodos colorimétricos utilizando kits comerciais

(LABORLAB®).



2.5.2 Tecido Adiposo

O tecido adiposo, das regides mesentérica, retroperitonial e subcutdnea posterior, foi
removido para pesagem e determinacdo das concentragdes de lipidios totais. A excisdo dos
diferentes depdsitos de gordura foi realizada de acordo com a descri¢do de Cinti (2005). As
concentracdes de lipidios nesses depositos foram determinadas pelo procedimento descrito

por Nogueira et al. (1990).

2.5.3 Figado
Amostras do figado foram retiradas para a determinacdo das concentracdes de

glicogénio (DUBOIS et al., 1956) e de lipidios totais (NOGUEIRA et al., 1990).

2.5.4 Misculo séleo

O musculo séleo da pata esquerda foi excisado com o minimo de lesdo para avaliacio
do metabolismo da glicose. Fatias longitudinais do musculo (25-35mg) foram colocadas em
frascos de cintilacdo com capacidade de 20 ml siliconizados, contendo 1,5 ml de tampao
Krebs-Ringer bicarbonato. Os frascos foram fechados com tampas de borracha, selados com
anel plastico e submetidos a 30 minutos de pré-incubacdo sob agitacdo em banho tipo
Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO, (95%/5%). Apds esse periodo, as
fatias do musculo foram transferidas para novos frascos de cintilacdo (frasco externo) em cujo
interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha (frasco interno) com uma haste
reta de aproximadamente 3 cm de comprimento que se insere nas tampas de borracha do
frasco externo.

Cada frasco externo continha 1,5 ml de tampdo Krebs-ringer e cada frasco interno,
700l de hiaminalOx. Apés 60 minutos de incubag@o nesse sistema, com gaseamento durante
os 15 primeiros minutos, foram adicionados 100ul de 4cido tricloroacético (TCA) 25% ao
frasco externo, visando a liberacdo de CO,. A preparacdo foi mantida por mais 3 horas no
sistema, porém com a fatia do musculo fora do alcance da solucdo com TCA. Decorrido esse
tempo, 200ul do liquido contido no frasco interno foram retirados para a determinacdo do
CO; produzido. A fatia de musculo imediatamente digerida em 0,5 ml de KOH para extracdo
(SJORGREEN et al., 1938) e dosagem (DUBOIS et al., 1956) do glicogénio muscular. A
temperatura na pré-incubagio e incubagio foi de 37° C.

O tampao Krebs-Ringer, base dos meios de pré-incubacio e incubagao, foi constituido

de: NaCl 0,6%, NaHCO; 0,19%, HEPES 6,64mM, KCI 0,032%, CaCl, 1,14nM, KH,PO4



0,015%, MgS0O,4 0,03%. A solucdo assim preparada foi gaseada durante 20 a 30 minutos em
0,/CO, (95%/5%) e o pH ajustado a 7,4. A esta solucdo foram adicionados 20 volumes de
albumina sérica bovina livre de gordura. Ao meio de pré-incubacio foi adicionado piruvato de
sédio para concentragdo de SmM. Ao meio de incubagdo, foi adicionada glicose (5,5mM)
contendo [U—'4C] glicose (0,25 uCi/ml), [3H] 2-deoxiglicose (2DG=0,5uCi/ml) e insulina
(100pUl/ml). Feitas as adi¢des, o pH foi ajustado a 7,4 e os meios transferidos para os frascos
que foram selados e equilibrados no banho a 37° C sob gaseamento em O,/CO, (95%/5%)
durante pelo menos 15 minutos. Fatias do mesmo miusculo foram utilizadas, com peso
semelhante aquelas incubadas, para determinac¢do da concentracao controle de glicogénio.
Foram avaliadas captacdo de glicose, utilizando-se a 2 DG como marcador, e
incorporacdo do “C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do *H da 2 DG e
do'*C da glicose, respectivamente, pelo contador de particula beta. Para a estimativa da
glicose oxidada (produc¢do de CO,), foi determinada a radioatividade do e presente no
liquido (hiamina) coletado do frasco interno do sistema de incubagdo, com o auxilio de um

contador de particulas beta.

2.6. Analise Estatistica
Para as comparagdes entre recém-nascidos utilizou-se teste t de Student’s e para as
comparacdes dos animais ao final do experimento utilizou-se Anova Two-Way, seguida de
Post-Hoc de Newman-Keuls quando necesséario. Para as comparagdes intra-grupo quanto ao

efeito agudo do exercicio fisico utilizou-se teste t de Student’s O nivel de significancia

adotado foi de 5% (p<0,05).
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Figural: Desenho experimental até os 90 dias (idade adulta)
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Figura 2: Desenho experimental até os 60 dias (idade jovem)

Dieta materna
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos encontram-se apresentados na forma de cinco Artigos Cientificos

(um de Revisdo da Literatura). Estes artigos compdem o0s cinco capitulos seguintes desta tese.

Capitulo 1: Desnutri¢do, sindrome metabdlica e exercicio fisico em modelos experimentais

utilizando ratos. Revista da Educacéo Fisica/UEM, vol. 21, n.4, p. 709-720, 2010.

Capitulo 2: Crescimento somético e perfil lipidico de ratos adultos recuperados de desnutri¢ao

proteica fetal com dieta rica em frutose. Nutrition Research, vol. 30, n.2, p. 156-162, 2010.

Capitulo 3: Capacidade aerdbia de ratos recuperados de desnutri¢do fetal com dieta rica em

frutose. Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism, vol. 35, n.4, p. 490-497, 2010.

Capitulo 4: Respostas metabdlicas ao exercicio fisico agudo em ratos jovens recuperados de
desnutrig@o proteica fetal com dieta rica em frutose. Lipids in Health and Disease, vol. 10, p.

164, 2011.

Capitulo 5: Metabolismo muscular da glicose em ratos jovens recuperados de desnutri¢do

proteica fetal com dieta rica em frutose: efeitos do exercicio fisico (submetido).
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3.1 CAPITULO 1

Desnutricdo, sindrome metabdlica e exercicio fisico em modelos experimentais
utilizando ratos. Revista da Educa¢do Fisica/UEM, v.21, n4, p. 709-720, 2010.

(publicado/ANEXO 1).

Resumo

A desnutricdo intrauterina pode tornar os tecidos fetais mais vulnerdveis a doencgas
cronicas. Igualmente, o excesso de frutose estd associado ao desenvolvimento da sindrome
metabdlica. Modelos animais podem auxiliar na investigacao destas questdes, ja que o estudo
em humanos apresenta limitagdes. Com isto, esta revisdo abordou os temas desnutricio,
sindrome metabdlica, exercicio fisico e capacidade aerébia em modelos animais. A partir da
presente revisdo pode-se concluir que, a maioria dos trabalhos verifica a influéncia da
desnutri¢do apenas em parametros de repouso, apds o nascimento ou desmame, sendo escasso
o acompanhamento até a idade adulta. Igualmente, a recuperagc@o nutricional é realizada com
dietas balanceadas. Devido ao crescente aumento da frutose na alimentacdo humana, dietas
ricas em frutose t€m sido utilizadas para mimetizar a sindrome metabdlica em modelos
animais. Com isto, intera¢des entre desnutri¢ao, recuperacdo nutricional, dieta rica em frutose,

exercicio fisico e capacidade aerdbia constituem um interessante campo de investigacao.

Palavras chaves: desnutricao, sindrome metabdlica, fatores de risco, aptidao fisica.
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Introducao

Atualmente, a desnutricdo, direta ou indiretamente, continua sendo o fator isolado mais
importante que compromete a saide e a produtividade de enorme parte da populacdo. A
transi¢do demografica e o processo de desenvolvimento atual causaram uma transformacao no
perfil da desnutricdo, especialmente na segunda metade do século 20. Isto foi notadamente
marcante nos paises em desenvolvimento (GOPALAN, 2000). Mais recentemente, houve uma
queda na incidéncia mundial da desnutricio grave. Entretanto, a desnutricdo considerada
“leve” ou “moderada”, o nanismo infantil e as anemias gestacionais associadas ao baixo peso
ao nascer ainda sdo bastante prevalentes nos paises do terceiro mundo. Assim, em 2000
aproximadamente 15,5% das criancas do mundo nasceram com baixo peso, com o maior
indice (27,1%) no sul da Asia. Nos paises em desenvolvimento, por ano, mais de 20 milhdes
de criangas nascem com baixo peso (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2008).

Dados de 2004 apontam que a média nacional com relagdo ao baixo peso ao nascer € de
8,2% (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Igualmente, os dados de 2002-2003 sobre déficit
ponderal para a idade, de criancas menores de 5 anos, comprovam que a média brasileira para
este pardmetro € de 7,0%, com maior prevaléncia (14,9%) na regidao Norte rural (IBGE,
2008). Em seguida, as maiores prevaléncias sao verificadas no Norte urbano (9,9%), Nordeste
rural (8,7%) e Nordeste urbano (7,7%). As menores prevaléncias (entre 5 e 7%) sdo
constatadas entre as criancas que residem nas dreas urbanas ou rurais das regides Sul, Sudeste
e Centro-Oeste (IBGE, 2008).

Ainda que a desnutri¢do continue sendo um problema das populacdes pobres, sobretudo,
entre mulheres e criancas dos paises em desenvolvimento, houve um acréscimo no
acontecimento de doencas cronicas relacionadas a alimentacdo em adultos das camadas
sociais ‘afluentes’ nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Como consequéncia,
principalmente, os paises em desenvolvimento enfrentam um duplo desafio, tendo a
desnutri¢do, sobretudo entre mulheres e criangas pobres num extremo e a sindrome
metabdlica entre adultos no outro (UAUY et al., 1994).

Haé evidéncias de que as manifestacdes da ma nutricdo nos dois extremos do espectro
socioecondmico podem ter correlagdo etiolégica e metabdlica. Estudos sugerem que a
desnutricdo intrauterina pode “programar” os tecidos fetais tornando-os mais propicios a
desordens associadas a alimentagdo, tais como diabetes tipo 2, sindrome metabdlica e demais
doencas cronico-degenerativas na idade adulta (BERTRAM; HANSON, 2001;
GLUCKMAN; HANSON, 2004). Igualmente, o excesso de ingestdo de frutose nos hébitos
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alimentares da sociedade contemporanea ocidental tem despertado interesse por parte de
pesquisadores da area da saide. Existem evidéncias clinicas e epidemioldgicas que sugerem
crescente associacdo entre consumo de frutose, largamente empregada como adocante em
refrigerantes e diversos alimentos e o desenvolvimento da sindrome metabdlica (ELLIOTT et
al., 2002; DHINGRA et al., 2007).

Devido ao carater invasivo de algumas andlises, estudos longitudinais em seres humanos
apresentam restricdes. Nesse sentido, modelos animais, empregando condi¢des controladas,
podem auxiliar na investigacdo sobre aspectos metabdlicos envolvendo a desnutricdo e a
sindrome metabdlica. Muitas pesquisas utilizam manipulacdes dietéticas em roedores para
desencadear os dois fendmenos. Sdo exemplos destas manipula¢des: administragdo de dietas
isocaldricas de baixo teor proteico, visando compreender os mecanismos pelos quais a
restricao proteica compromete os 6rgaos em desenvolvimento (BERTRAM; HANSON, 2001)
e administracdo de dieta rica em frutose, visando induzir hipertensdo, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina, que fazem parte do quadro da sindrome
metabdlica (HWANG et al., 1987).

Uma vez que, a desnutricdo pode desencadear desordens metabdlicas na idade adulta e
que a sobrecarga de frutose na alimentacdo tende a ocasionar sinais da sindrome metabdlica, a
interacdo dos temas suscita a hipétese de que individuos submetidos a desnutricdo precoce
seriam mais susceptiveis aos efeitos metabdlicos deletérios da sobrecarga de frutose.

Baseando-se nos efeitos benéficos do exercicio fisico para a saude, alguns trabalhos
obtiveram efeitos favoraveis do papel do exercicio cronico sobre o crescimento corporal de
criancas (TORUN; VITERI, 1994) e de ratos (GALDINO et al., 2000) desnutridos. Isso
sugere que o exercicio fisico, complementando a realimentacio, exerce efeito benéfico, no
processo de recuperag@o nutricional. Entretanto, faltam informag¢des quanto a aptidao fisica de
organismos desnutridos para a realizacdo de exercicios fisicos. Esse aspecto pode ser
facilmente verificado pela avaliacdo da capacidade aerdbia, ferramenta comumente
empregada na clinica e na avaliagdo de esportistas (HECK et al., 1985). A despeito da
importancia do tema, sdo raros os estudos que se ocuparam da avaliacdo da capacidade
aerébia na desnutricdo (PAPOTI et al., 2003; VOLTARELLI et al., 2007) ou em casos de
sobrecarga de frutose (MOURA et al., 2008). Isso seria de fundamental importancia, pois a
partir da determinagdo da capacidade aerdbia, ter-se-ia uma ferramenta adequada para a
prescri¢do de exercicios nestas enfermidades. Dessa forma, é de interesse estudar uma forma

adequada de prescricdio de exercicio fisico por meio dos limiares de transicio da
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predominincia metabdlica, para posteriormente estudar as possiveis alteracdes advindas do
treinamento fisico.

Com isto, este trabalho teve por objetivo revisar os temas desnutricdo, sindrome
metabdlica, exercicio fisico e capacidade aerébia em modelos animais. A busca dos artigos foi
realizada pelas bases de dados PUBMED e LILACS utilizando os seguintes termos:
malnutrition, metabolic syndrome, risk factors, physical fitness. Foram selecionados artigos
entre os anos de 1979 e 2009. Em algumas situacdes, utilizou-se a lista de referéncias
bibliograficas dos artigos escolhidos. A selecdo inicial foi realizada a partir dos titulos e
resumos encontrados, sendo selecionados os artigos que atendiam ao objetivo do estudo,

associando os temas: desnutricdo, sindrome metabdlica, exercicio fisico e capacidade aerdbia.

Desnutricao proteico-calérica

Apesar da prevaléncia mundial de desnutri¢ao ter diminuido nas tltimas décadas, ainda
permanece elevada. Mais de um bilh@o de pessoas no terceiro mundo sio afetadas, tornando
essa caréncia, um grave problema médico-social nesses lugares (GALDINO et al., 2001).
Entre as diversas deficiéncias que a desnutricdo pode apresentar, as caréncias proteicas e
energéticas geralmente ocorrem juntas, ainda que possa haver a predominancia de uma sobre
outra. Quando se manifestam de forma severa podem desencadear sindromes clinicas
denominadas “kwashiorkor” ou “marasmo”.

A classificagdo quantitativa mais empregada para avaliar o estado nutricional de
criancas de 1 a 4 anos € a proposta por Gomez, que prevé trés graus de desnutricdo, conforme
o déficit ponderal em relacdo a criangas eutréficas: primeiro grau ou leve - de 10 a 24%,
segundo grau ou moderada - 25 a 40% e terceiro grau ou grave - acima de 40%. O marasmo e
o kwashiorkor correspondem a desnutri¢do extrema de terceiro grau (GALDINO et al., 2001).
O kwashiorkor resulta da ingestdo insuficiente de proteinas, mesmo quando carboidratos e
gorduras estdo disponiveis em quantidades apropriadas. O marasmo decorre principalmente
da deficiéncia energética (GALDINO et al., 2001).

Na criangca (GLUCKMAN; HANSON, 2004) e em modelos animais (LATORRACA et
al., 1998a; LATORRACA et al., 1998b; LATORRACA et al., 1999; GALDINO et al., 2000,
ALMEIDA; MELLO, 2004; OLIVEIRA et al., 2008) a desnutri¢do repercute imediatamente
na dindmica do crescimento e do desenvolvimento. Com isso, a partir do momento em que as
fontes proteicas alimentares deixam de suprir as necessidades estruturais e funcionais,

desencadeia-se no organismo uma sequéncia de mecanismos de adapta¢do, com o intuito de
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conservar a homeostase bioquimica intra e extracelular. A permanéncia das condi¢des de
caréncia acaba desordenando tais mecanismos (TORUN; CHEW, 1994).

A desnutricdo proteico-calérica, em criangas, causa hipoglicemia em jejum, tanto no
kwashiorkor quanto no marasmo; intolerdncia a glicose, sobretudo no kwashiorkor; reducdo
do teor de glicogénio hepatico e muscular, assim como, alteragcdes nos processos
glicogenolitico, glicolitico, e gliconeogénico hepéticos. O kwashiorkor humano ¢é
caracteristizado pela esteatose hepética, devido ao deficiente transporte de gorduras para fora
do figado, assim como, pela elevacdo dos acidos graxos livres e pela reducdo da proteina total
plasmadtica, especialmente a custa da albumina. Estas alteragdes sdao menos evidentes no
marasmo (GALDINO et al., 2001).

Alguns estudos indicam que o exercicio fisico desempenha efeito benéfico no processo
de recuperacdo nutricional. Uma vez que, criancgas ativas, entre dois e quatro anos de idade,
que participavam de jogos, envolvendo gasto energético moderado, recuperadas de
desnutricdo em hospitais apresentaram maior massa magra e crescimento linear do que
quando realizavam apenas a rotina dos hospitais, composta de jogos sedentdrios (TORUN;
VITERI, 1994). Igualmente, apds 10 semanas de treinamento de natacdo (cinco dias na
semana, com sobrecarga de 5% do peso corporal), ratos desnutridos obtiveram melhorias no
peso corporal, glicose, insulina, proteinas totais e albumina séricas, assim como, na captagao
de glicose e producdo de glicogénio pelo musculo séleo, quando comparados com os

correspondentes sedentdrios (GALDINO et al., 2000).

Desnutricao em modelo experimental

A literatura apresenta inimeros estudos que investigaram a desnutricao no periodo pds-
desmame (DIXIT; KUANG, 1985; OKITOLONDA et al., 1987; PAPOTI et al., 2003;
VOLTARELLI et al.,, 2007). Alguns trabalhos verificaram a influéncia da desnutri¢io
intrauterina (DAHRI et al., 1995; SHEPARD et al.,, 1997, LATORRACA et al., 1998a;
LATORRACA et al., 1998b; LATORRACA et al., 1999; GALDINO et al., 2000;
ALMEIDA; MELLO, 2004), no entanto, apenas poucos destes acompanharam os efeitos
desta intervengdo até a idade adulta (LATORRACA et al., 1998b; SILVA et al.,, 1999;
GALDINO et al., 2000; ALMEIDA; MELLO, 2004).

A influéncia da desnutricio materna na homeostase glicémica da prole, ao longo da
vida, tem sido explorada experimentalmente em ratas prenhez e suas crias alimentadas no

decorrer do ciclo reprodutivo (gestacdo, lactacio e desmame) com dietas
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hipoproteicas/normocaléricas. Filhotes de mdes nutridas com dietas hipoproteicas, ao nascer
apresentam baixo peso (MELLO et al., 1987; LATORRACA et al., 1998a; LATORRACA et
al., 1998b; GALDINO et al., 2000, ALMEIDA; MELLO, 2004; OLIVEIRA et al., 2008),
hipoglicemia (MELLO et al., 1987; LATORRACA et al.,, 1998a; SILVA et al., 1999;
ALMEIDA; MELLO, 2004), hipoinsulinemia (MELLO et al., 1987; SILVA et al., 1999;
GALDINO et al., 2000; ALMEIDA; MELLO, 2004), hipoproteinemia SILVA et al., 1999;
GALDINO et al., 2000, ALMEIDA; MELLO, 2004), hipoalbuminemia (GALDINO et al.,
2000; ALMEIDA; MELLO, 2004) e elevados teores séricos de dacidos graxos livres
(LATORRACA et al., 1998a, LATORRACA et al., 1998b). A resposta insulinica de fetos
deficientes em proteina é reduzida quando ilhotas pancredticas isoladas sdo estimuladas “in
vitro” com secretagogos como glicose, leucina e arginina (DAHRI et al., 1991). Do mesmo
modo, ocorre reducio na secre¢do da insulina induzida por glicose “in vivo” (LATORRACA
et al., 1999), hiperinsulinemia e hipoalbuminemia (OLIVEIRA et al., 2008) em filhotes
recém-desmamados, cujas maes suportaram restricao proteica dietética durante a gestagdo e a
lactacdo. A secrecdo de insulina, também € significativamente menor, quando suas ilhotas sdo
estimuladas “in vitro” com glicose, leucina e arginina, comparada a ilhotas controles
(LATORRACA et al., 1999).

A desnutri¢ao intrauterina e pés-natal modifica o crescimento e a fungdo dos principais
sitios de acdo da insulina - figado, tecido adiposo e muscular. A atividade das enzimas
hepéticas envolvidas no metabolismo da glicose, igualmente, é alterada pela restricdo
proteica. Essa mudanca consiste na reduc¢do da atividade da glicoquinase e no aumento da
atividade da fosfoenolpiruvato-carboxiquinase, ocasionando aumento na produgdo e
comprometimento na utiliza¢do da glicose (GLUCKMAN; HANSON, 2004).

Outras alteracdes habituais devido a desnutric@o intrauterina sdo: reducdo no tamanho e
nimero dos adipdcitos e aumento no nimero de receptores de insulina (SHEPHERD et al.,
1997). O misculo estriado esquelético apresenta hipersensibilidade a insulina associada a
aumento nas etapas iniciais da sinalizacdo intracelular do hormonio, como fosforilacio do
complexo IRS e Akt (LATORRACA et al., 1998a) e da translocacdo de GLUT-4 (GAVETE
et al., 2005).

A recuperagdo nutricional por dieta balanceada do nascimento ou desmame até a vida
adulta ndo é habil em reverter integralmente as alteracdes prévias (OKITOLONDA et al.,
1987; DAHRI et al., 1995; SHEPHERD et al., 1997; LATORRACA et al., 1998b; SILVA et

al., 1999). Alguns trabalhos observaram normalizacdo nos parametros: insulina (DAHRI et
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al.,, 1995; LATORRACA et al., 1998b), albumina sérica, dcidos graxos livres e glicogénio
hepatico (LATORRACA et al., 1998b).

A partir do abordado, observa-se que a maioria dos trabalhos analisa os efeitos da
desnutricdo em parametros em repouso. Igualmente, a recuperagdo nutricional ¢ comumente
realizada com dietas balanceadas, o que torna instigante verificar os efeitos de outras

composicdes dietéticas na recuperacdo nutricional apés desnutrico.

Sindrome metabolica

Reaven (1988) sugeriu uma intensa associacéo entre individuos com os mesmos fatores
de risco para doencas cardiovasculares e nomeou a anormalidade de sindrome "X". Seu
denominador comum era representado pela resisténcia a insulina. Na ocasido, prop0ds cinco
caracteristicas, todas com elevado risco de doenca cardiovascular: intolerdncia a glicose,
hiperinsulinemia, aumento de triglicerideos, diminui¢do do HDL-C e hipertensdo arterial.
Entre as causas dessa doenca destacam-se distirbios metabdlicos, desnutricdo na infancia,
dificuldade de acesso a alimentagdo adequada, vida sedentdria, entre outros. Dados
epidemioldgicos indicam que a sindrome metabdlica estd relacionada ao acréscimo da
mortalidade por problemas cardiovasculares em 30 a 400%, dependendo da populagdo
estudada, da defini¢do de sindrome adotada e do tipo de estudo (KAHN et al., 2005).

Estima-se que a prevaléncia da sindrome metabdlica, nos Estados Unidos, seja de 25 a
29% da populacdo adulta e de 50-60% na populacdo acima de 60 anos. Em 2000, quase 47
milhdes de residentes neste pais apresentavam sindrome metabdlica (FORD et al., 2002).

Existem contestacoes na identificagdo da sindrome metabdlica, pois ndo ha um tnico
critério internacional com sua descricdo, originando contradi¢des nos estudos associados ao
tema. A Organizacdo Mundial da Saide (WHO, 1999) propds como defini¢do de sindrome
metabdlica, o individuo que tenha diabetes mellitus ou intolerdncia a glicose ou resisténcia a
insulina e mais dois dos critérios: razdo cintura/quadril, concentracdes de triglicerideos,
pressdo arterial e excrecdo urindria de albumina elevadas ou baixa concentragdo de HDL-C.

Outra definicdo existente € a do "National Cholesterol Evaluation Program for Adult
Treatment Panel III" (NCEP-ATP III, 2001). Para a NCEP-ATP III, a sindrome metabdlica é
caracterizada pela presenca de trés ou mais dos seguintes fatores: circunferéncia da cintura,
concentracdes sanguineas de triglicerideos e glicose, pressdo arterial elevados e HDL-C

reduzido. Uma terceira definicdo, proferida pela American Association of Clinical
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Endocrinologists (AACE), considera alguns aspectos da definicdo do NCEP-ATP III e outros
da Organiza¢do Mundial da Saude.

A definicao mais atual é da Federac@o Internacional de Diabetes (2005), que considera
como critérios: obesidade central e mais dois dos seguintes fatores de risco - diabetes ou pré-
diabetes, baixo nivel de HDL-C, triglicerideos elevados e hipertensdao. Na Tabela 1 acham-se
os valores de referéncia para o diagnéstico da sindrome metabdlica segundo as defini¢des
anteriormente abordadas.

Tabela 1: Valores de referéncia para diagnéstico da Sindrome Metaboélica segundo as

definicoes abordadas.

OMS (1999)) NCEP-ATP AACE? FID (2005)*

(2001)*

IMC (kg/m2) >30 - >25 >30
Obesidade

RCQ Homens>0,90 - - -

Mulheres>0,85

Circunferéncia - Homens>102 Homens>100 Homens>90

abdominal (cm) Mulheres>88 Mulheres>87,5 Mulheres>80
Triglicerideos (mg/dl) >150 >150 >150 >150
HDL Colesterol (mg/dl) Homens<35 Homens<40  Homens<40 Homens<40

Mulheres<39 Mulheres<50 Mulheres<50 Mulheres<50
Pressao Arterial (mmHg) >140 ou 90 >130 ou 85 >130 ou 85 >130 ou 85
Glicemia de jejum (mg/dl) >110 >110 >110 >100

Microalbuminiria (pg/min) >20 - - -

' Organizacdo Mundial da Sadde

? National Cholesterol Evaluation Program for Adult Treatment Panel 111
* American Association of Clinical Endocrinologists

* Federagio Internacional de Diabetes

IMC: indice de massa corporal; RCQ: razdo cintura quadril

Embora, ainda niao haja consenso quanto aos efeitos do exercicio fisico na sindrome
metabdlica, sdo claros os efeitos do mesmo nas patologias isoladas que compdem esta
sindrome, como obesidade, diabetes mellitus, dislipidemias e hipertensao.

Os exercicios fisicos podem aumentar cronicamente o dispéndio energético,

independentemente do custo energético direto do programa de treinamento, uma vez que,
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pode ocorrer um aumento da taxa metabdlica de repouso (POEHLMAN et al., 2002). Isto,
sabidamente, ¢ util para reducdo e controle de peso corporal em obesos.

Alguns estudos verificaram reduc@o do percentual de gordura corporal semelhante entre
exercicios aerdbios e exercicios resistidos com pesos com programas de 12 a 16 semanas de
treinamento (BRYNER et al., 1999; RICE et al., 1999). Contudo, o metabolismo de repouso,
também reduziu significativamente no grupo que realizou exercicios fisicos aerébios
(BRYNER et al., 1999).

Outro aspecto bem estabelecido é que, o risco de desenvolvimento de diabetes mellitus
estd inversamente associado a capacidade cardiorrespiratéria, com isto, quanto menor a
capacidade cardiorrespiratéria maior o risco (WEI et al., 1999). Os beneficios decorrentes da
prética regular de exercicio fisico no diabetes mellitus podem ser agudos ou cronicos. O
principal efeito consiste na redu¢do da glicemia, em funcdo do aumento da captacdo e do
metabolismo da glicose pelo organismo. Além disso, contribui na redu¢do da massa corporal,
do percentual de gordura corporal e dos niveis de colesterol total e triglicerideos, aumentando
a sensibilidade do organismo a insulina (KRISKA, 2000).

A glicose plasmdtica diminuiu significativamente em diabéticos obesos durante
exercicio em cicloergdémetro (45 minutos a 50% do VO;ns) € permaneceu reduzida durante a
recuperacdo, ao passo que nao sofreu alteracdes em relagdo aos niveis basais dos controles
obesos, e com massa corporal adequada (GIACCA et al., 1998). Esta reducdo da glicemia
pode ocorrer devido ao aumento da permeabilidade da fibra muscular a glicose, mesmo na
auséncia de insulina, em virtude do processo de contragdo (DUNSTAN et al., 1998).

Os aumentos nas concentra¢des de LDL-C e colesterol total estdo relacionados ao risco
aumentado de doencas cardiovasculares, ao contrdrio das concentracdes de HDL-C, que
atuam como um fator de protecdo para estas doencas (BEMBEN; BEMBEN, 2000). Em geral,
1% de diminuicdo nos niveis de LDL-C, esta associado com uma redugdo de 2-3% no risco de
desenvolvimento de doengas cardiacas (LEON; SANCHES, 2001).

A prética regular de exercicios fisicos pode promover efeitos cronicos no perfil lipidico,
com diminui¢cdo na concentracdo de triglicerideos, LDL-C e colesterol total (HALLE et al.,
1999), e concomitante aumento nos niveis de HDL-C (BEMBEN; BEMBEN, 2000). Outros
estudos demonstraram melhoras nos niveis de HDL-C, triglicerideos e LDL-C, como resposta
do efeito agudo do exercicio fisico (FERGUSON et al., 1998). Estas alteracdes foram
observadas em individuos sedentarios (BEMBEN; BEMBEN, 2000), fisicamente ativos
(FERGUSON et al. 1998) e pacientes diabéticos (HALLE et al., 1999).
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Existe forte associacdo entre os valores de pressao arterial e o gasto de energia habitual
(WAREHAN et.al., 2000). Um aumento de 1 ml/kg/min no VOzpic, € uma reducdo de 1 cm na
circunferéncia da cintura, ocasionou a reducdo da pressdo arterial sistélica em 1 mmHg em
exercicio fisico (BARONE et al., 2009). Do mesmo modo, o treinamento aerébio a 50 ou a
70% do VOjnsx durante 10 semanas foi igualmente eficaz na prevencdo de eventos

cardiovasculares ligados a hipertensao arterial (MARCEAU et al., 1993).

Sindrome metabdlica em modelo experimental

Uma vez que existem entraves nas pesquisas com seres humanos, modelos animais
proporcionam condi¢des mais adequadas ao estudo da sindrome metabdlica. O modelo desta
sindrome, em ratos, induzido pela ingestdo de frutose, comumente, causa hipertensao,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina (HWANG et al., 1987).

Diversos estudos demonstram que o peso corporal ndo difere entre os animais que
consumiram dieta balanceada ou rica em frutose (UENO et al., 2000; HUANG et al., 2004,
KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARD et al., 2006; RAJASEKAR; ANURADHA,
2007; ROGLANS et al., 2007; SANCHEZ et al., 2007; SHARABI et al., 2007; MOURA et
al., 2008; ORON-HERMAN et al., 2008). Em compensacdo poucas investigagdes mostram o
incremento no peso corporal (JURGENS et al., 2005; WANG et al., 2007).

Pesquisas anteriores relatam que a elevada ingestdo de frutose ocasionou intolerancia a
glicose (THORBURN et al., 1989; SHARABI et al., 2007; MOURA et al., 2008) e
hiperinsulinemia (HWANG et al., 1987, THORBURN et al., 1989; HUANG et al., 2004;
GIRARD et al., 2006, RAJASEKAR; ANURADHA; 2007; SHARABI et al., 2007; ORON-
HERMAN et al., 2008).

A literatura atual discorda quanto as alteracdes na glicemia, uma vez que em diversas
intervengdes com frutose, esta varidvel ndo apresentou modificacdes (UENO et al., 2000;
JURGENS et al., 2005; ROGLANS et al., 2007; SANCHEZ et al., 2007; MOURA et al.,
2008). No entanto, isto contrasta com outros experimentos (THORBURN et al., 1989;
KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARD et al., 2006; RAJASEKAR; ANURADHA,
2007; SHARABI et al., 2007).

Altos niveis de triglicerideos plasmadticos sdo bem conhecidos como decorréncia da
ingestdo de frutose (HWANG et al., 1987; THORBURN et al., 1989; UENO et al., 2000;
HUANG et al., 2004; KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARD et al., 2006; SANCHEZ
et al.,, 2007; RAJASEKAR; ANURADHA, 2007; ROGLANS et al., 2007; SHARABI et al.,
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2007; WANG et al., 2007; MOURA et al., 2008; ORON-HERMAN et al., 2008), uma vez
que, esta é mais lipogénica que a glicose (SANCHEZ et al., 2007). Inimeros mecanismos tém
sido propostos para explicar este fendmeno, como aumento da lipogénese hepatica e elevada
producdo de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (ELLIOTT et al., 2002).
Contudo, os efeitos da frutose no metabolismo do colesterol total ndo estdo bem investigados
(GIRARDI et al., 2006). A partir disso, a maior parte dos estudos indica que esta manipulagao
dietética incrementa os triglicerideos, ao passo que, as alteragcdes no colesterol total nio estdo
bem elucidadas, com isto, alguns estudos evidenciaram aumento no colesterol total
(KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARD et al., 2006) e outros naio (MOURA et al.,
2008).

O incremento na pressdo arterial sistolica em experimentos com dieta rica em frutose é
frequentemente relatado (SANCHEZ et al., 2007; SHARABI et al., 2007; WANG et al., 2007
ORON-HERMAN et al., 2008), o qual esta associado a mudangas metabdlicas, tais como,
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e hipertrigliceridemia (HWANG et al., 1987).

A fisiopatologia dos disttirbios metabdlicos induzidos por sobrecarga de frutose deve-se
especialmente a inibicdo da enzima fosfofrutoquinase, o que leva a inibicao da via glicolitica
(ELLIOTT et al., 2002). O incremento do consumo de frutose tem coincidido com a crescente
prevaléncia de obesidade e sindrome metabdlica nas dltimas duas décadas (ELLIOTT et al.,
2002). Este padrao alimentar causa uma resposta estressante ao figado e outros tecidos que
respondem com resisténcia a insulina e desregulacdo no metabolismo de lipidios (KELLEY;
ALLAN; AZHAR, 2004). Sanchez et al. (2007) averiguaram relacdo direta entre o incremento
caldrico da ingestdo de frutose (controle< frutosel0%< frutose60%) e o agravamento nas
caracteristicas da sindrome metabdlica.

As discrepancias com outros estudos relacionadas a induc¢do de obesidade (JURGENS et
al., 2005; WANG et al., 2007) podem estar relacionadas a linhagem dos animais utilizados e
ao tempo de exposicdo a dieta. Os periodos de administracdo da dieta propostos na literatura
variaram de duas a 13 semanas (HWANG et al., 1987; KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004,
SANCHEZ-LOZADA et al., 2007; WANG at al., 2007); muitos desses estudos utilizaram
ratos da linhagem Sprague-Dawley (HWANG et al., 1987; KELLEY; ALLAN; AZHAR,
2004; SANCHEZ-LOZADA et al.,, 2007; WANG at al.,, 2007) ou cepa SHR - ratos
espontaneamente hipertensos (GIRARD et al., 2006), sendo que os ratos Wistar parecem ter
menor susceptibilidade a este modelo experimental (CESARETTI; KOHLMANN-JR, 2005).

A andlise dos artigos anteriormente citados deixa claro que ainda ndo estdo bem

estabelecidas quais as alteracdes necessdrias para caracterizar a sindrome metabdlica em
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modelos experimentais. Contudo, as alteracdes mais frequentemente observadas sao
hipertrigliceridemia, hipertensdo, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina. Sendo menos
comuns, alteragdes no peso corporal, tecidos adiposo, glicemia e HDL-C.

A partir da exposi¢do dos temas desnutricdo e sindrome metabdlica, sendo este tltimo
induzido pela sobrecarga de frutose na dieta, torna-se interessante verificar se organismos
submetidos a desnutri¢cido precoce seriam mais susceptiveis aos efeitos metabdlicos deletérios
da sobrecarga de frutose na alimentacdo. Assim como, posteriormente tentar elucidar os

mecanismos envolvidos neste processo.

Transicio da predominincia metabdlica em animais experimentais

Como abordado anteriormente, diversos trabalhos verificaram efeitos favoraveis do
exercicio cronico no crescimento linear de criancas e de ratos desnutridos, assim como nos
diversos componentes da sindrome metabdlica. Contudo, poucas sio as informagdes quanto a
aptiddo fisica de organismos desnutridos e portadores de sindrome metabdlica para a pratica
de exercicios fisicos. Esse fato pode ser prontamente apurado pela avaliagdo da capacidade
aerébia, ferramenta frequentemente utilizada na prética clinica e na avaliacdo de esportistas
(HECK et al., 1985).

Durante o exercicio fisico, a avaliagdo da capacidade aerdbia é realizada por meio de
procedimentos que procuram identificar uma intensidade, que representa uma zona de
transi¢do, a partir da qual hd mudanca de predomindncia do metabolismo aerébio para o
anaerébio no fornecimento de adenosina trifosfato para a manutencdo da atividade. Parte
desses procedimentos utiliza a resposta das concentracdes sanguineas de lactato, devido a
fidedignidade desse pardmetro bioquimico na mensuracdo da transicio da predominincia
metabdlica, permitindo além da caracterizacdo do esforco, um acompanhamento da eficiéncia
do treinamento cronico (BILLAT et al., 2003).

A transi¢do da predominancia do metabolismo aerébio/anaer6bio em animais
experimentais pode ser determinada pela maxima fase estdvel de lactato — MFEL
(GOBATTO et al., 2001) e pelo teste de lactato minimo (VOLTARELLI et al., 2002; PRADA
et al., 2004). A MFEL ¢ definida como a concentracdo de lactato e a carga de trabalho mais
elevadas que podem ser sustentadas, durante sessdes de exercicio com cargas fixas, sem
acumulo continuo do lactato sanguineo (HECK et al., 1985; BENEKE, 2003). A carga
associada a MFEL € comumente utilizada para a prescri¢do de treinamento aerébio em atletas
(KINDERMANN; SIMON; KEUL, 1979). A determinacdo do lactato minimo abrange a

realizacdo de exercicios fisicos intensos por curto periodo de tempo para inducdo da
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hiperlactacidemia previamente a exercicios com cargas progressivas. Uma curva em forma de
“U” é conseguida com os valores de lactato e carga de trabalho durante o exercicio
incremental. O lactato minimo é equivalente ao menor valor de lactato obtido durante o
exercicio incremental (TEGTBUR et al.,, 1993; JONES; DOUST, 1998), sendo este
considerado como ponto de equilibrio entre a producio e remocao de lactato.

Gobatto et al. (2001) demonstraram que, em ratos submetidos a protocolos de natacio, a
MFEL ocorreu quando os animais exercitam-se suportando sobrecargas equivalentes a 5-6%
do peso corporal e concentracio de lactato média de 5,5 mmol/L.

Ao estimar a transicdo da predominancia metabdlica aerébia/anaerébia na natacdo pelo
teste de lactato minimo em ratos sedentdrios, Voltarelli et al. (2002) e Prada et al. (2004)
averiguaram cargas e concentragdes de lactato de 4,9 e 4,9% do peso corporal e 7,2 ¢ 7,3
mmol/L, respectivamente. A maior concentracdo de lactato constatada neste protocolo de teste
indica que o tipo de exercicio fisico empregado influencia a concentragdo deste parametro.
Porém, durante 20 minutos de exercicio na carga andloga ao limiar anaerébio, o lactato
estabilizou-se apds 5 minutos a concentragdo de 5,6 mmol/L (PRADA et al., 2004), o que se
assemelha aos valores encontrados em testes de MFEL.

Em um estudo sobre a desnutricdo proteica em ratos, a transicdo da predominancia
metabdlica, em exercicio de natacdo, estimada pelo teste de lactato minimo, ocorreu na carga
de 4,9% do peso corporal, tanto no grupo controle quanto no desnutrido e a uma concentracio
de 6,2 mmol/L de lactato sanguineo no grupo controle e de 4,2 mmol/L no grupo desnutrido
(VOLTARELLI et al., 2007). Em outro estudo, a MFEL durante a natacdo foi obtida na carga
de 5,5%, a uma concentracdo média de 5,5 mmol/L em ratos controles e 4,7 mmol/L em ratos
recuperados de desnutricio (PAPOTI et al., 2003). Os valores de lactato circulante verificados
para os ratos desnutridos (VOLTARELLI et al., 2007) e recuperados (PAPOTI et al., 2003)
foram inferiores aos dos controles, o que sugere que a restricio proteica altera as
concentracdes de lactato durante o exercicio de natacdo e que a recuperagdo nutricional ndo
repara esta condigao.

Em recente trabalho, com ratos alimentados com dieta rica em frutose Moura et al.
(2008) constataram que as concentracdes de lactato sanguineo do grupo experimental ndo
diferiu do controle; durante exercicio na intensidade da MFEL. Os dados abordados salientam
a escassez na literatura envolvendo capacidade aerdbia, tanto em organismos desnutridos,
quanto naqueles expostos a dieta rica em frutose, o que aponta para a necessidade do estudo

destas questoes.
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Consideracoes Finais

A partir do exposto nesta revisdo, pode-se constatar que, a maioria dos trabalhos analisa
a influéncia da desnutricdo somente em parametros de repouso, geralmente apds o nascimento
ou desmame, sendo restrito o acompanhamento até a idade adulta. Igualmente, a recuperacio
nutricional é realizada com dietas balanceadas e que, muitas vezes, estas ndo sao hibeis em
reverter integralmente as alteragdes prévias. Assim, seria interessante analisar a relagdo entre
desnutri¢do precoce e posterior sobrecarga de frutose na alimentacio. Igualmente verificou-se
que sdo raros os estudos que se ocuparam da avaliacdo da capacidade aerdbia na desnutricio
ou em casos de sobrecarga de frutose. Com isso, as intera¢des entre desnutricdo, recuperagao
nutricional, dieta rica em frutose, exercicio fisico e capacidade aer6bia compdem um

interessante campo de investigagao.
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3.2 CAPITULO 2

Crescimento somdtico e perfil lipidico de ratos adultos recuperados de desnutri¢do
proteica fetal com dieta rica em frutose. Nutrition Research, vol. 30, n.2, p. 156-162, 2010.
(publicado/ANEXO 2).

Resumo

O objetivo deste trabalho foi analisar o crescimento somdtico e aspectos metabdlicos
em modelo experimental utilizando ratos submetidos a desnutricdo fetal e posteriormente
recuperados com dieta rica em frutose até a idade adulta. Foram utilizadas ratas Wistar adultas
(90 dias), alimentadas durante a prenhez com dieta balanceada (B- 17% proteina) ou
hipoproteica (H- 6% proteina). Imediatamente apds o nascimento, as crias do sexo masculino
foram distribuidas em grupos de acordo com o regime alimentar até a idade adulta (90 dias):
Balanceada: dieta B durante todo o periodo experimental; Balanceada/Frutose: dieta B até o
nascimento e dieta rica em frutose (F- 60% frutose) até a idade adulta;
Hipoproteica/Balanceada: dieta H até o nascimento e dieta B até a idade adulta;
Hipoproteica/Frutose: dieta H até o nascimento e dieta F até a idade adulta. Apds o periodo de
recuperacdo nutricional, houve restauracdo das concentragdes séricas de glicose, proteinas
totais e albumina, que foram reduzidas pela desnutricio fetal, e restauracdo do glicogénio e
lipidios hepdticos, que foram aumentados pela desnutri¢do. Esta restauracdo foi independente
da dieta adotada apds o nascimento. Constatou-se que o excesso de frutose na dieta causou
prejuizo no crescimento somdtico dos animais, independente do estado nutricional durante a
vida fetal, com redug@o do peso do tecido adiposo de algumas regides e, consequentemente,
do ganho de peso corporal. Além disso, as concentracdes séricas de triglicerideos e colesterol
total elevaram-se nos animais que ingeriram excesso de frutose, sendo importantes
indicadores do desenvolvimento da sindrome metabdlica. Em resumo, o elevado consumo de
frutose prejudicou o crescimento corporal e alterou os lipideos sanguineos, independente da

desnutri¢d@o intrauterina.

Palavras chaves: desnutricdo, recuperacdo nutricional, frutose, crescimento, sindrome

metabdlica.
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Introducao

A desnutricdo continua sendo o fator isolado mais importante que, direta ou
indiretamente, afeta a saide de grande parte da populacdo. O processo de desenvolvimento
atual e a transicdo demogréfica acarretaram uma mudanca no perfil da desnutricio,
especialmente na segunda metade do século 20. Isto foi notadamente marcante nos paises em
desenvolvimento (GOPALAN, 2000). Ultimamente, a incidéncia mundial da desnutricio
grave vem reduzindo. Entretanto, nos paises do terceiro mundo, a desnutricio considerada
“leve” ou “moderada”, o nanismo infantil e as anemias gestacionais associadas ao baixo peso
ao nascer ainda sdo bastante prevalentes. Assim, em 2000, a incidéncia mundial de baixo peso
ao nascer era de aproximadamente 15,5%, com o maior indice (27,1%) no o sul da Asia. Nos
paises em desenvolvimento nascem mais de 20 milhdes de criangas por ano com baixo peso
(OMS, 2008).

Ainda que a desnutri¢do persista como um problema das populac¢des pobres, sobretudo,
entre mulheres e criancas dos paises em desenvolvimento, houve um incremento na
ocorréncia de doengas cronicas relacionadas a alimentagdo em adultos das camadas sociais
relativamente ‘afluentes’ nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Como
consequéncia, principalmente os paises em desenvolvimento encaram um duplo desafio,
tendo a desnutricdo entre mulheres e criancas pobres numa extremidade e a m4 alimentacio
entre adultos “afluentes” na outra (UAUY et al., 1994).

H4 indicios de que as manifestacdes da md nutricdo nos dois extremos do espectro
socioecondmico podem ter ligacdo etioldgica e metabdlica. Estudos demonstram que a
desnutri¢@o intrauterina pode “programar” os tecidos fetais tornando-os mais susceptiveis a
desordens associadas a alimentagdo, tais como diabetes tipo 2, sindrome metabdlica e demais
doencas crdnico-degenerativas na idade adulta (HALES; BARKER, 1992; BERTRAM;
HANSON, 2001; GLUCKMAN; HANSON, 2004).

Do mesmo modo, o abuso na ingestdo de frutose nos hébitos alimentares da sociedade
contemporanea tem instigado os pesquisadores da drea da saide. Existem evidéncias clinicas
e epidemioldgicas que sugerem associagdo progressiva entre consumo de frutose, amplamente
utilizada como adogante em refrigerantes e outros alimentos e o desenvolvimento da sindrome
metabdlica (ELLIOTT et al., 2002; NAKAGAWA et al., 2005, DHINGRA et al., 2007).

Assim, torna-se interessante investigar se organismos submetidos a desnutricdo precoce



35

seriam mais vulnerdveis aos efeitos metabdlicos deletérios da sobrecarga de frutose na
alimentacio.

Apesar das evidéncias epidemioldgicas da associacdo entre desnutricio precoce e
doencgas cronico-degenerativas na idade adulta, estudos longitudinais envolvendo varidveis
enddcrinas e bioquimicas em seres humanos apresentam limitacdes devido aos fatores
interferentes e ao carater invasivo de diversas analises. Com isso, modelos animais, utilizando
condi¢des controladas, podem contribuir na investigagcdo dessa questdo. Para isto,
manipulacdes dietéticas com dietas isocaldricas de baixo teor proteico sdo utilizadas para
desencadear caréncia proteica experimental, com o intuito de explorar os mecanismos pelos
quais o metabolismo das proteinas afeta os 6rgdos em desenvolvimento (BERTRAM;
HANSON, 2001).

A maioria dos estudos com modelos animais analisa a influéncia da desnutri¢ao precoce
somente apds o nascimento ou desmame, sendo restrito o acompanhamento até a idade adulta.
Ao mesmo tempo, a recuperacio nutricional € comumente realizada com dietas balanceadas
(OKITOLONDA et al., 1987; LATORRACA et al., 1999; SILVA et al., 1999; ALMEIDA;
MELLO, 2004). Por outro lado, sinais da sindrome metabdlica (hiperinsulinemia, hipertensao,
hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina) sdo desencadeados em roedores adultos pela
administracdo de dietas ricas em frutose (HWANG et al., 1987; MOURA et al., 2008).

Assim, as interacdes entre recuperacdo nutricional e dieta rica em frutose compdem um
interessante campo de investigagdo. Com isto, o presente estudo tem por objetivo analisar o
crescimento somdtico e aspectos metabdlicos em modelo experimental utilizando ratos
submetidos a desnutri¢do fetal e posteriormente recuperados com dieta rica em frutose até a

idade adulta.

Material e Métodos

Animais

Foram utilizadas ratas adultas (90 dias), da linhagem Wistar, prenhez, mantidas em sala
com temperatura ambiente de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro, com as luzes acesas das 06:00 as 18:00 h e com livre acesso a dgua e ao alimento
durante todo o experimento. Todos os procedimentos adotados com os animais foram
aprovados pela Comissio de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP), sob o protocolo n°® 1487-1.
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Dietas
Foram empregadas dietas isocaléricas balanceada (17% proteina), hipoproteica (6%
proteina) e rica em frutose (60% frutose), conforme composi¢ao descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Composicao das dietas.

Componentes (g/kg) Balanceada Hipoproteica Frutose
17%)" (6%)* (60%)’
Caseina® 202 71,5 202
Amido 397 480 -
Dextrina 130,5 159 -
Sacarose 100 121 27,6
Frutose - - 600
L-cistina 3 1 3
Oleo de soja 70 70 70
Mistura de sais (AIN-93GMX)! 35 35 35
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)' 10 10 10
Fibra 50 50 50
Cloridrato de colina 2,5 2,5 2,5

"De acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G) — (REEVES et al., 1993).
2De acordo com Latorraca et al. (1998).
*De acordo com Moura et al. (2008).

4 o . ~ . . .
Valores corrigidos em funcio do contetido de proteina na caseina.

Delineamento e grupos experimentais

De acordo com a dieta recebida durante a prenhez, as ratas foram separadas em dois
grupos: Balanceada (B) e Hipoproteica (H).

Imediatamente apds o nascimento, 8 neonatos B machos e 8 neonatos H machos foram
pesados e mortos para a determinacdo das concentracdes séricas de glicose, proteinas totais,
albumina (métodos colorimétricos, utilizando kits comerciais LABORLAB®) e hepaticas de
glicogénio (DUBOIS et al., 1956) e lipidios totais (NOGUEIRA et al., 1990), visando
constatar a instalacdo da desnutri¢do no grupo H. As crias do sexo masculino restantes (n=7
por grupo) foram distribuidas em quatro grupos de acordo com o regime alimentar adotado
até a idade adulta (90 dias). No periodo de amamentag¢do (nascimento aos 21 dias), as maes
que receberam as dietas correspondentes:

- Balanceada (B): dieta contendo 17% de proteina durante todo o periodo experimental;
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- Balanceada/frutose (BF): dieta contendo 17% de proteina até o nascimento e dieta rica em
frutose (60%) do nascimento até a idade adulta;

- Hipoproteica/Balanceada (HB): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta com
17% de proteina do nascimento até a idade adulta;

- Hipoproteica/Frutose (HF): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta rica em

frutose (60%) do nascimento até a idade adulta.

Avaliacoes prévias a morte dos animais
Todos os animais tiveram peso e comprimento corporal (naso-anal) e ingestao alimentar

registrados uma vez por semana do desmame (21 dias) ao final do experimento.

Teste de tolerancia a glicose - GTT

O GTT foi realizado com os animais aos 90 dias, apds 12 horas de jejum. Uma primeira
coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na extremidade da cauda do animal
(tempo 0). Em seguida, uma solucio de glicose a 20% (2 g/kg de peso) foi administrada aos
ratos por meio de sonda gastrica de polietileno. Amostras de sangue foram coletadas apds 30,
60 e 120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a
determinacao das concentracdes de glicose e de insulina.

As concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método enzimdtico
colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, usando kits comerciais (LABORLAB®) e as de
insulina por radiomunoensaio, também empregando kits comerciais (SIGMA®). As dreas sob
as curva de glicose durante o teste foi calculada (MATHEWS et al., 1990), utilizando-se o
software ORIGIN 3.5. O indice HOMA (Glicose X insulina/22,5) que avalia a sensibilidade a

insulina, foi calculado utilizando os valores de glicose e insulina em jejum.

Teste de tolerancia a insulina — ITT

O ITT foi realizado com os animais no estado alimentado, 48 horas ap6s o GTT. Uma
primeira coleta de sangue foi feita por meio de pequeno corte na extremidade da cauda do
animal (tempo 0). Em seguida, uma solucio de insulina (LILLY®) na dose de 30 UI/100g de
peso corporal foi administrada via subcutanea. Amostras de sangue foram coletadas ap6s 30,
60 e 120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a
determinacdo das concentragdes de glicose. A constante de remog¢do da glicose sérica (KITT)

durante o teste foi calculada (LUNDBAECK, 1962) utilizando-se o software ORIGIN 3.5.
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Morte dos animais e obtencio de material biologico

Ao final do experimento, os animais foram mortos em repouso por decapitagdo, 48
horas ap6s a ultima avaliacdo “in vivo”. O sangue foi coletado, imediatamente apds a morte
dos animais, para a separacdo do soro visando dosagens de glicose, triglicerideos, colesterol
total, proteinas totais e albumina por métodos colorimétricos, utilizando kits comerciais
(LABORLAB®).

O tecido adiposo das regides mesentérica, retroperitonial e subcutinea posterior foi
removido para pesagem. A excisdo dos diferentes depdsitos de gordura foi realizada de
acordo com a descricdio de Cinti (2005). Amostras do figado foram retiradas para a
determinacdo das concentracdes de lipidios totais (NOGUEIRA et al., 1990).

O misculo séleo foi excisado com o minimo de les@o para avaliacdo do metabolismo da
glicose. Fatias longitudinais do musculo (25-35mg) foram colocadas em frascos de cintilagdo
siliconizados, contendo 1,5 ml de tampdo Krebs-Ringer bicarbonato. Os frascos foram
fechados com tampas de borracha, selados com anel plastico e submetidos a 30 minutos de
pré-incubagdo sob agitagdo em banho tipo Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com
0,/CO; (95%/5%). Apds esse periodo, as fatias do musculo foram transferidas para novos
frascos de cintilagdo (frasco externo) em cujo interior foram instalados pequenos tubos em
forma de concha (frasco interno) com uma haste reta de aproximadamente 3 cm de
comprimento que se insere nas tampas de borracha do frasco externo. Cada frasco externo
continha 1,5 ml de tampao Krebs-Ringer e cada frasco interno, 700ul de hiaminalOx. Apds 60
minutos de incubagdo nesse sistema, com gaseamento durante os 15 primeiros minutos, foram
adicionados 100y de 4cido tricloroacético (TCA) 25% ao frasco externo, visando a liberacio
de CO,. A preparacdo foi mantida por mais 3 horas no sistema, porém com a fatia do muisculo
fora do alcance da solu¢do com TCA. Decorrido esse tempo, 200ul do liquido contido no
frasco interno foram retirados para a determinacdo do CO, produzido. A fatia de musculo
imediatamente digerida em 0,5 ml de KOH para extracio (SJORGREEN et al., 1938) e
dosagem (DUBOIS et al., 1956) do glicogénio muscular. A temperatura na pré-incubacio e
incubagio foi de 37° C.

Foram avaliadas a captagdo de glicose, utilizando-se a 2 DG como marcador, e
incorporacio do "C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do 3H da 2 DG e
do'*C da glicose, respectivamente. Para a estimativa da glicose oxidada (producdo de CO,),
foi determinada a radioatividade do 'C presente no liquido (hiamina) coletado do frasco

interno do sistema de incubac¢ao, com o auxilio de um contador de particulas beta.
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Analise estatistica
Para as comparagdes entre recém-nascidos utilizou-se teste t de Student’s e para as
comparacdes dos animais aos 90 dias utilizou-se Anova Two-Way, seguida de Post-Hoc de

Newman-Keuls quando necessério. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

Resultados

A Tabela 2 apresenta os dados referentes as avaliacdes dos animais recém-nascidos, nos
quais a dieta hipoproteica causou redug¢do do peso corporal, dos valores de glicose, proteinas
totais e albumina plasmatica, e incremento nos niveis de lipidios e glicogénio hepdticos.

Tabela 2: Peso corporal, parametros séricos e teciduais dos recém-nascidos.

B H
Peso corporal (g) 6,5+0,8 5,3+0,8*
Glicose (mg/dL) 8111 68+17*
Proteinas totais (g/dL) 7,6%1,8 3,7+1,3*
Albumina (g/dL) 3,36+0,19 1,31+0,19%
Glicogénio hepatico (mg/100mg) 1,99+0,56 2,50+0,26*
Lipidios hepaticos (mg/100mg) 7,7942.48 16,67+5,74*

Resultados expressos como médiatdesvio padriao de 8 animais por grupo.
B: balanceada; H: hipoproteica.
*diferenga significativa entre grupos pelo Test-t de Student (p<0,05)

A ingestdo de alimento (Figura 1A) e o ganho de comprimento corporal (Figura 1 C)
ndo sofreram influéncia das interacdes entre as dietas no periodo fetal e apds o nascimento. O
ganho de peso corporal (Figura 1B) apresentou diferenca significativa, associado a dieta
adotada no periodo de recuperagdo nutricional, pois os grupos alimentados com dieta
balanceada (B - 219,8+40,0 e HB - 237,4+45,7¢) apresentaram ganho de peso similar entre si,
mas diferiram significativamente (mostrando maior ganho de peso) dos grupos que ingeriram

dieta rica em frutose apds o nascimento (BF - 162,0+60,5 e HF - 145,3+52,3g).
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Figura 1: A: Ingestao alimentar. B: Peso corporal (linhas) e ganho de peso corporal
(barras) C: Comprimento corporal naso-anal (linhas) e ganho de comprimento corporal

(barras) dos animais do desmame (21 dias) ao final do experimento (90 dias).
Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de 7 animais por grupo. B: balanceada; BF:
balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.
Letras diferentes indicam diferenca estaticamente significativa para ganho de peso(g) pela Anova Two-Way e
Post-Hoc de Newman-Keuls (p<0,05).

A desnutricdo e a dieta apds o nascimento ndo afetaram a tolerancia a glicose, uma vez
que ndo houve diferenca entre os grupos na drea sob a curva de glicose (Figura 2A) durante o
GTT. Da mesma forma, o indice HOMA também nao apresentou diferencas entre 0s grupos
(B - 11,14£7,5; BF - 11,746,8; HB — 9,3+4,2; HF — 6,444,0), mostrando que ndo houve
resisténcia a insulina.

A Figura 2B apresenta dados de glicose e suas respectivas taxas de remogao de glicose

durante o ITT, mostrando que nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 2: A - Glicose sérica (linhas) e area sob a curva de glicose sérica (barras) durante
o Teste de Tolerancia a Glicose. B: Glicose sérica (linhas) e taxa de remocao da glicose -
KITT (barras) durante o Teste de Tolerancia a Insulina ao final do experimento (90
dias).

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 7 animais por grupo.

B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

Nota: Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

A Tabela 3 apresenta o peso do tecido adiposo de diferentes regides, onde se verifica
que o peso do tecido da regido retroperitonial foi influenciado pela dieta adota apds o
nascimento, uma vez que os grupos que ingeriram dieta rica em frutose (BF e HF)
apresentaram menores pesos de tecido adiposo nesta regido. O peso do tecido da regido
subcutanea foi menor nos grupos que ingeriram dieta rica em frutose, comparado somente
com o grupo HB.
Tabela 3: Peso do tecido adiposo (mg/100mg) de diferentes regioes anatomicas ao final

do experimento (90 dias).

B BF HB HF
Mesentérica 0,47+0,25 0,50+0,34 0,63+0,19 0,32+0,24

Retroperitonial 0,42+0,12° 0,25+0,13° 0,48+0,17 0,18+0,10°
Subcutinea 0,31+0,05®  0,30+0,10° 0,40+0,11° 0.23+0,08"

Resultados expressos como médiatdesvio padrido de 7 animais por grupo.
B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls
(p<0,05).

Como se verifica na Tabela 4 houve diferenca significativa apenas para as concentragdes
de triglicerideos e colesterol total entre os grupos que ingeriram dieta balanceada apds o

nascimento (B e HB) e os que ingeriram dieta rica em frutose (BF e HF), sendo que os

ultimos apresentaram valores superiores aos dos primeiros.
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Tabela 4: Variaveis séricas e teciduais ao final do experimento (90 dias).

B BF HB HF

Glicose (mg/dL) 85+14 10020 9217 97+18
Triglicerideos (mg/dL) 42+10° 71£18° 48+11° 69+20°
Colesterol total (mg/dL) 5342° 68+17° 57+6% 69+15°
Proteinas totais (g/dL) 5,240,2 4,8+0,4 4,9+0,3 5,0%0,3
Albumina (g/dL) 3,3+0,6 3,340,6 3,3+0,5 3,4+0,3

Acidos graxos livres (nEq/l) 1493 £231 1444 £194 1379+226 1390 + 147
Lipidios hepaticos (mg/100mg)  4,79+1,02  5,02£¢1,63  5,03+096  4,26%0,76

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 7 animais por grupo.

B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls
(p<0,05).

A Tabela 5 apresenta os dados do metabolismo da glicose no musculo séleo isolado, no
qual foram analisadas captacdo e oxidagdo da glicose, assim como sintese e concentracio de
glicogénio. Nao houve diferencga entre os grupos para nenhuma das varidveis analisadas.
Tabela 5: Captacio e oxidacio de glicose (nmol/g.h), sintese (nmol/g.h) e concentracao

(mg/100mg) de glicogénio pelo miisculo séleo isolado dos animais durante processo de

incubacio ao final do experimento (90 dias).

B BF HB HF
Captacao de glicose 2,4840,24 2,91+0,43 2,46+0,52 2,42+0,64
Oxidacao de glicose 4,1940,89 4,39+0,80 3,49+1,21 4,75+0,37
Sintese de glicogénio 0,84+0,22 0,83+0,20 0,92+0,24 0,84+0,17
Concentracao de glicogénio 0,13+0,04 0,10+0,03 0,13+0,04 0,13+0,03

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 6 animais por grupo.
B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

Nota: Nao houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05).

Discussao

A desnutricdo repercute imediatamente na dindmica do crescimento e do
desenvolvimento do organismo (LATORRACA et al., 1998a; LATORRACA et al., 1998b;
LATORRACA et al., 1999; GALDINO et al., 2000, ALMEIDA; MELLO, 2004; OLIVEIRA

et al., 2008). Aliado a isto, o incremento do consumo de frutose coincide com a crescente
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prevaléncia de obesidade e sindrome metabdlica nas duas dltimas décadas (ELLIOTT et al.,
2002). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar o crescimento somadtico e 0s
aspectos metabodlicos de ratos adultos submetidos a desnutri¢do fetal e recuperados com dieta
rica em frutose.

Os dados do presente estudo mostram a eficiéncia da dieta no periodo fetal em induzir a
desnutri¢do, uma vez que reduziu valores de peso corporal, glicemia e proteinas totais, assim
como aumentou valores de lipidios e glicogénio hepaticos. Estes dados s@o similares a
inimeros estudos, nos quais filhotes de maes alimentadas com dietas hipoproteicas, ao nascer
apresentam baixo peso (MELLO et al., 1987; LATORRACA et al., 1998a; LATORRACA et
al., 1998b; GALDINO et al., 2000, ALMEIDA; MELLO, 2004; OLIVEIRA et al., 2008),
hipoglicemia (MELLO et al., 1987; LATORRACA et al., 1998a; SILVA et al., 1999;
ALMEIDA; MELLO, 2004) e hipoproteinemia (SILVA et al., 1999; GALDINO et al., 2000,
ALMEIDA; MELLO, 2004).

A dieta rica em frutose imposta logo apds o nascimento nio influenciou a quantidade de
alimento ingerido, assim como ndo interferiu no crescimento linear dos animais, uma vez que
comprimento focinho-anus apresentou aumento similar para todos os grupos ao longo do
experimento. Estes resultados sdo similares aos de Moura et al. (2008).

Contudo, os animais que ingeriram a dieta rica em frutose, independente da dieta
adotada no periodo fetal, apresentaram menor ganho de peso corporal, assim como peso do
tecido adiposo das regides subcutanea e retroperitonial. Isto contrasta com achados anteriores,
pois geralmente ndo se observam diferencas entre este grupo e o controle (KELLEY;
ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARD et al., 2006; ROGLANS et al., 2007; SANCHEZ et al.,
2007; SHARABI et al., 2007). Em poucas investigagdes constatou-se o incremento no peso
corporal nos ratos mantidos com dieta rica em frutose (JURGENS et al., 2005). Esta redugio
do peso de tecido adiposo e consequente reducdo no ritmo de ganho de peso podem ser
reflexo da intolerancia a frutose, devido ao excesso deste nutriente na dieta, administrado
precocemente (fase neonatal).

Um aspecto que merece énfase € que na ocasido da morte dos animais, observou-se que
aqueles com grandes comprometimentos no ganho de peso apresentavam o estdmago e 0s
intestinos bastante dilatados, aparentando conter grande quantidade de gases. Sintomas como
aumento do didmetro da 4rea abdominal, dores abdominais e gases, além de vOmitos e
diarreia sdo sinais de intolerancia a frutose (CHOI et al., 2003; RAO et al., 2007), sendo que,
a ocorréncia destes sintomas esta associada a quantidade de frutose ingerida (RAO et al.,

2007). Em seres humanos, ha relatos de retardo no crescimento devido a intolerancia a frutose



44

7

(MOCK et al., 1983). Nestes casos, a restricdo da frutose na dieta é aconselhavel, o que
consequentemente reduz seus sintomas adversos (SHEPHERD et al., 2006). Contudo, ndo se
tem dados sobre prejuizo no crescimento em animais, até mesmo porque ndo hd estudos com
excesso da ingestdo de frutose administrada desde o nascimento, como no presente estudo.
Com isto, estudos adicionais sobre esta questao sao necessarios.

A desnutri¢ao fetal e posteriormente a elevada ingestdo de frutose ndo ocasionaram
intolerancia a glicose nem resisténcia periférica a insulina, ndo havendo altera¢do na resposta
glicémica apds sobrecarga de glicose e nem na captacdo periférica de glicose em resposta a
insulina, respectivamente. Da mesma forma ndo alterou a sensibilidade a insulina, conforme
determinada pelo indice HOMA. Estes achados contrariam alguns estudos anteriores
(JOYEUX-FAURE et al. 2006; SHARABI et al., 2007).

Quanto a recuperagdo nutricional, constata-se que ocorreu a restauraco das varidveis
séricas, glicose, proteinas totais e albumina, assim como, dos lipidios hepaticos. Esta
recuperacao foi independente da dieta adotada apds o nascimento, uma vez que nao houve
diferencas entre os grupos. Isto esta de acordo com alguns trabalhos que utilizaram dieta
balanceada e observaram normalizag@o nos parametros: glicose (OKITOLONDA et al., 1987;
DAHRI et al., 1995; LATORRACA et al., 1998b; SILVA et al., 1999), insulina (DAHRI et
al., 1995; SILVA et al., 1999), proteinas totais (SILVA et al., 1999), albumina sérica, dcidos
graxos livres (LATORRACA et al.,, 1998b; SILVA et al.,, 1999) e glicogénio hepdtico
(OKITOLONDA et al., 1987; LATORRACA et al., 1998b; SILVA et al., 1999). Por outro
lado, em alguns destes mesmos trabalhos a recuperagcdo nutricional ndo foi eficiente em
restaurar integralmente as concentracdes de insulina (OKITOLONDA et al., 1987;
LATORRACA et al., 1998b) e proteinas totais séricas (OKITOLONDA et al., 1987).

Quando as demais varidveis bioquimicas sao analisadas, verifica-se que os valores de
triglicerideos e colesterol total foram elevados nos grupos que ingeriram dieta rica em frutose,
independente de desnutri¢do prévia.

A literatura tem evidenciado que a dieta rica em frutose, em seres humanos e animais de
laboratério, induz uma resposta estressante ao figado e outros tecidos, e com isso pode
comprometer o metabolismo de carboidratos e lipidios (KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004).
Por essa razdo, induz alguns sinais da sindrome metabdlica. Sanchez et al (2007) verificaram
relacdo direta entre o incremento caldrico da ingestdo de frutose (controle< frutosel0%<
frutose60%) e a acentuagdo nas caracteristicas da sindrome metabdlica. O risco de

desenvolvimento de diabetes tipo 2, aterosclerose e demais doencas cardiovasculares sio
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maiores com o aumento dos vdrios componentes desta sindrome (REAVEN et al., 1988;
SANCHEZ et al., 2007).

O modelo experimental de sindrome metabdlica em ratos induzido pela ingestdo de
elevado teor de frutose apresenta hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina
e hipertensdio (HWANG et al., 1987), independente da administracdo de frutose ser efetuada
na dgua ou na racdo (SANCHEZ et al., 2007). Dessa forma, o modelo desenvolve a sindrome
de resisténcia a insulina com perfil metabdlico muito similar ao da sindrome metabdlica
humana (HWANG et al., 1987).

As modificagdes na glicemia basal causadas pela sobrecarga de frutose sdo bastante
divergentes na literatura atual, uma vez que em diversos experimentos, esta varidvel ndo
apresentou alteragdes (JURGENS et al., 2005; JOYEUX-FAURE et al., 2006; ROGLANS et
al., 2007; SANCHEZ et al., 2007), enquanto que em outras intervengdes, mostrou-se elevada
(KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004, SHARABI et al., 2007).

A elevagdo nas concentracdes de triglicerideos, determinada pelo excesso de frutose,
constatada neste trabalho é quase unanimidade, nos mais diferentes estudos descritos na
literatura (HWANG et al., 1987, KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARD et al., 2006;
ROGLANS et al., 2007, SANCHEZ et al., 2007; SHARABI et al., 2007). Em alguns destes,
modificacdes nas concentragdes de triglicerideos também foram observadas no figado
(GIRARDI et al., 2006; ROGLANS et al., 2007). Isto se deve ao fato da frutose ser mais
lipogénica que a glicose (SANCHEZ et al., 2007). O aumento da lipogénese hepdtica e
elevada produgdo de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) sao alguns dos
mecanismos apontados para explicar este fendmeno (ELLIOTT et al., 2002).

Igualmente ao presente experimento, além dos triglicerideos, tem-se evidenciado
incremento no colesterol total em consequéncia da ingestdo excessiva de frutose (KELLEY;
ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARDI et al., 2006). Entretanto, os efeitos da frutose no
metabolismo do colesterol total ndo estdo bem conhecidos (GIRARD et al., 2006).

A fisiopatologia dos distirbios metabdlicos induzidos por sobrecarga de frutose na dieta
deve-se principalmente a inibicdo da enzima fosfofrutoquinase, o que leva a inibi¢cdo da via
glicolitica. Contudo, ratos Wistar parecem ser menos susceptiveis a este agravo do que
animais da cepa SHR - ratos espontaneamente hipertensos (ELLIOTT et al., 2002).

As contradigdes constatadas entre o presente estudo e os experimentos citados na
literatura podem ser devidas aos periodos de suplementagdo que oscilam de 2 a 13 semanas.
Além disto, nenhum destes trabalhos administrou frutose desde o nascimento e/ou apds

desnutri¢do intrauterina, fato que destaca a relevancia do presente estudo.
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A partir dos dados obtidos, pode-se constatar que o excesso de frutose na dieta causou
prejuizo no crescimento somatico dos animais, independente do estado nutricional durante a
vida fetal, com reducdo no peso do tecido adiposo de algumas regides e no ganho de peso
corporal. Além disso, as elevadas concentracdes séricas de triglicerideos e colesterol total,
constatadas nos animais que ingeriram excesso de frutose, s@o indicadores do
desenvolvimento da sindrome metabdlica. Esses dados apontam a necessidade de novos
experimentos, visando elucidar questdes ainda obscuras sobre os efeitos da sobrecarga de
frutose como determinante da intolerdncia a mesma e de sinais da sindrome metabdlica em

ratos Wistar, em diferentes idades e periodos de administracao.
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3.3 CAPITULO 3

Capacidade aerébia de ratos recuperados de desnutricdo fetal com dieta rica em
frutose. Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism vol. 35, n.4, p. 490-497, 2010.
(publicado/ANEXO 3).

Resumo

O objetivo deste trabalho foi analisar a capacidade aerébia de ratos jovens submetidos a
desnutri¢do fetal e recuperados com dieta rica em frutose. Foram utilizadas ratas Wistar
adultas, alimentadas durante a gestacdo com dieta balanceada (B- 17% proteina) ou
hipoproteica (H- 6% proteina). Apds o nascimento, as crias foram distribuidas em grupos de
acordo com o regime alimentar até os 60 dias: balanceada (B): dieta B durante todo o periodo
experimental; balanceada/frutose (BF): dieta B até o nascimento e dieta rica em frutose (F) -
60% frutose - até os 60 dias; hipoproteica/balanceada (HB): dieta H até o nascimento e dieta
B até os 60 dias; hipoproteica/frutose (HF): dieta H até o nascimento e dieta F até os 60 dias.
Os animais foram avaliados quanto ao: peso corporal, capacidade aerdbia pela determinagdo
da maxima fase estdvel de lactato (MFEL), concentracdes séricas de glicose, proteinas totais,
albumina, concentragdes de glicogénio e lipidios totais no figado. Ao nascimento, confirmou-
se o quadro de desnutri¢do com baixos valores de peso corporal, glicose e proteinas totais e
altos niveis de glicogénio e lipidios hepdticos, os quais foram restabelecidos ao final do
experimento, independentemente da dieta adotada. Constatou-se que o excesso de frutose
causou prejuizo no crescimento somatico dos animais, sobretudo no grupo BF. Nao houve
diferengas entre os grupos na carga referente a MFEL (B - 7,5+0,5; BF - 7,4+0,6; HB -
7,7£0,4 e HF - 7,7+0,6 % em relacdo ao peso corporal). Contudo, o grupo BF (4,8+0,9
mmol.1™") apresentou maiores concentragdes de lactato na carga correspondente a MFEL (B -
3,2+0,9; HB - 3,440,9 e HF - 3,2+1,0 mmol.1™"). A partir disto, os resultados indicam que o
desempenho em ratos jovens durante exercicio nao foi alterado pela desnutri¢do intrauterina,
contudo a elevada ingestdo de frutose ap6s dieta balanceada na fase fetal incrementou a

concentracdo de lactato sanguineo durante o exercicio de natagao em ratos.

Palavras chaves: desnutri¢do, recuperacdo nutricional, frutose, capacidade aerdbia, lactato

sanguineo, mdxima fase estdvel de lactato.
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Introducao

A transicdo demografica e o processo de desenvolvimento econdmico atual trouxeram
uma mudanca no perfil da desnutricdo, sobretudo na segunda metade do século 20. Isto foi
especialmente acentuado nos paises em desenvolvimento (GOPALAN, 2000). Mais
recentemente, a incidéncia mundial da desnutricio grave vem reduzindo. Contudo, a
desnutri¢do considerada “leve” ou “moderada”, o nanismo infantil e as anemias gestacionais
associadas ao baixo peso ao nascer ainda sdo bastante prevalentes nos paises do terceiro
mundo. Nos paises em desenvolvimento nascem mais de 20 milhdes de criangas por ano com
baixo peso. Em 2000 cerca de 15,5% das criangas do mundo nasceram com baixo peso, com o
maior fndice (27,1%) no o sul da Asia (WHO, 2008).

A desnutricdo intrauterina pode ‘“programar” os tecidos fetais tornando-os mais
vulnerdveis a desordens associadas a alimentacdo, tais como diabetes tipo 2, sindrome
metabdlica e demais doencas cronico-degenerativas na idade adulta (HALES; BARKER,
1992; BERTRAM; HANSON, 2001; GLUCKMAN; HANSON, 2004; FERNANDEZ-
TWINN et al., 2005). H4 evidéncias clinicas e epidemioldgicas que indicam a crescente
associacdo entre consumo de frutose, largamente empregada como adogante em refrigerantes
e outros alimentos e o desenvolvimento da sindrome metabdlica (ELLIOTT et al., 2002;
NAKAGAWA et al., 2005, DHINGRA et al., 2007). Com isto, torna-se interessante verificar
se a sobrecarga de frutose na alimentacdo pode ser mais prejudicial para organismos
submetidos a desnutri¢io precoce.

Por outro lado, alguns trabalhos mostraram efeitos favordveis do exercicio cronico sobre
o crescimento linear de criancas (TORUN; VITERI, 1994) e de ratos (GALDINO et al., 2000)
desnutridos. Isso sugere que o exercicio fisico pode exercer efeitos benéficos no processo de
recuperacdo nutricional. Entretanto, faltam informacgdes quanto a aptiddo fisica de organismos
desnutridos para a realizagdo de exercicios fisicos. Esse aspecto pode ser facilmente
verificado pela avaliacdo da capacidade aerdbia, ferramenta comumente empregada na clinica
e na avaliacdo de esportistas (HECK et al., 1985).

A avaliac@o da capacidade aerdbia € realizada por meio de procedimentos que procuram
identificar uma zona de transicdo durante o exercicio a partir da qual hd mudanca de
predominincia do metabolismo aerébio para o anaerébio no fornecimento de adenosina
trifosfato para a manutengao da atividade. Parte desses procedimentos utiliza-se a resposta das
concentracdes sanguineas de lactato durante o exercicio, devido a fidedignidade desse

pardmetro bioquimico na mensuracdo da transicdo metabdlica, permitindo além da
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caracterizacdo do esfor¢co, um acompanhamento da eficiéncia do treinamento cronico
(BILLAT et al., 2003). A despeito da importancia do tema, sdo raros os estudos que se
ocuparam da avaliacdo da capacidade aerébia na desnutricio (PAPOTI et al., 2003;
VOLTARELLI et al., 2007) ou sobrecarga de frutose (MOURA et al., 2008). A determinacao
da capacidade aerdbia pode providenciar uma adequada ferramenta para prescricio de
exercicio na desnutricdo e na sindrome metabdlica. Com isto, € interessante estudar uma
prescri¢c@o apropriada pela determinagdo dos limiares de transi¢do metabdlica, com o objetivo
de determinar os possiveis efeitos benéficos do treinamento fisico durante a reabilitacdo
nutricional.

Apesar das evidéncias epidemioldgicas da associagdo entre desnutricdo precoce e
doencas metabdlicas/cronico-degenerativas na vida adulta, estudos longitudinais em seres
humanos que analisam varidveis enddcrinas e bioquimicas apresentam limitacdes devido aos
fatores interferentes e ao cardter invasivo de alguns procedimentos. Modelos animais,
utilizando condicdes controladas, podem auxiliar na investigacdo dessa questdo. Para isto,
dietas isocaldéricas de baixo teor proteico sdo utilizadas para ocasionar caréncia proteica
experimental (LATORRACA et al., 1998b; GALDINO et al., 2000), visando explorar os
mecanismos pelos quais o metabolismo das proteinas afeta os 6rgdos em desenvolvimento
(BERTRAM; HANSON, 2001).

A maioria dos trabalhos com modelos animais avalia a influéncia da desnutricdo
precoce somente sobre varidveis de repouso, geralmente apds o nascimento ou desmame.
Igualmente, a recuperagdo nutricional é frequentemente realizada com dietas balanceadas e na
auséncia de exercicios fisicos (OKITOLONDA et al., 1987; LATORRACA et al., 1999). Por
outro lado, sinais da sindrome metabdlica sdo desencadeados em roedores adultos pela
administracdo de dietas ricas em frutose (HWANG et al., 1987, MOURA et al., 2008). A
partir disso, as interacdes entre recuperacdo nutricional, dieta rica em frutose e capacidade
aerébia compdem um interessante campo de investigacdo. Com isto, este estudo teve por
objetivo avaliar a capacidade aerébia de ratos submetidos a desnutri¢do fetal e posteriormente

recuperados com dieta rica em frutose até os 60 dias.

Material e Métodos

Animais

Foram utilizadas ratas adultas (90 dias), da linhagem Wistar, prenhez, mantidas em sala

com temperatura ambiente de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
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escuro, com as luzes acesas das 06:00 as 18:00h e com livre acesso a dgua e ao alimento
durante todo o experimento. Todos os animais tiveram peso corporal registrado uma vez por
semana. Os procedimentos adotados com os animais foram aprovados pela Comissio de Etica
na Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), sob o
protocolo n°® 1487-1.

Dietas
Foram empregadas dietas isocaléricas balanceada (17% proteina), hipoproteica (6%
proteina) e rica em frutose (60% frutose), conforme composi¢ao descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Composicao das dietas.

Componentes (g/kg) Balanceada Hipoproteica Frutose
(17%)" (6%)’ (60%)
Caseina’ 202 71,5 202
Amido 397 480 -
Dextrina 130,5 159 -
Sacarose 100 121 27,6
Frutose - - 600
L-cistina 3 1 3
Oleo de soja 70 70 70
Mistura de sais (AIN-93GMX)" 35 35 35
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)' 10 10 10
Fibra 50 50 50
Cloridrato de colina 2,5 2,5 2,5

"De acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G) — (REEVES et al., 1993).
2De acordo com Latorraca et al. (1998b).

3 .. ~ / z z
Valores corrigidos em funcio do contetido de proteina na caseina.

Delineamento e grupos experimentais

De acordo com a dieta recebida durante a gestacdo, as ratas foram separadas em dois
grupos: Balanceada (B) e Hipoproteica (H).

Imediatamente apds o nascimento, 7 neonatos B machos e 7 neonatos H machos, foram
pesados e mortos para a determinagdo das concentragdes séricas de glicose, proteinas totais,
albumina (métodos colorimétricos, utilizando kits comerciais LABORLAB®, Guarulhos,

Brasil) e hepaticas de glicogénio (DUBOIS et al., 1956) e lipidios totais (NOGUEIRA et al.,
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1990), visando constatar a instalagdo da desnutricdo no grupo H. Este modelo experimental
frequentemente causa desnutri¢do severa (LATORRACA et al., 1998a; LATORRACA et al.,
1998b; GALDINO et al., 2000). As crias do sexo masculino restantes foram distribuidas em
quatro grupos (n=10 por grupo) de acordo com o regime alimentar adotado até o final do
experimento (60 dias). No periodo de amamentacdo (nascimento aos 21 dias), as mées que
receberam as dietas correspondentes:

- Balanceada (B): dieta contendo 17% de proteina durante todo o periodo experimental;

- Balanceada/frutose (BF): dieta contendo 17% de proteina até o nascimento e dieta rica em
frutose (60%) do nascimento até os 60 dias;

- Hipoproteica/Balanceada (HB): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta com
17% de proteina do nascimento até os 60 dias;

- Hipoproteica/Frutose (HF): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta rica em

frutose (60%) do nascimento até os 60 dias.

Avaliacao da capacidade aerdbia — Teste da Maxima Fase Estavel de Lactato - MFEL

Inicialmente os animais foram adaptados ao meio liquido, durante 10 dias, com o
objetivo de reduzir o estresse frente ao exercicio fisico realizado na dgua. A adaptagdo
comecou com 5, 10 e 15 minutos em dgua rasa, passando a 5, 10, 15 minutos em 4gua
profunda, e posteriormente 5 minutos com bolsinha atada ao térax e 5, 10 e 15 minutos com
bolsinha atada ao térax e sobrecarga de 3% do peso corporal. A temperatura da dgua foi
sempre mantida a 31+1°C.

Todos os ratos foram submetidos a testes de esforco para a identificacdo do limiar de
transicdo de predominancia metabdlica entre os metabolismos aerébio e anaerébio no
exercicio de natagdo, pelo protocolo da MFEL. Com esse fim, os ratos foram submetidos aos
testes de natac@o de caracteristica retangular. Em dias alternados, com intervalo minimo de 48
horas, foram aplicadas sobrecargas, por meio de pequenas bolsinhas com chumbo atadas ao
térax que variaram entre 6,5 a 8,5% do peso corporal. A duragado dos testes foi de 25 minutos,
com coletas de 25 ul de sangue da extremidade da cauda a cada 5 minutos, para dosagem de
lactato pelo método enzimdtico (ENGEL; JONES, 1978).

O critério para determinagdo da MFEL foi a maior carga de trabalho em que a diferenca
das concentragdes sanguineas de lactato, entre o 25° e o 10° minutos de exercicio foi igual ou

inferior a 1 mmol.I"! (GOBATTO et al., 2001).

Morte dos animais e obtencio de material biologico
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Ao final do experimento, os ratos foram mortos em repouso por decapitacdo, 48 horas
ap6s a ultima avaliacdo “in vivo”. O sangue foi coletado, imediatamente apds a morte dos
animais, para a separacdo do soro visando dosagens de glicose, proteinas totais e albumina
por métodos colorimétricos, utilizando kits comerciais (LABORLAB®, Guarulhos, Brasil).
Amostras do figado foram retiradas para a determinacdo das concentracdes de glicogénio

(DUBQOIS et al., 1956) e de lipidios totais (NOGUEIRA et al., 1990).

Analise estatistica
Para as comparacdes entre recém-nascidos utilizou-se teste t de Student’s e para as
comparacdes dos animais aos 60 dias utilizou-se ANOVA Two-Way, seguida de post-hoc de

Newman-Keuls, quando necessario. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

Resultados

A Tabela 2 apresenta os dados referentes as avaliacdes dos animais recém-nascidos, nos
quais a dieta hipoproteica reduziu o peso corporal, os valores de glicose, proteinas totais e
albumina sérica, e aumentou os niveis de lipidios e glicogénio hepaticos.

Tabela 2: Peso corporal e parimetros séricos e teciduais dos recém-nascidos.

B H
Peso corporal (g) 6,48+0,83 5,30+0,79*
Glicose (mg/dL) 83+10 70£17%*
Proteinas Totais (g/dL) 7,8%1,9 4,2+1,8%
Albumina (g/dL) 3,37+0,19 1,33+0,19*
Glicogénio hepatico (mg/100mg) 2,02 +£0,59 2,46 +£0,22*
Lipidios hepaticos (mg/100mg) 7,12 + 1,69 17,74 £5,46*

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 7 animais por grupo.
B: balanceada; H: hipoproteica.

*diferenga significativa entre grupos pelo Test-t de Student (p<0,05)

O ganho de peso corporal (Figura 1) apresentou diferenga significativa, associado a
dieta adotada no periodo fetal e na recuperagdo nutricional, pois todos 0s grupos apresentaram
diferencas significativas entre si. Contudo, a interacdo entre dieta balanceada no periodo fetal
e rica em frutose apds o nascimento parece ser a mais prejudicial, uma vez que o grupo BF
apresentou menor ganho de peso (BF - 103,4+28,8g) comparado aos demais grupos (B -

162,3+26,1; HB - 186,1+27,8 ¢ HF - 134,2+21,4g).
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Figura 1: Peso corporal (linhas) e ganho de peso corporal (barras) dos animais do

desmame (21 dias) ao final do experimento (60 dias).

Resultados expressos como média+desvio padrio de 10 animais por grupo.

B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

Letras diferentes indicam diferenca estaticamente significativa. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls

(p<0,05).

A Figura 2 exemplifica as concentracdes de lactato sanguineo durante teste para a

determinacdo da MFEL em um animal de cada grupo estudado. Neste exemplo, os animais

dos grupos B e BF obtiveram a MFEL na carga de 7%, e os animais dos grupos HB e HF na

carga de 7,5% em relacdo ao peso corporal.
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Figura 2: Concentracio de lactato sanguineo de um animal de cada grupo, a titulo de

exemplo, durante teste para a determinacio da maxima fase estavel de lactato aos 60

dias. B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.



57

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na carga (B - 7,5+0,5; BF - 7,4+0,6;
HB - 7,7£0,4 e HF - 7,7+0,6 % em relacdo ao peso corporal) correspondente a maxima fase
estdvel de lactato.

A Figura 3 mostra a concentracdo do lactato durante exercicio de natacdo na carga
correspondente a mdxima fase estdvel de lactato, onde se observa diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo BF (valores maiores) e os demais aos 10, 15, 20 e 25 minutos na

lacticemia de estabilizagdo do teste.
Lactato sanguineo

6.0 -
5.5 4
5.0 1
4,5 1
4,0 1
3.5 1
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0.0
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Figura 3: Concentracio do lactato (mmol.L™") durante exercicio de nataciio na carga

correspondente a maxima fase estavel de lactato (MFEL) aos 60 dias.
Resultados expressos como média+desvio padrdo de 10 animais por grupo.
B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

a: diferenca significativa (p<0,05) entre BF e demais grupos.

A Tabela 3 apresenta os parametros séricos e teciduais dos animais ao final do
experimento, na qual se verifica que houve diferenga estatisticamente significativa apenas
para as concentracdes de glicose no grupo que ingeriu dieta rica em frutose apds desnutri¢io
intrauterina (HF), comparada com os que ingeriram dieta balanceada na fase pré-natal (B e

BF), com os ultimos apresentando valores superiores ao primeiro.
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Tabela 3: Parametros séricos e teciduais dos animais ao final do experimento (60 dias).

B BF HB HF
Glicose (mg/dL) 107+15 110£9° 10619 83+25"
Proteinas Totais (g/dL) 5540,1°  56+0,1°  5,5+0,3"  5,8+0,2"
Albumina (g/dL) 3,9+0,3 3,8+0,2 4,240,3 4,1%0,6

Glicogénio hepatico (mg/100mg)  5,60+1,50  5,28+1,63  5,26+0,99  5,94+1,44
Lipidios hepaticos (mg/100mg)  5,48+1,39  7,89+299  6,71£1,36  6,28+2,28

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 10 animais por grupo.
B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls

(p<0,05).

Discussao

Os dados deste estudo demonstram a eficacia da dieta hipoproteica no periodo fetal em
ocasionar desnutri¢do, pois reduziu o peso corporal, glicemia, albumina e proteinas totais, da
mesma forma que, aumentou os lipidios e glicogénio hepéticos. Estes dados sdo semelhantes
a diversos estudos, nos quais filhotes de maes mantidas com dieta hipoproteica, ao nascer
apresentam baixo peso (MELLO et al., 1987; LATORRACA et al., 1998a; LATORRACA et
al., 1998b; GALDINO et al., 2000), hipoglicemia (MELLO et al., 1987; LATORRACA et al.,
1998a) e hipoproteinemia (GALDINO et al., 2000).

Os animais que ingeriram a dieta rica em frutose, sobretudo, os que receberam dieta
balanceada no periodo fetal (BF), apresentaram menor ganho de peso corporal. Isto contrasta
com achados anteriores, pois geralmente ndo se observam diferencas entre este grupo e o
controle (KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004, GIRARD et al., 2006, ROGLANS et al., 2007,
SANCHEZ et al., 2007, SHARABI et al., 2007). Esta reducido no ritmo de ganho de peso
pode ser reflexo de intolerancia a frutose, devido ao excesso deste nutriente na dieta,
administrado precocemente (fase neonatal).

Um fato que merece destaque é que no momento da morte, verificou-se que os animais
com maiores comprometimentos no ganho de peso estavam com o estdmago e 0s intestinos
dilatados, contendo grande quantidade de gases. Sintomas como, aumento do didmetro da 4rea
abdominal, dores abdominais e gases, além de vOmitos e diarreia sdo sinais de intolerdncia a
frutose (CHOI et al., 2003; RAO et al., 2007), sendo que, a ocorréncia destes sintomas esta

relacionada a quantidade de frutose consumida (RAO et al., 2007). H4 relatos de retardo no
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crescimento, em seres humanos, devido a intolerancia a frutose (MOCK et al., 1983). Nestas
ocasides, os sintomas adversos sdo amenizados pela restricdio da frutose na dieta
(SHEPHERD et al., 2006). No entanto, ndo se tem dados sobre prejuizo no crescimento em
animais, uma vez que nao h4 estudos com excesso da ingestdo de frutose administrada desde
0 nascimento, como no presente estudo. Desta forma, s@o necessarios estudos adicionais sobre
este tema.

No que se refere a recuperagcdo nutricional, ndo houve diferengas entre os grupos em
grande parte dos parametros analisados. Ocorreu recuperacdo das varidveis séricas albumina e
proteinas totais, assim como das varidveis teciduais, glicogénio e lipidios hepaticos, tanto no
grupo que consumiu dieta balanceada, quanto no que ingeriu excesso de frutose. Estes dados
vao ao encontro de alguns trabalhos que utilizaram dieta balanceada e obtiveram
normalizacdo nos parametros: glicose (OKITOLONDA et al., 1987; DAHRI et al., 1995;
LATORRACA et al., 1998b), proteinas totais (SILVA et al., 1999), albumina sérica, adcidos
graxos livres (LATORRACA et al., 1998b), insulina (DAHRI et al., 1995) e glicogénio
hepético (OKITOLONDA et al., 1987; LATORRACA et al., 1998b). Contudo, a glicose
sérica normalizou apenas no grupo HB, comparada com controle, sendo menor no grupo HF.
Isto demonstra a efici€ncia parcial na capacidade de recuperacdo da desnutricdo pela dieta rica
em frutose.

Durante o exercicio fisico, existe uma intensidade na qual ocorre a transi¢do da
predominincia do metabolismo aerébio para o anaerdbio. Esta intensidade € utilizada como
indice que reflete satisfatoriamente a aptiddo fisica, sendo empregado tanto na pratica clinica
como na avaliacdo e no treinamento de atletas (WASSERMAN; MCILROY, 1964;
HOLLMANN, 1985).

A transicdo da predominincia do metabolismo aerdbio/anaerébio em animais
experimentais pode ser determinada pela MFEL (GOBATTO et al., 2001) e pelo teste de
lactato minimo (VOLTARELLI et al., 2002). A MFEL ¢ considerada o padrdo-ouro, sendo
definida como a concentracdo de lactato e a carga de trabalho mais elevadas que podem ser
mantidas, durante sessdes de exercicio com cargas fixas, sem acimulo continuo do lactato
sanguineo (HECK et al., 1985).

No presente trabalho, nem a desnutri¢do intrauterina e nem o excesso de frutose na dieta
afetaram a capacidade de exercicio dos animais, uma vez que todos 0s grupos apresentaram
carga correspondente a MFEL semelhante. Entretanto, o grupo que recebeu dieta rica em
frutose apds dieta balanceada no periodo fetal (BF) apresentou maior concentracio de lactato

durante exercicio de natagdo.



60

Utilizando protocolos de natacdo para determinacao da MFEL em ratos adultos, Gobatto
et al. (2001) encontraram concentracdo de lactato média de 5,5 mmol/L em sobrecargas
equivalentes a 5-6% do peso corporal. Os menores valores de lactato observado no presente
trabalho, assim como a maior carga correspondente a MFEL podem ser explicados devido a
menor idade dos animais.

Ao determinar a transicdo da predominancia metabdlica em animais adultos submetidos
a desnutri¢@o proteica, durante exercicio de natacdo, estimada pelo teste de lactato minimo,
observou-se carga de 4,9% do peso corporal, e concentragdo de 6,2 mmol/L. de lactato
sanguineo no grupo controle e de 4,2 mmol/L. no grupo desnutrido (VOLTARELLI et al.,
2007). A maior concentracdo de lactato observada neste protocolo de teste sugere que o tipo
de exercicio utilizado influencia a concentracdo deste pardmetro. Em outro estudo, a MFEL
durante a natacdo foi obtida na carga de 5,5%, a uma concentragdo média de 5,5 mmol/L em
ratos controles e 4,7 mmol/L em ratos recuperados de desnutricio (PAPOTI et al., 2003). Os
valores de lactato circulante obtidos para os ratos desnutridos (VOLTARELLI et al., 2007) e
recuperados (PAPOTI et al., 2003) foram inferiores aos dos controles, o que indica que a
restri¢do proteica altera as concentracdes de lactato durante o exercicio de natacdo e que a
recuperagdo nutricional ndo restaura esta condig@o.

No presente estudo, os grupos previamente desnutridos nao apresentaram alteragdes nas
concentracdes do lactato comparados com o controle, possivelmente, devido a fase
(intrauterina) em que ocorreu a desnutricdo. Uma vez que, nos trabalhos mencionados, os
animais foram desnutridos apds o desmame e mantidos sob o quadro de desnutri¢do
(VOLTARELLI et al., 2007) ou recuperados (PAPOTI et al., 2003) até a idade adulta.

Os maiores valores de lactato encontrados no grupo que consumiu frutose apds dieta
balanceada na vida pré-natal, sdo reportados na literatura, contudo estes estudos ndo analisam
esta varidvel durante exercicio fisico (RAJASEKAR; ANURADHA, 2007). Em um estudo
prévio de nosso laboratério (MOURA et al., 2008), ndo verificamos diferencas significativas
entre o grupo controle e o grupo alimentado com dieta rica em frutose nem para carga da
MFEL e nem nas concentracdes de lactato, mas neste estudo os ratos comecaram a consumir
dieta rica em frutose somente apds o desmame.

Na metabolizacao da frutose ingerida, a maior parte é extraida pelos tecidos hepéticos,
nos quais pode ser convertida em glicose, lipidios ou lactato (MAYES, 1993). Niveis
circulantes elevados de piruvato e glicerol, assim como niveis hepdticos de lactato, piruvato,
glicerol, frutose e alanina sdo verificados em animais alimentados com frutose

(RAJASEKAR; ANURADHA, 2007). Adicionalmente, Wallis et al. (2008) observaram
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maiores concentragdes de lactato no periodo de recuperagdo apds exercicio exaustivo, quando
administrado solucdo de glicose aliada a frutose pds-exercicio comparada com solugdo de
glicose isolada.

O metabolismo da frutose ultrapassa a etapa regulatéria da glicélise, catalisada pela
fosfofrutoquinase. Com isto, a frutose entra continuamente na via glicolitica ao nivel de
gliceraldeido e diidroxiacetona fosfato, produzindo glicose, lactato e piruvato em excesso
(MAYES, 1993). Elevados niveis circulantes de substratos gliconeogénicos como piruvato,
lactato e glicerol em animais alimentados com frutose confirmam o prejuizo na glicdlise. E
pode ser a principal causa da hiperglicemia em jejum constatada em alguns experimentos com
animais alimentados com dieta a base de frutose (RAJASEKAR; ANURADHA, 2007).

O grupo que ingeriu frutose apds a desnutricdo intrauterina nio apresentou alteracdo no
lactato sanguineo durante o exercicio comparado com o controle. Com isto, pode-se inferir
que os mecanismos de produgido, principalmente associados com a atividade de enzimas da
via glicolitica, de alguma forma foram contrabalanceados pela desnutricdo prévia, pois a
desnutricdo pode reduzir a atividade das enzimas glicoliticas, reduzindo a concentragdo de
lactato (PAPOTI et al., 2003; VOLTARELLI et al., 2007).

A partir dos dados apresentados, constata-se que a habilidade de realizar exercicio
fisico, determinada pela carga no teste de MFEL nao foi influenciada pelas diferentes dietas,
assim como, as concentragdes de lactato em animais jovens ndo foi alterada pela desnutri¢iao
intrauterina. Contudo, a dieta rica em frutose administrada apds dieta balanceada na fase fetal
aumentou a concentragdo de lactato durante exercicio de natacdo. Com isto, sdo necessarios
mais estudos para elucidar as reais causas da maior concentracdo de lactato sanguineo,
durante exercicio de natacdo, em animais jovens mantidos com dieta rica em frutose desde o
nascimento, e o porqué esta resposta € diferente em animais mantidos com a mesma dieta

apds o nascimento, porém submetidos a desnutri¢do prévia.
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3.4 CAPITULO 4

Respostas metabdlicas ao exercicio fisico agudo em ratos jovens recuperados de
desnutric@o proteica fetal com dieta rica em frutose. Lipids in Health and Disease, vol. 10, p.

164, 2011 (publicado/ANEXO 4).

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos metabdlicos e a resposta ao exercicio
fisico agudo de ratos recuperados de desnutricdo proteica fetal com dieta rica em frutose.
Ratas Wistar foram alimentadas durante a gestagdo com dieta balanceada (B) ou hipoproteica
(H). Apds o nascimento, as crias foram divididas em quatro grupos até os 60 dias, de acordo
com as dietas recebidas: balanceada (B): dieta B durante todo o experimento;
balanceada/frutose (BF): dieta B até o nascimento e depois dieta rica em frutose (F);
hipoproteica/balanceada (HB): dieta H até o nascimento e depois dieta B; hipoproteica/frutose
(HF): dieta H até o nascimento e depois dieta F. Ao nascimento, confirmou-se a desnutri¢do
pelos baixos valores de glicose, albumina e proteinas totais séricos e altos niveis de
glicogénio e lipidios hepdticos, que foram restabelecidos, independentemente da dieta
adotada. O excesso de frutose reduziu o ganho de peso corporal, sobretudo no grupo BF.
Além disso, o colesterol total e LDL colesterol foram superiores neste grupo. No grupo HF, o
colesterol total e o glicogénio muscular aumentaram. O exercicio fisico agudo aumentou as
concentracdes séricas de glicose, triglicerideos, HDL colesterol e os lipidios hepéticos, assim
como reduziu as concentracdes de glicogénio muscular em todos os grupos. Assim, 0 excesso
de frutose induziu alguns sinais da sindrome metabdlica e a maioria das respostas ao exercicio

fisico agudo ndo foi influenciada pela desnutri¢do prévia e/ou pela sobrecarga de frutose.

Palavras chaves: desnutricdo, recuperacdo nutricional, sindrome metabdlica, metabolismo,

exercicio fisico, maxima fase estavel de lactato.



67

Introducao

A incidéncia mundial da desnutricdo grave vem reduzindo. Porém, a desnutri¢do
considerada “leve” ou “moderada”, o nanismo infantil e as anemias gestacionais associadas ao
baixo peso ao nascer ainda sdo fortemente prevalentes nos paises do terceiro mundo. Em
2000, a incidéncia de criancas nascidas com baixo peso em termos mundiais foi de cerca de
15,5%, sendo o maior indice (27,1%) observado no o sul da Asia. Por ano, nascem mais de 20
milhdes de criancas com baixo peso, nos paises em desenvolvimento (WHO, 2008).

A desnutricdo intrauterina pode “programar” os tecidos fetais tornando-os mais
vulnerdveis a distdrbios associados a alimentagdo, tais como diabetes tipo 2, sindrome
metabdlica e demais doencas cronico-degenerativas na idade adulta (HALES; BARKER,
1992; BERTRAM; HANSON, 2001). Do mesmo modo, o excesso no consumo de frutose nos
habitos alimentares da sociedade contemporidnea tem interessado os pesquisadores da drea da
saide. Existem evidéncias clinicas e epidemioldgicas que indicam associa¢do entre consumo
excessivo de frutose, amplamente utilizada como adogante em refrigerantes e outros
alimentos industrializados e o desenvolvimento da sindrome metabdlica (ELLIOTT et al.,
2002; NAKAGAWA et al., 2005). Assim, torna-se relevante verificar se organismos
submetidos a desnutricao precoce sdo mais susceptiveis aos efeitos metabdlicos deletérios da
sobrecarga de frutose na alimentagao.

A maior parte dos trabalhos com modelos animais analisa a influéncia da desnutricdo
precoce unicamente sobre varidveis de repouso, geralmente apds o nascimento ou desmame.
Igualmente, a recuperacdo nutricional é frequentemente realizada com dietas balanceadas e na
auséncia de exercicios fisicos (OKITOLONDA et al., 1987; LATORRACA et al., 1998b). Por
outro lado, sinais da sindrome metabdlica s3o desencadeados em ratos adultos pela
administracdo de dietas ricas em frutose, tais como, hipertensdo, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina (HWANG et al., 1987; GIRARDI et al, 2006;
MOURA et al., 2008; CAMBRI et al., 2010). Deste modo, as interacdes entre recuperacao
nutricional, dieta rica em frutose, efeito do exercicio fisico se tornam um interessante tema de
pesquisa.

Alguns estudos demonstraram efeitos benéficos do exercicio fisico cronico no
crescimento criancas (TORUN; VITERI, 1994) e de ratos (GALDINO et al., 2000)
desnutridos, indicando que o exercicio fisico pode influenciar favoravelmente na recuperacao
nutricional. Do mesmo, modo, embora, ainda ndo haja consenso quanto aos efeitos cronicos

do exercicio fisico sobre a sindrome metabdlica, sdo evidentes os beneficios do mesmo nas
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patologias que a compdem, como obesidade (RICE et al.,, 1999; RECTOR et al., 2008),
diabetes mellitus (KRISKA, 2000; RECTOR et al., 2008), dislipidemias (HALLE et al., 1999;
RECTOR et al., 2008) e hipertensdao (BARONE et al., 2009). No entanto, faltam informacdes
quanto ao efeito agudo de exercicios fisicos em organismos recuperados de desnutricdo e/ou
alimentados com dieta rica em frutose. Com isto, é importante avaliar alguns pardmetros
metabdlicos apds exercicio realizado na maxima fase estavel de lactato, uma vez que esta
intensidade pode constituir-se numa prescricio de exercicio apropriada e podera
posteriormente ser utilizada no treinamento fisico em longo prazo visando melhorar os
parametros metabdlicos associados a sindrome metabdlica, assim como, para determinar os
possiveis efeitos benéficos do treinamento fisico durante a reabilitagdo nutricional.

Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar aspectos metabdlicos em ratos jovens
recuperados de desnutricdo proteica fetal com dieta rica em frutose, assim como analisar a

resposta aguda ao exercicio de natagdo realizado na intensidade de maxima fase estidvel de

lactato nestes animais.

Material e Métodos

Animais e dietas

Foram utilizadas ratas adultas (90 dias), da linhagem Wistar, prenhez, mantidas em sala
com temperatura ambiente de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro, com as luzes acesas das 06:00 as 18:00 h e com livre acesso a dgua e ao alimento
durante todo o experimento. Todos os procedimentos adotados com os animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacio Animal da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), sob o protocolo n°® 1487-1.

Foram empregadas dietas isocaldricas (3,766 kcal/g) balanceada (17% proteina),
hipoproteica (6% proteina) e rica em frutose (60% frutose), conforme composicdo descrita na

Tabela 1.
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Tabela 1: Composicao das dietas.

Componentes (g/kg) Balanceada Hipoproteica Frutose
17%)" (6%)° (60%)°
Caseina’ 202 71,5 202
Amido 397 480 -
Dextrina 130,5 159 -
Sacarose 100 121 27,6
Frutose - - 600
L-cistina 3 1 3
Oleo de soja 70 70 70
Mistura de sais (AIN-93GMX)' 35 35 35
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)' 10 10 10
Fibra 50 50 50
Cloridrato de colina 2,5 2,5 2,5

"De acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G) — (REEVES et al., 1993). Dieta contendo 17% de
proteina,

2 De acordo com Latorraca et al. (1998). Dieta contendo 6% de proteina,

3 De acordo com Moura et al. (2008). Dieta contendo 17% de proteina e 60% de frutose.

4 .. ~ , z z
Valores corrigidos em funcio do contetido de proteina na caseina.

Grupos experimentais

De acordo com a dieta recebida durante a prenhez, as ratas foram separadas em dois
grupos: balanceada (B) - dieta contendo 17% de proteina e hipoproteica (H) - dieta contendo
6% de proteina.

Imediatamente apds o nascimento, oito neonatos machos B e oito neonatos machos H,
foram pesados e mortos para a determinacdo das concentracdes séricas de glicose, proteinas
totais e albumina (NOGUEIRA et al., 1990) e hepdticas de glicogénio (DUBOIS et al., 1956)
e lipidios totais (NOGUEIRA et al., 1990), visando constatar a instalacdo da desnutri¢do no
grupo H. As crias do sexo masculino remanescentes foram distribuidas em quatro grupos
(n=20 por grupo) de acordo com o regime alimentar adotado até os 60 dias. As ninhadas
foram ajustadas para que cada mae amamentasse apenas 8 filhotes. No periodo de
amamentacdo (nascimento aos 21 dias), foram as maes que receberam as dietas
correspondentes:

e Balanceada (B): dieta contendo 17% de proteina durante todo o periodo experimental;
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e Balanceada/frutose (BF): dieta contendo 17% de proteina até o nascimento e dieta rica em
frutose do nascimento até os 60 dias;
e Hipoproteica/Balanceada (HB): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta
com 17% de proteina do nascimento até os 60 dias;
e Hipoproteica/Frutose (HF): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta rica
em frutose do nascimento até os 60 dias.

Todos os ratos tiveram peso corporal registrado uma vez por semana, do desmame (21

dias) até os 60 dias.

Obtencao de material biolégico

Ao final do experimento, metade dos ratos de cada grupo foi morta em repouso por
decapitacdo, 48 horas apds a tultima avaliacdo “in vivo”. Os demais foram submetidos,
imediatamente antes da eutandsia, a sessdo Unica de exercicio de natagdo, por 20 minutos,
suportando sobrecarga equivalente 2 mdxima fase estdvel de lactato, determinada conforme
Gobatto et al. (2001). A maxima fase estdvel de lactato é definida como a concentracdo de
lactato e a carga de trabalho mais elevadas que podem ser sustentadas, durante sessdes de
exercicio fisico com cargas fixas, sem acimulo continuo do lactato sanguineo (HECK et al.,
1985). A carga associada a maxima fase estavel de lactato € frequentemente utilizada para a
prescricio de treinamento e avaliagdo do condicionamento aerébio (KINDERMANN;
SIMON; KEUL, 1979). No presente estudo, a média da carga correspondente a mdxima fase
estdvel de lactato variou entre 7,4 e 7,7 % em relagdo ao peso corporal, ndo tendo diferencas
significativas entre os grupos.

Os ratos estavam adaptados ao meio liquido, uma vez que anteriormente aos testes de
natacdo para determina¢do da capacidade aerdbia pela maxima fase estdvel de lactato, os ratos
foram adaptados ao meio liquido durante 10 dias, com o objetivo de reduzir o estresse frente
ao exercicio fisico realizado na dgua.

O sangue foi coletado, imediatamente apds a morte dos animais, para a separagdo do
soro visando dosagens de glicose, triglicerideos, colesterol total, LDL colesterol, HDL
colesterol, proteinas totais e albumina por métodos colorimétricos (LABORLAB®, Guarulhos,
Sao Paulo/Brasil).

O tecido adiposo das regides mesentérica, retroperitonial e subcutinea posterior foi
removido para pesagem e determinacdo das concentragdes de lipidios totais. A excisdo dos
diferentes depdsitos de gordura foi realizada de acordo com a descri¢do de Cinti (2005). As

concentracdes de lipidios nesses depositos foram determinadas pelo procedimento descrito
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por Nogueira et al. (1990). Amostras do figado e do musculo séleo foram retiradas para a
determinac@o das concentracdes de glicogénio (DUBOIS et al., 1956) e amostras do figado

para determinagdo de lipidios totais (NOGUEIRA et al., 1990).

Analise Estatistica

Para as comparagdes entre recém-nascidos utilizou-se teste t de Student’s. Para as
comparagdes entre os grupos (intergrupo), tanto em repouso, quanto apds exercicio fisico
agudo, ao final do experimento utilizou-se Anova Two-Way, seguida de Post-Hoc de
Newman-Keuls quando necessario. Para as comparacdes entre repouso vs exercicio fisico

agudo utilizou-se teste t de Student’s. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

Resultados

A dieta hipoproteica causou, ao nascimento, reducdo estatisticamente significativa
(p<0,05) do peso corporal (B: 6,66 + 0,79; H: 5,32 + 0,85g), dos valores de glicemia (B: 80 +
10; H: 67+ 18mg/dl), albuminemia (B: 3,37 + 0,20; H: 1,29 + 0,19 mg/dl), proteinemia (B:
7,43 + 1,83; H: 3,95 £+ 1,83mg/dl), e incremento estatisticamente significativo (p<0,05) nas
concentracdes de lipidios (B: 7,12 + 1,69; H: 17,74 + 5,46 mg/100g) e glicogénio hepaticos
(B: 2,02 £0,59; H: 2,46 + 0,22 mg/100g).

A Tabela 2 apresenta o ganho de peso corporal do desmame ao final do experimento e
peso do tecido adiposo de diferentes regides anatdomicas ao final do experimento, onde se
observa que o ganho de peso corporal foi influenciado pela desnutricdo e pelo excesso de
frutose consumido, pois todos os grupos apresentaram diferencas significativas entre si
(p<0,05). O grupo que recebeu dieta rica em frutose apds o nascimento (BF) teve o menor
ganho de peso corporal comparado aos demais, seguido pelo grupo que também recebeu dieta
rica em frutose apds o nascimento, mas foi desnutrido no periodo fetal (HF). Igualmente, o
peso do tecido adiposo da regido subcutanea foi influenciado pela desnutricao e pelo excesso
de frutose na dieta, uma vez que todos os grupos apresentaram menores pesos de tecido
adiposo nesta regiao do que o controle (B).

Quanto a concentra¢do de lipidios totais no tecido adiposo ao final do experimento
(Tabela 2), somente o grupo BF apresentou valores superiores, comparado ao controle (B),

para a regido retroperitoneal.
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Tabela 2: Ganho de peso corporal do desmame ao final do experimento (21 dias) e peso e
concentracio de lipidios totais do tecido adiposo de diferentes regides anatomicas ao

final do experimento (60 dias).

B BF HB HF
Ganho de peso corporal (g) 161,4+25,2" 103,4+29,6° 186,1+29,8° 134,5+22,9°
Peso do tecido adiposo 0,57£0,14  0,45+0,17  0,48+0,10  0,55%0,11
mesentérico (mg/100mg)
Peso do tecido adiposo 0,35+0,13  0,25£0,06  0,38+0,13  0,37+0,09
retroperitoneal (mg/100mg)
Peso do tecido adiposo 0,55+0,08"  0,40+0,10"  0,42+0,07°  0,39+0,13"
subcutaneo (mg/100mg)
Lipidios do tecido adiposo 70,23+£15,60 59,57+13,90 64,32+17,09 75,42+17,73
mesentérico (mg/100mg)
Lipidios do tecido adiposo 21,3548,72* 35,5949,78" 31,36+8,78" 28,67+6,68"
retroperitoneal (mg/100mg)
Lipidios do tecido adiposo 38,74+9,77 37,3245,24 33,67+£7,25 31,26£3,38

subcutaneo posterior (mg/100mg)

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 10 animais por grupo.

B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls
(p<0,05).

Na tabela 3 e figura 1, verifica-se que aos 60 dias as proteinas totais e albumina sérica, e
glicogénio e lipideos hepdticos, que estavam alteradas ao nascimento devido a desnutri¢do
fetal, foram restauradas, independente da dieta administrada, durante a recuperacio
nutricional. Contudo, as concentragdes de glicose sérica ndo foram completamente
restabelecidas com a dieta rica em frutose ap6s desnutricao fetal (HF). Com relagdo ao perfil
lipidico, este foi alterado no grupo BF, pois o colesterol total e LDL colesterol foram
superiores nesse grupo (p<0,05) comparado ao grupo B. Entretanto, no grupo HF, houve
incremento estatisticamente significativo (p<0,05) apenas do colesterol total. Os triglicerideos
foram mais elevados (p<0,05) no grupo BF comparado ao HF.

O exercicio fisico agudo aumentou (p<0,05) as concentracdes de glicose, triglicerideos
e HDL colesterol séricos em todos os grupos, comparado ao repouso (intra-grupo), contudo

este incremento ndo foi diferente entre os mesmos (intergrupos). O colesterol total modificou-



73

se (p<0,05) apds o exercicio fisico somente nos grupos que ingeriram dieta B na fase
intrauterina (B e BF) e o LDL colesterol reduziu (p<0,05) apenas no grupo BF.
Tabela 3: Parametros séricos em repouso (R) e apos exercicio fisico agudo (E) ao final do

experimento (60 dias).

B BF HB HF
Glicose (mg/dL) R 107+15° 1109 106+19° 83+25°
E 126+31%* 134+26* 148+35% 152426%
Triglicerideos (mg/dL) R 61+13* 79+12° 6628 53+23°
E 95425 10630% 1104227 10429
Colesterol total (mg/dL) R 67+14 124+21° 89426 119+27°
E 81+13%* 10514 82+16" 97+26"
HDL colesterol (mg/dL) R 39+6° 474 36+4° 39+8°
E 5045 546" 4544 5047
LDL colesterol (mg/dL) R 59+14° 75+14° 53£15 50£16"
E 5849 57+11%* 49412 5310
Proteinas totais (g/dL) R 5,5+0,1 5,6%0,1° 5,5+0,3" 5,8+0,2°
E 5,6+0,1% 5,7+0,1 5,7+0,1 5,7+0,1
Albumina (g/dL) R 3,9+0,3" 3,8+0,2° 4,240,3 4,1+0,6"
E 3,940,2 3,9+0,2 3,940,2% 3,9+0,3

Resultados expressos como média+desvio padriao de 10 animais por grupo.
B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls
(p<0,05).
*diferenca entre repouso vs exercicio fisico agudo pelo teste T de Student’s

Nao houve diferencas entre os grupos nas concentracdes de glicogénio hepdtico em
repouso, assim como, o exercicio fisico ndo alterou esta varidvel. Contudo, no grupo BF o
exercicio fisico parece ter impedido a degradacgado do glicogénio e/ou estimulado a sua sintese,
o qual apresentou maiores valores (p<0,05) que os grupos que ingeriram dieta balanceada
apds o nascimento (B e HB).

Os lipidios totais do figado ndo apresentam diferencas entre os grupos, tanto na situagao
em repouso quanto apds exercicio fisico agudo. Entretanto, o exercicio fisico agudo

incrementou significativamente (p<0,05) as concentracdes de lipidios em todos os grupos,

comparado com O repouso.
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A dieta rica em frutose apds desnutricio fetal (HF) incrementou (p<0,05) as
concentracdes de glicogénio no musculo séleo. No entanto, o exercicio fisico reduziu
(p<0,05) as concentragdes de glicogénio muscular em todos os grupos, as quais ndo foram

diferentes entre os mesmos apds o exercicio.
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Figura 1: Variaveis teciduais (mg/100g) em repouso e apos exercicio fisico agudo ao final
do experimento (60 dias).

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 10 animais por grupo.

B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls
(p<0,05).

*diferenga entre repouso vs exercicio fisico agudo pelo teste T de Student’s.

Discussao

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos metabdlicos em modelo experimental com
ratos jovens recuperados de desnutri¢do proteica fetal com dieta rica em frutose, assim como
analisar a resposta metabdlica aguda a uma secao de exercicio fisico realizado na intensidade
de méxima fase estdvel de lactato. Isto porque, muitas vezes os estudos sobre efeitos

metabdlicos dos exercicios fisicos em modelos animais sdo criticados devido a falta de
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informacdo sobre a intensidade de esfor¢o realizada durante o exercicio fisico. A dieta
utilizada no presente estudo mostrou-se eficiente em induzir a desnutri¢do no periodo fetal,
pois reduziu peso corporal, glicemia, albumina e proteinas totais, e aumentou lipidios e
glicogénio hepdticos nos ratos recém-nascidos, o que se assemelha a vdrios estudos que
empregaram metodologia similar (MELLO et al., 1987; LATORRACA et al., 1998a;
LATORRACA et al., 1998b; GALDINO et al., 2000).

De forma semelhante a alguns trabalhos reportados na literatura, os quais utilizaram
dieta balanceada na recuperacdo nutricional (OKITOLONDA et al., 1987; DAHRI et al.,
1995; LATORRACA et al.,, 1998b), no presente estudo, houve o restabelecimento das
varidveis séricas proteinas totais e albumina, assim como as varidveis teciduais, glicogénio e
lipidios hepaticos, independente da dieta adotada na recuperacdo nutricional. Porém, a glicose
sérica ndao normalizou no grupo HF, o que aponta uma eficiéncia parcial da dieta rica em
frutose na habilidade de recuperacao da desnutrigdo.

Os ratos que consumiram dieta rica em frutose apresentaram menor ganho de peso
corporal, sobretudo, os que ndo foram desnutridos no periodo fetal (BF). A partir disso, pode-
se inferir que a desnutricdo intrauterina amenizou o prejuizo no ganho de peso corporal,
causado pela frutose. Diversos estudos demonstram que o peso corporal ndo difere entre os
animais que consomem dieta balanceada ou rica em frutose (KELLEY; ALLAN; AZHAR,
2004; GIRARD et al., 2006; RAJASEKAR; ANURADHA, 2007; SANCHEZ-LOZADA et
al., 2007; MOURA et al., 2008). Esta reducdo no ganho de peso pode ser devida a intolerancia
a frutose, pelo excesso deste componente na dieta, administrado numa fase primordial
(neonatal). Recentemente, foi mostrado que, sob condi¢des normais, em ratos no periodo de
amamentacdo e desmame, os niveis intestinais de GLUT-5 (o transportador de frutose na
membrana celular) e as taxas de transporte de glicose sdo muito baixos. Contudo, apés o
desmame a expressao e a atividade d GLUT-5 sdo incrementadas e parecem ser normalizadas
(DOUARD; FERRARIS, 2008).

Nestes casos, retirar a frutose da dieta € essencial para reduzir os danos causados pela
mesma (SHEPHERD et al., 2006). Em estudo prévio, com idéntico modelo experimental
(CAMBRI et al., 2010), exceto pelo maior tempo de exposicdo a dieta (até a idade adulta),
verificou-se este mesmo comprometimento no ganho de peso nos ratos que ingeriram dieta
rica em frutose. Todavia, além deste estudo mencionado, ndo hd outros dados na literatura
sobre danos no crescimento em animais imposto pelo consumo precoce de frutose, pois os

estudos que utilizam dieta rica em frutose administram a dieta a partir do desmame ou na fase
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adulta e nunca desde o nascimento. Dessa forma, estudos complementares sobre este tema sdao
de extrema importancia.

A frutose é considerada mais lipogé€nica que a glicose (SANCHEZ-LOZADA et al.,
2007). Por isto, sua elevada ingestdo € aceita como responsavel pelos elevados niveis de
triglicerideos plasmdticos (KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARD et al., 2006;
RAJASEKAR; ANURADHA, 2007; MOURA et al., 2008; CAMBRI et al., 2010). Alguns
mecanismos tém sido sugeridos para elucidar este acontecimento, dentre estes, aumento da
lipogénese hepatica e elevada producdo de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL)
(ELLIOTT et al., 2002). O metabolismo de frutose no figado ultrapassa a etapa reguladora da
glicdlise catalisada pela enzima fosfofrutoquinase. Com isto, a frutose entra continuamente na
via glicolitica a gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato de nivel. Ambos sdo
intermedidrios na sintese de triglicerideos (KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004;
RAJASEKAR; ANURADHA, 2007).

Por outro lado, os efeitos da frutose no metabolismo do colesterol total sdo
contraditérios, pois alguns estudos evidenciaram aumento no colesterol total (KELLEY;
ALLAN; AZHAR, 2004; GIRARD et al., 2006; CAMBRI et al., 2010) ao passo que outros
nao (MOURA et al., 2008). No grupo HF, os triglicerideos e o LDL colesterol podem nao ter
aumentado devido ao tempo de exposicado a dieta, pois em experimento anterior realizado pelo
nosso grupo de pesquisa até os 90 dias, os triglicerideos apresentaram-se elevados, tanto no
grupo BF quanto no HF (CAMBRI et al., 2010). Podendo-se inferir que a desnutricio proteica
exerce um efeito protetor contra o desenvolvimento de alguns sinais da sindrome metabdlica
em curto prazo. Uma explicacdo é que, como nds estudamos animais jovens (60 dias de
idade), provavelmente, eles ainda estavam num estdgio de recuperacdo da desnutricdo, ou
seja, primeiramente hd a estabilizacdo dos parametros afetados pela desnutricdo intrauterina,
em relagdo ao grupo controle, e depois disto a elevacio destes pardmetros. Com isto, o ideal
seria conduzir estudos com andlises destes parametros em diferentes idades, ratos jovens,
ratos adultos e ratos adultos maduros. De forma andloga a alguns dos resultados do presente
estudo, as concentragdes de glicose, acidos graxos livres (AFONSO et al., 2003; ROGATTO
et al., 2004), colesterol total (AFONSO et al., 2003), HDL colesterol (GORDON et al., 1998)
e cortiscoterona (AFONSO et al., 2003; ROGATTO et al., 2004) aumentaram e a insulina e o
glicogénio muscular reduziram (AFONSO et al., 2003; ROGATTO et al., 2004), apds sessio
unica de exercicio de natagdo em ratos (AFONSO et al., 2003; ROGATTO et al., 2004) e
esteira rolante em humanos (GORDON et al., 1998). A resposta hiperglicémica observada

provavelmente estad associada ao aumento da glicogendlise hepdtica pelo incremento da
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atividade simpdtica ou devido a maior gliconeogénese pelo aumento na secrecdo de
hormoénios glicocorticéides, como corticosterona nos animais (AFONSO et al.,, 2003;
ROGATTO et al., 2004) e cortisol em humanos (HORTON et al., 2006). Essa resposta pode,
também, estar relacionada a maior secre¢do de hormodnios contra-regulatérios, como
hormoénio do crescimento, catecolaminas e glucagon apds exercicio fisico agudo (RAMEL et
al., 2004, HORTON et al., 2006, KOH et al., 2007) os quais sdo responsaveis por uma maior
disponibilidade de glicose a musculatura ativa.

Alguns estudos ndo observaram aumento na glicemia (MAGKOS et al. 2009), nos
triglicerideos (GRANDJEAN et al., 2000; MAGKOS et al. 2007; MAGKOS et al. 2008;
MAGKOS et al. 2009), colesterol total e HDL colesterol (GRANDJEAN et al., 2000;
MAGKOS et al. 2008) apds sessao unica de exercicio. As divergé€ncias entre os resultados
destes estudos podem estar ligadas aos diferentes protocolos experimentais e as caracteristicas
dos grupos avaliados, o que inclui modalidade, intensidade e duracdo da sec¢do aguda de
exercicio fisico, idade, niveis basais de perfil lipidico e condicionamento fisico dos avaliados.

A reducdo nas concentragdes de glicogénio muscular estd associada com o incremento
da glicogendlise muscular pelo aumento agudo dos hormdnios catabdlicos (AFONSO et al.,
2003; ROGATTO et al., 2004, RAMEL et al., 2004, KOH et al., 2007). Depende, também, da
intensidade do exercicio fisico, uma vez que, estudos mostram que a redugdo do glicogénio
muscular é maior a 76% do que a 48% VO,nmix (HARVEY et al., 2007). No presente estudo,
os dados obtidos sugerem maior utilizacdo do glicogénio muscular preferencialmente aos
lipidios, corroborando com a ideia de que uma maior intensidade de exercicio fisico esta
relacionada a maior deplecdo do glicogénio muscular, pois o exercicio fisico agudo foi
realizado na intensidade referente a maxima fase estavel de lactato. O tempo de exercicio do
presente estudo (20 minutos) igualmente explica a maior utilizacdo de carboidratos, pois
conforme Schrauwen-Hinderling et al. (2003), este metabolismo foi predominante aos 30
minutos de exercicio fisico a 55% VOrns. Neste estudo, os lipidios intramusculares
incrementam na musculatura inativa comparada a musculatura ativa durante exercicio fisico
devido & maior disponibilidade nos 4cidos graxos livres plasmdticos, com concomitante
aumento na captacdo de dcidos graxos livres pelo tecido muscular (SCHRAUWEN-
HINDERLING et al., 2003). Tal fato pode explicar a elevacdo dos lipidios hepaticos apds
exercicio fisico verificado no presente estudo. Uma vez que, a liberacdo de dcidos graxos
livres por lipdlise do tecido adiposo excede a capacidade de oxidacdo da musculatura ativa

durante exercicio fisico prolongado (MAGKOS et al., 2007), o restante pode ser reesterificado
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no tecido adiposo, musculatura esquelética ativa ou inativa e figado (SCHRAUWEN-
HINDERLING, 2003).

A partir dos dados obtidos, pode-se verificar que o excesso de frutose na dieta reduziu o
ganho de peso corporal dos ratos, sobretudo nos que ndo foram desnutridos durante a fase
fetal (BF). Além disso, as elevadas concentragdes séricas de colesterol total e LDL colesterol,
constatadas neste grupo (BF), s@o indicadores do desenvolvimento de alguns sinais da
sindrome metabdlica, diferentemente do grupo que consumiu frutose apds desnutricdo
proteica (HF), no qual somente concentracdes séricas de colesterol total aumentaram. Com
isto, a desnutricao proteica pareceu exercer uma protecao contra os efeitos da frutose em curto
prazo. Essas observagdes contrariam a hipétese de que organismos desnutridos precocemente
seriam mais susceptiveis aos efeitos metabdlicos deletérios do excesso de frutose na dieta.

Quanto ao efeito do exercicio fisico agudo, a maioria das respostas metabdlicas foi
similar nos diferentes grupos, independente da desnutricio prévia e da sobrecarga de frutose.
Esses dados indicam a importancia de novas pesquisas, objetivando esclarecer questdes ainda
obscuras sobre os efeitos do consumo excessivo de frutose na intolerancia a8 mesma e de sinais
da sindrome metabdlica em ratos Wistar, em diferentes idades e periodos de administragdo e
as respostas tanto aguda quanto cronica, ao exercicio fisico.

Um fato importante, € que a exposi¢do dos animais desnutridos recuperados com
diferentes dietas a uma se¢do de exercicio fisico aguda na intensidade da méaxima fase estdvel
de lactato, ndo causa sérias alteracdes metabdlicas comparadas ao grupo controle, sugerindo
que esta intensidade de exercicio fisico € segura do ponto de vista metabdlico e pode ser
utilizada no treinamento fisico em longo prazo visando melhorar os pardmetros metabdlicos

inicialmente alterados pelo modelo experimental em questao.
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3.5 CAPITULO 5

Metabolismo muscular da glicose em ratos jovens recuperados de desnutri¢do proteica

fetal com dieta rica em frutose: efeitos do exercicio fisico.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o metabolismo muscular da glicose em ratos
recuperados de desnutricdo proteica fetal com dieta rica em frutose, em repouso e apds
exercicio fisico agudo. Ratas Wistar foram alimentadas durante gestacdo com dieta
balanceada (B) - 17% proteina - ou hipoproteica (H) - 6% proteina. Imediatamente apds o
nascimento, as crias do sexo masculino foram divididas em grupos conforme a dieta até os 60
dias: Balanceada (B): dieta B durante todo o periodo experimental; Balanceada/Frutose (BF):
dieta B até o nascimento e dieta rica em frutose (F) até 60 dias; Hipoproteica/Balanceada
(HB): dieta H até o nascimento e dieta B até 60 dias; Hipoproteica/Frutose (HF): dieta H até o
nascimento e dieta F até 60 dias. Ao nascimento, confirmou-se a desnutricdo pelos baixos
valores de peso corporal e de concentragdes séricas de glicose, albumina e proteinas totais. A
dieta F recuperou parcialmente o peso corporal e a glicemia. Os demais pardmetros foram
restabelecidos ao final do experimento, independentemente da dieta. Nenhum dos grupos
apresentou intolerancia a glicose, contudo, o grupo HB apresentou maior sensibilidade a
insulina. O exercicio fisico agudo reduziu as concentracdes de glicogénio muscular em todos
os grupos, embora o grupo HF apresentasse maiores concentragcdes em repouso. Nao houve
diferenca entre os grupos nos valores em repouso e nem quanto ao efeito agudo do exercicio
para captagdo e oxidacdo da glicose pelo musculo séleo isolado. Entretanto, a sintese de
glicogénio foi maior no grupo HF do que nos demais em repouso. O exercicio agudo
incrementou a sintese de glicogénio em todos os grupos, € mais uma vez, o grupo HF mostrou
os maiores valores. Esses resultados indicam que a dieta rica em frutose administrada em
ratos apds desnutricdo proteica fetal altera alguns aspectos do metabolismo muscular da

glicose.

Palavras chaves: desnutricdo, recuperacdo nutricional, frutose, metabolismo da glicose,

glicogénio, exercicio fisico, maxima fase estavel de lactato.
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Introducao

Existe uma intensa associa¢do entre individuos com os mesmos fatores de risco para
doencas cardiovasculares. Esta anormalidade foi nomeada por Reaven (1988) de sindrome
"X". Seu denominador comum foi representado pela resisténcia a insulina. Na ocasido, foram
propostas cinco caracteristicas com elevado risco de doenca cardiovascular: intolerancia a
glicose, hiperinsulinemia, aumento de triglicerideos, diminuicio do HDL-C e hipertensdo
arterial. Entre as causas dessa doenga destacam-se distirbios metabdlicos, desnutricio na
infancia, dificuldade de acesso a alimentacdo adequada e sedentarismo (REAVEN, 1988). H4
controvérsias na identificacdo da sindrome metabélica em humanos, pois ndo hd um utnico
critério internacional com sua descri¢do, isto consequentemente origina contradicdes nos
estudos que abordam o tema. Dentre as defini¢des existentes temos a da Organiza¢do Mundial
da Sadde (WHO, 1999), a do "National Cholesterol Evaluation Program for Adult Treatment
Panel III" (NCEP-ATP III, 2001), a proferida pela American Association of Clinical
Endocrinologists (AACE) e a definicdo da Federacdo Internacional de Diabetes (2005), que é
a mais recente. Esta considera como critérios: obesidade central e mais dois dos seguintes
fatores de risco - diabetes ou pré-diabetes, baixo nivel de HDL-C, triglicerideos elevados e
hipertensao.

Segundo dados epidemioldgicos, a sindrome metabdlica estd relacionada ao acréscimo
da mortalidade por problemas cardiovasculares em 30 a 400%, dependendo da populagdo
estudada, da defini¢do de sindrome adotada e do tipo de estudo (KAHN et al., 2005). Estima-
se que a prevaléncia da sindrome metabdlica, nos Estados Unidos, seja de 25 a 29% da
populacao adulta e de 50-60% na populacdo acima de 60 anos. Em 2000, quase 47 milhdes de
residentes neste pais apresentavam sindrome metabdlica (FORD et al., 2002). Existem
evidéncias clinicas e epidemioldgicas mostrando associacdo entre a ingestdo de frutose,
vastamente empregada como adocante em refrigerantes e outros alimentos e o
desenvolvimento da sindrome metabdlica (ELLIOTT et al., 2002; NAKAGAWA et al., 2005,
DHINGRA et al., 2007). Dentre as fontes de frutose mais utilizadas pela indudstria estdo a
sacarose, obtida da cana de actcar no Brasil, e o HCFS (high corn fructose syrup) obtido do
milho, principalmente nos EUA. O HCFES contém entre 55-90% de frutose e seu consumo
aumentou 1000% entre 1970 e 1990 (BASCIANO et al., 2005). Experimentalmente, sinais da
sindrome metabdlica, como, hipertensao, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e resisténcia a
insulina s@o desencadeados em roedores adultos pela administracdo de dietas ricas em frutose

(HWANG et al., 1987; MOURA et al., 2008; CAMBRI et al., 2010, GHEZZI et al., 2011).
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Por outro lado, hé indicativos de que a desnutricdo intrauterina pode “programar” os
tecidos fetais tornando-os mais vulneraveis a desordens ligadas a alimentacio, como diabetes
tipo 2, sindrome metabdlica e demais doencas cronico-degenerativas na idade adulta
(HALES; BARKER, 1992; BERTRAM; HANSON, 2001; GLUCKMAN; HANSON, 2004).
Deste modo, é importante averiguar se organismos submetidos a desnutricdo precoce sdo mais
susceptiveis aos efeitos metabdlicos negativos do excesso de frutose na alimentagao
(CAMBRI; DALIA; MELLO, 2010).

Embora haja evidéncias epidemioldgicas associando desnutricdo precoce e doencas
metabdlicas na vida adulta, estudos longitudinais analisando varidveis enddcrinas e
bioquimicas em seres humanos apresentam limitagdes devido a caracteristica invasiva de
algumas andlises e aos fatores interferentes. Para isto, modelos animais, utilizando condi¢des
controladas, podem colaborar na investigagdo dessa questdo. Para desencadear caréncia
proteica experimental, dietas isocaléricas de baixo teor proteico sdo comumente utilizadas
(LATORRACA et al., 1998b; GALDINO et al., 2000).

Grande parte dos trabalhos com modelos animais avalia a repercussido da desnutri¢do
precoce exclusivamente sobre pardmetros de repouso. Do mesmo modo, a recuperacio
nutricional é frequentemente realizada com dietas balanceadas e ndo associada a realizagcdo de
exercicios fisicos (OKITOLONDA et al., 1987; LATORRACA et al., 1999). Alguns estudos
demonstraram efeitos favordveis do exercicio fisico crénico na recuperacdo nutricional de
criancas (TORUN; VITERI, 1994) e de ratos (GALDINO et al., 2000) desnutridos. Da mesma
forma, apesar de ndo haver um consenso sobre os efeitos cronicos do exercicio fisico na
sindrome metabdlica, sdo claros os beneficios do mesmo nas suas patologias isoladas, como
obesidade (RICE et al., 1999), diabetes mellitus (KRISKA, 2000), dislipidemias (HALLE et
al.,, 1999) e hipertensdo (BARONE et al., 2009). Contudo, as informacdes sobre o efeito
agudo de exercicios fisicos em organismos recuperados de desnutricdo e/ou alimentados com
dieta rica em frutose sdo limitadas. Com isto, o objetivo deste trabalho é avaliar o
metabolismo muscular da glicose em ratos jovens recuperados de desnutri¢do proteica fetal
com dieta rica em frutose, em repouso e ap6s secido aguda de exercicio fisico realizado na

intensidade de maxima fase estavel de lactato.
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Material e Métodos

Animais e dietas

Foram utilizadas ratas adultas (90 dias), da linhagem Wistar, prenhez, mantidas em sala
com temperatura ambiente de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro, com as luzes acesas das 06:00 as 18:00 h e com livre acesso a dgua e ao alimento
durante todo o experimento. Todos os procedimentos adotados com os animais foram
aprovados pela Comissio de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), sob o protocolo n® 1487-1.

Foram empregadas dietas isocaldricas balanceada (17% proteina), hipoproteica (6%
proteina) e rica em frutose (60% frutose), conforme composi¢ao descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Composicao das dietas.

Componentes (g/kg) Balanceada Hipoproteica Frutose
17%)" (6%)* (60%)’
Caseina® 202 71,5 202
Amido 397 480 -
Dextrina 130,5 159 -
Sacarose 100 121 27,6
Frutose - - 600
L-cistina 3 1 3
Oleo de soja 70 70 70
Mistura de sais (AIN-93GMX)1 35 35 35
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)' 10 10 10
Fibra 50 50 50
Cloridrato de colina 2,5 2,5 2,5

"De acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G) — (REEVES et al., 1993). Dieta contendo 17% de
proteina,

2 De acordo com Latorraca et al. (1998). Dieta contendo 6% de proteina,

3 De acordo com Moura et al. (2008). Dieta contendo 17% de proteina e 60% de frutose.

4 .. ~ p . .
Valores corrigidos em func¢io do contetido de proteina na caseina.

Grupos experimentais
As ratas foram separadas em dois grupos, conforme a dieta recebida durante a prenhez:
balanceada (B) - dieta contendo 17% de proteina e hipoproteica (H) - dieta contendo 6% de

proteina.
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Imediatamente apds o nascimento, sete neonatos machos B e sete neonatos machos H,
foram pesados e mortos para a determinacdo das concentragdes séricas de glicose, proteinas
totais e albumina (NOGUEIRA et al., 1990), visando averiguar a instalacio da desnutricdo no
grupo H. As crias do sexo masculino restantes foram distribuidas em quatro grupos (n=20 por
grupo) conforme as dietas recebidas até os 60 dias. As ninhadas foram ajustadas para que
cada mae amamentasse apenas 8 filhotes. No periodo de amamentagcdo (nascimento aos 21
dias), foram as maes que receberam as dietas correspondentes:

e Balanceada (B): dieta contendo 17% de proteina durante todo o periodo experimental;

e Balanceada/frutose (BF): dieta contendo 17% de proteina até o nascimento e dieta rica em
frutose do nascimento até os 60 dias;

e Hipoproteica/balanceada (HB): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta
com 17% de proteina do nascimento até os 60 dias;

e Hipoproteica/frutose (HF): dieta contendo 6% de proteina até o nascimento e dieta rica em
frutose do nascimento até os 60 dias.

Todos os ratos tiveram peso corporal registrado uma vez por semana, do desmame (21
dias) até os 60 dias. Com estes dados, a drea sob a curva de peso corporal foi calculada pelo

método trapezoidal, utilizando o software Microsoft Excel 2007°.

Teste de tolerancia a glicose - GTT

O GTT foi realizado com os animais aos 60 dias, apds 12 horas de jejum. Uma solucio
de glicose a 20% (2 g/kg de peso) foi administrada aos ratos por meio de sonda géstrica de
polietileno. Amostras de sangue foram coletadas 0, 30, 60 e 120 minutos apds administragdo
de glicose, por meio de pequeno corte na extremidade da cauda do rato, visando a
determinacao das concentracdes de glicose.

As concentragdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método enzimético
colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, usando kits comerciais (LABORLAB®,
Guarulhos, S@o Paulo/Brasil). As dreas sob as curva de glicose durante o teste foram

calculadas MATHEWS et al., 1990), utilizando-se o software ORIGIN 3.5.

Teste de tolerancia a insulina - ITT
O ITT foi realizado com os ratos no estado alimentado, 48 horas apés o GTT. Uma
solucdo de insulina (LILLY®, Sdo Paulo/Brasil) na dose de 30 Ul/100g de peso corporal foi

administrada via subcutinea. Amostras de sangue foram coletadas 0, 30, 60 e 120 minutos
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ap6s a inje¢do de insulina, por meio de pequeno corte na extremidade da cauda do rato,
visando a determinag@o das concentracdes de glicose.

As concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas da mesma forma que no
GTT. A constante de remocdo da glicose sérica (KITT) durante o teste foi calculada

(LUNDBAECK, 1962) utilizando-se o software ORIGIN 3.5.

Obtencao de material biolégico

Ao final do experimento, metade dos ratos de cada grupo foi morta em repouso por
decapitacdo, 48 horas apds a tultima avaliacdo “in vivo”. Os demais foram submetidos,
imediatamente antes da eutandsia, a sessdo Unica de exercicio de nata¢do, por 20 minutos,
suportando sobrecarga equivalente a maxima fase estdvel de lactato. A maxima fase estivel
de lactato foi determinada previamente, pela aplicacdo de sobrecargas, variando entre 6,5 a
8,5% do peso corporal durante 25 minutos, em dias alternados, com coletas de sangue da
extremidade da cauda a cada 5 minutos, para dosagem de lactato pelo método enzimético
(ENGEL; JONES, 1978). A maxima fase estdvel de lactato L foi considerada a maior carga de
trabalho em que a diferenca das concentragdes sanguineas de lactato, entre o 25° e o 10°
minutos de exercicio foi igual ou inferior a 1 mmol.I"' (GOBATTO et al., 2001).

A maxima fase estavel de lactato é definida como a concentragdo de lactato e a carga de
trabalho mais elevadas que podem ser sustentadas, durante sessdes de exercicio fisico com
cargas fixas, sem actmulo continuo do lactato sanguineo (HECK et al., 1985). A carga
associada a maxima fase estidvel de lactato é frequentemente utilizada para a prescricdo de
treinamento e avaliacdo do condicionamento aerébio (KINDERMANN; SIMON; KEUL,
1979).

Os ratos estavam adaptados ao meio liquido, pois anteriormente aos testes de natagdo
para determinacdo da capacidade aerdbia pela maxima fase estdvel de lactato L, os ratos
foram adaptados ao meio liquido durante 10 dias, com o objetivo de reduzir o estresse frente
ao exercicio fisico realizado na 4gua.

O sangue foi coletado, imediatamente apds a morte dos animais, para a separa¢do do
soro visando dosagens de glicose, proteinas totais e albumina por métodos colorimétricos
(LABORLAB®, Guarulhos, Sdo Paulo/Brasil).

O musculo séleo da pata esquerda foi excisado com o minimo de lesdo para avaliacdo
do metabolismo da glicose. Fatias longitudinais do musculo (25-35mg) foram colocadas em
frascos de cintilagdo com capacidade de 20ml siliconizados, contendo 1,5 ml de tampao

Krebs-Ringer bicarbonato. Os frascos foram fechados com tampas de borracha, selados com
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anel pldstico e submetidos a 30 minutos de pré-incubacdo sob agitacdo em banho tipo
Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO, (95%/5%). Apds esse periodo, as
fatias do musculo foram transferidas para novos frascos de cintilacdo (frasco externo) em cujo
interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha (frasco interno) com uma haste
reta de aproximadamente 3 cm de comprimento que se insere nas tampas de borracha do
frasco externo.

Cada frasco externo continha 1,5 ml de tampdo Krebs-ringer e cada frasco interno,
700l de hiaminalOx. Apés 60 minutos de incubacao nesse sistema, com gaseamento durante
os 15 primeiros minutos, foram adicionados 100ul de acido tricloroacético (TCA) 25% ao
frasco externo, visando a liberacdo de CO,. A preparagdo foi mantida por mais 3 horas no
sistema, porém com a fatia do musculo fora do alcance da solu¢do com TCA. Decorrido esse
tempo, 200ul do liquido contido no frasco interno foram retirados para a determinacdo do
CO; produzido. A fatia de musculo imediatamente digerida em 0,5 ml de KOH para extracdo
(SJORGREEN et al., 1938) e dosagem (DUBOIS et al., 1956) do glicogénio muscular. A
temperatura na pré-incubagio e incubagio foi de 37° C.

O tampao Krebs-Ringer, base dos meios de pré-incubacio e incubagao, foi constituido
de: NaCl 0,6%, NaHCO; 0,19%, HEPES 6,64mM, KCI 0,032%, CaCl, 1,14nM, KH,PO4
0,015%, MgS0O,4 0,03%. A solucdo assim preparada foi gaseada durante 20 a 30 minutos em
0,/CO; (95%/5%) e o pH ajustado a 7,4. A esta solucdo foram adicionados 20 volumes de
albumina sérica bovina livre de gordura. Ao meio de pré-incubagao foi adicionado piruvato de
sédio para concentracdo de SmM. Ao meio de incubagdo, foi adicionada glicose (5,5mM)
contendo [U-14C] glicose (0,25 uCi/ml), [3H] 2-deoxiglicose (2DG=0,5uCi/ml) e insulina
(100uUl/ml). Feitas as adicdes, o pH foi ajustado a 7,4 e os meios transferidos para os frascos
que foram selados e equilibrados no banho a 37° C sob gaseamento em O,/CO; (95%/5%)
durante pelo menos 15 minutos. Fatias ndo incubadas do mesmo misculo foram utilizadas,
com peso semelhante aquelas incubadas, para determinagdo da concentracido de glicogénio
(DUBQOIS et al., 1956).

Foram avaliadas captacdo de glicose, utilizando-se a 2 DG como marcador, e
incorporacio do 'C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do *H da 2 DG e
do'*C da glicose, respectivamente, pelo contador de particula beta. Para a estimativa da
glicose oxidada (producdo de CO,), foi determinada a radioatividade do 'C presente no
liquido (hiamina) coletado do frasco interno do sistema de incubagdo, com o auxilio de um

contador de particulas beta.



91

Anélise Estatistica

Para as comparacgdes entre recém-nascidos utilizou-se teste t de Student’s. Para as
comparacdes entre os grupos (intergrupo), tanto em repouso, quanto apds exercicio fisico
agudo, ao final do experimento utilizou-se Anova Two-Way, seguida de Post-Hoc de
Newman-Keuls quando necessario. Para as comparacgdes intra-grupo quanto ao efeito agudo
do exercicio fisico utilizou-se teste t de Student’s. O nivel de significincia adotado foi de 5%

(p<0,05).

Resultados

Ao nascimento, a dieta hipoproteica provocou reducgdo estatisticamente significativa
(p<0,05) do peso corporal (B: 6,49 +0,83; H: 5,31 £ 0,79¢g), da glicemia (B: 81 = 11; H: 65 +
16mg/dl), albuminemia (B: 3,36 = 0,19; H: 1,29 + 0,19 mg/dl) e proteinemia (B: 7,45 + 1,82;
H: 3,94 + 1,81mg/dl).

A drea sob a curva do peso corporal (Tabela 2) foi menor nos grupos que apds o
nascimento receberam dieta rica em frutose (BF e HF), do que os aqueles que receberam dieta
balanceada no mesmo periodo (B e HB).

A drea sob a curva de glicose determinada pelos valores de glicose durante o teste oral
de tolerancia a glicose foi similar em todos os grupos (Tabela 2). Por outro lado, a taxa de
remoc¢do de glicose durante o teste de tolerincia a insulina, no qual o grupo HB apresentou
maiores valores, o que demonstra maior sensibilidade a insulina.

Tabela 2: Area sob a curva de peso corporal (g.60dias), drea sob a curva de glicose
(mg/dL.120 min) durante o teste oral de tolerancia a glicose e KITT - taxa de remocao
de glicose (%/min) durante o teste de tolerancia a insulina ao final do experimento (60

dias).

B BF HB HF

Area sob a curva do peso 5160+529* 3904+578° 5776£650° 4361+355°
Area sob a curva de glicose  15034+1149  15008+1033 14086517 14470+£968
KITT 0,45+0,17* 0,50+0.37° 2,44+0,78" 0,57+0,31°

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 10 animais por grupo.
B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.
Letras diferentes indicam diferenca estaticamente significativa. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls

(p<0,05).
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Ao final do experimento os parametros séricos albumina (B: 3,86+0,25; BF: 3,84+0,23;
HB: 4,1940,27; HF: 4,01£0,58mg/dl) e proteinas totais (B: 5,51+0,12; BF: 5,59 + 0,08; HB:
5,51+0,28; HF: 5,78+0,16mg/dl), alterados ao nascimento pela desnutricdo proteica fetal,
foram restabelecidos, independente da dieta adotada na recuperagdo nutricional. Com isto,
ndo houve diferenca entre os grupos para estes parametros. Entretanto, as concentracdes de
glicose sérica (Tabela 3) no grupo recuperado com dieta rica em frutose apds desnutricao fetal
(HF) apresentam valores significativamente menores (p<0,05) dos demais grupos. O exercicio
fisico agudo aumentou (p<0,05) as concentragdes de glicose em todos os grupos.

O excesso de frutose apds desnutricio proteica fetal (HF) aumentou (p<0,05) os
estoques de glicogénio muscular. Contudo, a secdo aguda de exercicio diminuiu (p<0,05) as
concentracdes de glicogénio muscular em todos os grupos, as quais nao diferiram entre si
apods a secdo de exercicio fisico (Tabela 3).

Tabela 3: Glicose sérica e glicogénio no misculo séleo em repouso (R) e apds exercicio

agudo (A) ao final do experimento (60 dias).

B BF HB HF
Glicose sérica (mg/dL) R 107+15° 110+9* 106+19* 83+25°
A 126+31* 134+26* 148+35%* 152+26*

Glicogénio muscular R 0,44+0,06°  0,53+0,11° 0,51 0,09  0,65+0,17°

(mg/100mg) A 0,28+0,09*  0,27+0,09* 0,26+0,09* 0,29+0,15*

Resultados expressos como média+desvio padrdao de 10 animais por grupo.

B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls
(p<0,05).

*diferenca intra-grupo (repouso vs exercicio agudo).

Os dados do metabolismo da glicose no musculo séleo isolado estdo apresentados na
tabela 4. Foram analisadas captacio e oxidagdo da glicose, assim como sintese de glicogénio.
A dieta rica em frutose apds desnutricdo fetal (HF) aumentou a sintese de glicogénio no
musculo séleo. O exercicio fisico agudo incrementou a sintese de glicogénio muscular em

todos os grupos, as quais permaneceram maiores no grupo HF. As demais varidveis nao

diferiram entre os grupos e nem entre si apds o exercicio fisico agudo.
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Tabela 4: Metabolismo da glicose no miisculo soleo isolado de ratos em repouso (R) e

apos exercicio agudo (A) ao final do experimento (60 dias).

B BF HB HF

Captacao de glicose R 2,60+0,17 2,80+0,42 2,38+0,47 2,22+0,65

(nmol/g.h) 2264041  2.50+0.38 2.19+0.32 2.27+0.47

Oxidacao de glicose 4,09+0,72 3,58+1,64 3,40%1,12 3,41+1,95

(umol/g.h)

Sintese de glicogénio 0,03+0,01*  0,04+0,02° 0,04+0,03" 0,07+0,01°

A
R
A 3,91£1,20 4,08+1,60 3,18+0,47 3,33+1,70
R
(umol/g.h) A

0,08+0,02%*  0,06+0,04*  0,08+0,04*  0,18+0,13"*

Resultados expressos como média+desvio padrdo de 10 animais por grupo.

B: balanceada; BF: balanceada/frutose; HB: hipoproteica/balanceada; HF: hipoproteica/frutose.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. Anova Two-Way e Post-Hoc de Newman-Keuls
(p<0,05).

*diferenca intra-grupo (repouso vs exercicio agudo).

Discussao

O objetivo deste trabalho foi avaliar o metabolismo muscular da glicose em modelo
experimental com ratos jovens recuperados de desnutricdo proteica fetal com dieta rica em
frutose, em repouso e apds uma secdo de exercicio fisico realizado na intensidade de maxima
fase estdvel de lactato.

A eficiéncia da dieta hipoproteica no periodo fetal em induzir a desnutri¢do foi
comprovada por reduzidos valores de peso corporal, glicemia, proteinas totais e albumina,
corroborando os estudos que utilizaram a mesma dieta (LATORRACA et al, 1998a;
LATORRACA et al., 1998b; GALDINO et al., 2000; CAMBRI et al., 2010). Do mesmo
modo, as dietas empregadas na recuperacdo nutricional restabeleceram as varidveis séricas
protefnas totais e albumina, de maneira semelhante aquela relatada na literatura, onde dieta
balanceada foi empregada neste processo (OKITOLONDA et al., 1987; DAHRI et al., 1995;
LATORRACA et al., 1998b).

Os ratos que receberam dieta rica em frutose, independente da dieta ingerida na fase

intrauterina, tiveram menor drea sob a curva de peso corporal. Isto contrasta com estudos
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prévios, pois comumente ndo ha diferencas entre este grupo e o controle (GIRARD et al.,
2006; SANCHEZ et al., 2007; SHARABI et al., 2007). Esta menor area sob a curva de peso
corporal pode ser devida a intolerancia a frutose, desenvolvida pelo excesso deste nutriente na
dieta, administrado precocemente. A ocorréncia de sintomas oriundos da intolerancia a frutose
estd associada a quantidade de frutose consumida (RAO et al., 2007). Em seres humanos, ha
relatos de que a intolerancia a frutose causa atraso no crescimento (MOCK et al., 1983). Com
isto, a eliminacdo da frutose na dieta é imprescindivel para amenizar os efeitos maléficos
(SHEPHERD et al., 2006).

Em estudo anterior, com modelo experimental andlogo (CAMBRI et al., 2010), exceto
pelo maior tempo de exposicdo a dieta (até a idade adulta), também verificou-se o
comprometimento no peso corporal nos ratos alimentados com dieta rica em frutose. Estudos
complementares sobre este tema sdo de extrema importancia, uma vez que, exceto o estudo
mencionado, ndo hd outras informagdes na literatura sobre prejuizo no crescimento em
animais causado pelo consumo precoce de frutose. Os estudos que utilizam dieta rica em
frutose nunca a administram desde o nascimento, mas somente a partir do desmame
(BEZERRA et al., 2000; UENO et al., 2000; GIRARD et al., 2006; MOURA et al., 2008) ou
idade adulta JURGENS et al., 2005).

A desnutricdo proteica fetal seguida de elevada ingestdo de frutose ndo ocasionou
intolerincia a glicose, pois ndo houve alteracdo na resposta glicémica apds sobrecarga de
glicose. Estes dados corroboram os de Cambri et al. (2010), utilizando o mesmo modelo
experimental, contudo, observado até a idade adulta. Ao mesmo tempo, contrariam Sharabi et
al. (2007) e Moura et al. (2008), os quais detectaram intolerdncia a glicose apds dieta rica em
frutose.

Quanto a sensibilidade periférica a insulina, a desnutricdo proteica influenciou este
parametro, aumentando a remocdo da glicose circulante em resposta a insulina somente no
grupo HB. De alguma forma, a dieta rica em frutose apds desnutricio prévia pode ter
contrabalanceado esta resposta no grupo HF. Maior sensibilidade a insulina (maiores valores
de KITT) foi bem descrita por Lattoraca et al. (1998a) e Galdino et al. (2000), apds
desnutri¢do intrauterina e pds-natal. Lattoraca et al. (1998b) verificaram maiores valores de
KITT apés desnutricao, porém valores similares ao controle apds recuperacdo nutricional. Os
dados do presente estudo contrapdem-se a alguns que constataram menor sensibilidade a
insulina pelo KITT (BEZERRA et al., 2000; UENO et al., 2000) e pelo clamp euglicémico
(JOYEUX-FAURE et al., 2006), em ratos alimentados com dieta rica em frutose, pois 0s
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grupos que ingeriram excesso de frutose (BF e HF) ndo apresentaram diferenca no KITT,
comparados com o controle (B).

Alteracdes na glicemia devidas a dieta rica em frutose ndo sdo uniformes, pois em
inimeros experimentos esta varidvel ndo apresentou modificacdes (UENO et al., 2000;
JURGENS et al., 2005; SANCHEZ et al., 2007; MOURA et al., 2008; CAMBRI et al., 2010)
ao passo que em outros estudos sim (GIRARD et al., 2006; RAJASEKAR; ANURADHA,
2007; SHARABI et al., 2007).

Quanto a influéncia da dieta rica em frutose sobre o metabolismo do glicogénio, estudos
constataram maiores concentracdes de glicogénio hepdtico e muscular apds 12 semanas de
ingestdo de dieta rica em frutose (MURAKAMI et al., 1997). Os autores justificam este
aumento devido a inibicdo da enzima glicogénio fosforilase pela frutose-1-fostatase. Isto foi
comprovado por Youn et al. (1987) que estudaram a cinética do metabolismo do glicogénio e
sugeriram que o actimulo de glicogénio hepético € sensivelmente aumentado com a presenca
de frutose, principalmente pela inibi¢do da degradagdo do glicogénio em vez do aumento da
sintese, devido a inibicdo da enzima glicogénio fosforilase pela frutose-1-fostatase.
Entretanto, no pressente estudo, o glicogénio muscular incrementou apenas no grupo que
ingeriu excesso de frutose apds desnutricio proteica fetal (HF). Pelas anadlises realizadas, ndo
€ possivel esclarecer as razdes pelas quais tal fendmeno nao foi observado no grupo BF.

Corroborando o presente estudo, as concentragdes de glicose aumentaram (AFONSO et
al., 2003; ROGATTO et al., 2004) e as de glicogénio muscular reduziram, apds sessao Unica
de exercicio de natagdo (BRUCE et al., 2001; AFONSO et al., 2003; BRUCE et al., 2004;
ROGATTO et al., 2004) ou esteira rolante (DUBOUCHAUD et al., 1999) em ratos e ciclo-
ergdbmetro em humanos (KRANIOU et al.,, 2006). A resposta hiperglicémica observada
provavelmente deve-se ao aumento da glicogendlise hepatica como consequéncia do
incremento da atividade simpdtica ou da maior gliconeogénese pelo aumento na secrecio de
hormoénios glicocorticéides, como corticosterona em ratos (AFONSO et al, 2003;
ROGATTO et al., 2004).

A reducdo nas concentragdes de glicogénio muscular deve-se ao aumento da
glicogendlise muscular devido ao incremento agudo dos hormdnios catabélicos (CONLEE et
al., 1978; AFONSO et al., 2003; RAMEL et al., 2004, ROGATTO et al., 2004, KOH et al.,
2007). A intensidade do exercicio fisico também interfere no processo glicogenolitico, pois
estudos indicam maior deple¢cdo do glicogénio muscular a 76-80% do que a 40-48% V Oomax
(KRANIOU et al., 2006; HARVEY et al., 2007). No presente estudo, os dados obtidos

sugerem maior utilizacdo do glicogénio muscular preferencialmente aos lipidios, apoiando a
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hipétese de que uma maior intensidade de exercicio fisico esta associada a maior depleciao do
glicogénio muscular, uma vez que o exercicio fisico agudo foi realizado na intensidade
relativa a maxima fase estavel de lactato. Outro determinante é o tempo de exercicio, uma vez
que o metabolismo dos carboidratos predomina aos 30 minutos de exercicio a 55% VOomax
(SCHRAUWEN-HINDERLING et al., 2003). Com isto, o tempo de exercicio utilizado (20
minutos) no presente estudo favorece uma maior utilizacdo de carboidratos.

Quanto aos dados do metabolismo da glicose pelo musculo séleo, Galdino et al. (2000)
observaram alteragdes no metabolismo da glicose devido a desnutri¢do, com menores valores
na sintese de glicogénio no musculo séleo de ratos desnutridos comparado com os controles.
No presente estudo, ndo houve diferencas entre os grupos e nem quanto ao efeito agudo do
exercicio fisico para as varidveis captacdo e oxidacdo de glicose pelo musculo séleo isolado.
Dados similares para estes parametros foram observados em ratos recuperados de desnutri¢cao
pés-desmame e grupo controle (SANTHIAGO et al., 2006), mostrando que a desnutrigdo fetal
ndo interferiu nestes pardmetros do metabolismo muscular da glicose apds recuperacio
nutricional.

Devido a deplecdo do glicogénio muscular pelo exercicio fisico agudo, acredita-se que
haja um maior estimulo a sintese de glicogénio no periodo pés-exercicio, verificado no
presente estudo pelo processo de incubacdo do musculo séleo. A maior sintese de glicogénio
devido a dieta rica em frutose no grupo HF, ocorreu tanto em repouso quanto apds a secao
aguda de exercicio fisico.

Estudos mostraram uma correlacgio inversa entre os valores de glicogénio muscular apds
exercicio fisico agudo e a enzima glicogénio sintase (CONLEE et al., 1978). Bruce et al.
(2001) verificam incremento na atividade total da enzima glicogénio sintase imediatamente
ap6s secdo aguda de exercicio de natagdo em ratos. Da mesma forma que, Kraniou et al.
(2006) observaram incremento na expressao do gene do GLUT4 e no GLUT4 total, o que
pode contribuir para a sintese de glicogénio pds-exercicio. Estas respostas foram semelhantes
a 40 e a 80% VOymsx, independentemente da diferencas de intensidade e duragdo do fisico
(KRANIOU et al., 2006).

A partir dos resultados pode-se perceber que ndo houve diferenca entre os grupos quanto
a tolerancia a glicose, porém, o grupo HB apresentou maior sensibilidade a insulina. O
exercicio fisico agudo reduziu as concentracdes de glicogénio muscular em todos os grupos,
embora o grupo HF apresentasse maiores concentragdes em repouso. Nio houve diferenca
entre os grupos e nem quanto ao efeito agudo do exercicio para captacdo e oxidagdo da

glicose pelo musculo séleo isolado. A sintese de glicogénio foi maior no grupo HF em
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repouso e o exercicio fisico agudo incrementou a sintese em todos os grupos, mantendo
valores mais altos no grupo HF. Com isto, observa-se que a dieta rica em frutose administrada
em ratos jovens apds desnutricdo fetal altera alguns pardmetros do metabolismo muscular da

glicose.

Referéncias

1. AFONSO, M.; SOUZA, C. N.; ZAGATTO, A. M.; LUCIANO E. Respostas
metabdlicas agudas ao exercicio fisico moderado em ratos Wistar. Motriz, v. 9, n. 2, p. 83-88,
2003.

2. BARONE, B. B.; WANG, N. Y.; BACHER, A. C.; STEWART, K. J. Decreased
exercise blood pressure in older adults after exercise training: contributions. British Journal
Sports Medicine, v. 43: p. 52-56, 2009.

3. BERTRAM, E. C.; HANSON, M. A. Animal models and programming of the
metabolic syndrome. British Medical Bulletin, v. 60, p. 103-121, 2001.

4. BEZERRA, R. M. N.; UENO, M.; SILVA, M. S.; TAVARES, D. Q.; CARVALHO,
C.R. O.; SAAD, M. A. A high fructose diet affects the early steps of insulin action in muscle
and liver of rats. Journal of Nutrition, v. 130, p. 1531-1535, 2000.

5. BRUCE, C. R.; LEE, J. S.; HAWLEY, J. A. Postexercise muscle glycogen resynthesis
in obese insulin-resistant Zucker rats. Journal of Applied Physiology, v. 91, p. 1512-1519,
2001.

6. BRUCE, C. R.; LEE, J. S; KIENS, B; HAWLEY, J. A. Postexercise muscle
triacylglycerol and glycogen metabolism in obese insulin-resistant zucker rats. Obesity
Research, v. 12, p.1158-1165, 2004.

7. CAMBRI, L. T.; DALIA, R. A.; MELLO, M. A. R. Desnutri¢cdo, sindrome metabdlica
e exercicio fisico em modelos experimentais utilizando ratos. Revista da Educaciao
Fisica/UEM, v.21, n.4, p. 709-720, 2010

8. CAMBRI, L. T.; GHEZZI, A. C.; RIBEIRO, C.; DALIA, R. A.; MELLO, M. A. R..
Recovery of rat growth and lipid profiles in adult rats subjected to fetal protein malnutrition
with a fructose-rich diet. Nutrition Research, v. 30, n. 2, p. 156-162, 2010.

9. CONLEE, R. K.; HICKSON, R. C.; WINDER, W. W.; HAGBERG, J. M,
HOLLOSZY, J. O. Regulation of glycogen resynthesis in muscles of rats following exercise.
American Journal of Physiology Regulatory Integrative and Comparative Physiology v.

235, p. 145-150, 1978.



98

10. DAHRI, S.; REUSENS, B.; REMACLE, C.; HOET, J. J. Nutritional influences on
pancreatic development and potential links with non-insulin-dependent diabetes. Proceedings
of the Nutrition Society, v. 54, p. 345-356, 1995.

11.  DHINGRA, R.; SULLIVAN, L.; JACQUES, P. F; WANG, T. J; FOX, C. S;
MEIGS, J. B.; D’AGOSTINO, R. B.; GAZIAN, M. J.; VASAN, R. S. Soft drink consumption
and risk of developing cardiometabolic risk factors and the metabolic syndrome in middle-
aged adults in the community. Circulation, v. 116, p. 480-488, 2007.

12.  DUBOIS, B.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A. Colorimetric
method for determination of sugar and relate substances. Analytical Chemistry, v. 28, p.
350-356, 1956.

13.  ELLIOTT, S. S.; KEIM, N. L.; STERN, J. S.; TEFF, K.; HAVEL, P. J. Fructose,
weight gain, and the insulin resistance syndrome. American Journal Clinical of Nutrition,
v.76, p. 911-922, 2002.

14. ENGEL, R. C.; JONES, J. B. Causes and elimination of erratic blanc in enzymatic
metabolic assays involving the use of NAD in alkaline hydrazine buffers: improved
conditions for assay of L-glutamate, L-lactate and other metabolites. Analytical
Biochemistry, v. 88, p. 475-484, 1978.

15. FORD, E. S.; GILES, W. H.; DIETZ, W. H. Prevalence of the metabolic syndrome
among US adults. The Journal of the American Medical Association, v. 287, n. 3, p. 356-
359, 2002.

16.  GALDINO, R. S.; ALMEIDA, C. C. S.; LUCIANO, E; MELLO, M. A. R. Protein
malnutrition does not impair glucose metabolism adaptations to exercise-training. Nutrition
Research, v. 20, n. 4, p. 527-535, 2000.

17.  GHEZZI, A. C.; CAMBRI, L. T.; RIBEIRO, C.; BOTEZELLLI, J. D.; MELLO, M. A.
R. Impact of early fructose intake on metabolic profile and aerobic capacity of rats. Lipids in
Health and Disease, v. 10, n. 3, 2011.

18.  GIRARD, A.; MADANI, S., BOUKORTT, F., CHERKAOUI-MALKI, M.
BELLEVILLE, J.; PROST, J. Fructose-enriched diet modifies antioxidant status and lipid
metabolism in spontaneously hypertensive rats. Nutrition, v. 22, p. 758-766, 2006.

19. GLUCKMAN, P. D.; HANSON, M. A. The developmental origins of the metabolic
syndrome. Endocrinology and Metabolism, v. 15, n. 4, p. 183-187, 2004.

20.  GOBATTO, C. A.; MELLO, M. A. R.; SIBUYA, C. Y.; AZEVEDO, J. R. M,;
SANTOS, L. A.; KOKUBUN, E. Maximal lactate steady state in rats submitted to swimming



99

exercise. Comparative Biochemistry Physiology - Molecular & Integrative Physiology, v.
130A, p. 21-27, 2001.

21.  HALES, C. N.; BARKER, D. J. P. Type 2 (non-insulin-dependent) diabetes mellitus:
the thrifty phenotype hypothesis. Diabetologia, v. 35, p. 595-601, 1992.

22.  HALLE, M.; BERG, A.; GARWERS, U.; BAUMSTARK, M. W.; KNISE, L. W;
GRATHWOHL, D.; et al. Influence of 4 weeks' intervention by exercise and diet on low-
density lipoprotein subfractions in obese men with type 2 diabetes. Metabolism, v. 48, n. 5, p.
641-644, 1999.

23.  HECK, H.; MADER, A.; HESS, G.; MUCKE, S.; MULLER, R.; HOLLMANN, W.
Justification of the 4-mmol/I lactate threshold. International Journal of Sports Medicine, v.
6, p. 117-130, 1985.

24. HWANG, I.;, HO, H.; HOFFMAN, B. B.; REAVEN, G. M. Fructose-induced insulin
resistance and hypertension in rats. Hypertension, v. 10, p. 512-516, 1987.

25. JOYEUX-FAURE, M.; ROSSINI, E.; RIBUOT, C.; FAURE, P. Fructose-fed rat
hearts are protected against ischemia-reperfusion injury. Experimental Biology and
Medicine, v. 231, p. 456-462, 2006.

26. KAHN, R.; BUSE, J.; FERRANNINI, E.; STERN, M. The metabolic syndrome: time
for a critical appraisal. Diabetologia, v. 48, p. 1684-1699, 2005.

217. KRISKA, A. Physical activity and the prevention of type 2 diabetes mellitus. how
much for how long? Sports Medicine, v. 29, n. 3. p. 147-151, 2000.

28. KINDERMANN, W.; SIMON, G.; KEUL, J. The significance of the aerobic-
anaerobic transition for the determination of work load intensities during endurance training.
European Journal of Applied Physiology and Occupational Physiology, Berlin, v. 42, n.
1, p. 25-34, 1979.

29. KRANIOU, G. N.; CAMERON-SMITH, D.; HARGREAVES, M. Acute exercise and
GLUT4 expression in human skeletal muscle: influence of exercise intensity. Journal of
Applied Physiology, v. 101, p. 934-937, 2006.

30. LATORRACA, M. Q.; CARNEIRO, E. M.; BOSCHERO, A. C.; MELLO, M. A. R.
Protein deficiency during pregnancy and lactation impairs glucose-induced insulin secretion
but increases the sensitivity to insulin in weaned rats. British Journal of Nutrition, v. 80, n.
3, p. 291-297, 1998a.

31. LATORRACA, M. Q.; REIS, M. A. B.; CARNEIRO, E. M.; MELLO, M. A. R
VELLOSO, L. A.; SAAD, M. J. A.; BOSCHERO, A. C. Protein deficiency and nutritional



100

recovery modulate insulin secretion and the early steps of insulin action in rats. Journal of
Nutrition, v. 128, n. 10, p. 1643-1649, 1998b.

32. MOCK, D. M.; PERMAN, J. A.; THALER, M.; MORRIS-Jr, R. C. Chronic fructose
intoxication after infancy in children with hereditary fructose intolerance. A cause of growth
retardation. The New England Journal of Medicine, v. 309, n. 13, p. 764-770, 1983.

33. MOURA, R. F.; CAMBRI, L. T.; QUADROS JUNIOR, A. C.; NASCIMENTO, C. M.
C.; ARANTES, L. M.; SEBASTIAO, E.; TANAKA, K.; PAPINI, C. B.; OLIANI, M. M.;
MOTA, C. S. A.; RIBEIRO, C.; MELLO, M. A. R. Aerobic capacity of rats fed with fructose
rich diet. Revista Brasileira de Medicina do Esporte, v.14, n. 5, p. 422-426, 2008.

34. MURAKAMI, T.; SHIMOMURA, Y.; FUJITSUKA, N.; SOKABE, M.; OKAMURA,
K.; SAKAMOTO, S. Enlargement of glycogen store in rat liver and muscle by fructose-diet
intake and exercise training. Journal of Applied Physiology, v. 82, n. 3, p. 772-775, 1997.
35. NAKAGAWA, T.; TUTTLE, K. R.; SHORT, R. A.; JOHNSON, R. J. Hypothesis:
fructose induced hyperuricemia as a causal mechanism for the epidemic of the metabolic
syndrome. Nature Clinical Practice Nephrology, v. 1, p. 80-86, 2005.

36. NOGUEIRA, D. M.; STRUFALDI, B.; HIRATA, M. H.; ABDALLA, D. S. P;
HIRATA, R. D. C. Sangue-parte I: Glicidios. In: NOGUEIRA, D. M.; STRUFALDI, B.;
HIRATA, M H; ABDALLA, D S; HIRATA, R D C. Métodos de bioquimica clinica, p. 153-
168, 1990.

37. OKITOLONDA, W.; BRICHARD, S. M.; HENKIN, J. C. Repercussions of chronic
protein-calorie malnutrition on glucose homeostasis in the rat. Diabetologia, v. 30, p. 946-
951, 1987.

38. RAJASEKAR, P.; ANURADHA, C. V. Fructose-induced hepatic gluconeogenesis:
Effect of L-carnitine. Life Sciences, v. 80, p. 1176-1183, 2007.

39. RAO, S. S. C.; ATTALURI, A.; ANDERSON, L.; STUMBO, P. The ability of the
normal human small intestine to absorb fructose: evaluation by breath testing. Clinical
Gastroenterology and Hepatology, v. 5. n. 8, p. 959-963, 2007.

40. REAVEN, G. Role of insulin resistance in human disease. Diabetes, v. 37, p. 1595-
1607, 1988.

41. RICE, B.; JANSSEN, I.; HUDSON, R.; ROSS, R. Effects of aerobic or resistance
exercise and/or diet on glucose tolerance and plasma insulin levels in obese men. Diabetes

Care, v. 22, n. 5, p. 684-691, 1999.



101

42. ROGATTO, G. P.; OLIVEIRA, C. A.; FARIA, M. C.; LUCIANO, E. Respostas
metabdlicas agudas de ratos Wistar ao exercicio intermitente de saltos. Motriz, v. 10. n. 2, p.
61-66, 2004.

43. SANCHEZ-LOZADA, L. G.; TAPIA, E.; JIME'NEZ, A.; BAUTISTA, P,;
CRISTOBAL, M.; NEPOMUCENO, T.; SOTO, V.; AVILA-CASADO, C.; NAKAGAWA,
T.; JOHNSON, R. J.; HERRERA-ACOSTA, J.; FRANCO, M. Fructose-induced metabolic
syndrome is associated with glomerular hypertension and renal microvascular damage in rats
American Journal of Physiology - Renal Physiology, v. 292, p. F423-F429, 2007.

44.  SANTHIAGO, V.; DA SILVA, A. S. R,; GOBATTO, C. A.;; MELLO, M. A. R.
Treinamento fisico durante a recuperacio nutricional ndo afeta o metabolismo muscular da
glicose de ratos. Revista Brasileira de Medicina do Esporte, v. 12, n. 2, p. 76-80, 2006.

45. SCHRAUWEN-HINDERLING, V. B.; VAN LOON, L. J. C;; KOOPMAN, R,
NICOLAY, K.; SARIS, W. H. M.; KOOI M. E. Intramyocellular lipid content is increased
after exercise in nonexercising human skeletal muscle. Journal of Applied Physiology, v. n.
95, p. 2328-2332, 2003.

46. SHARABI, Y.; ORON-HERMAN, M.; KAMARI, Y.; AVNI, L; PELEG, E,;
SHABTAY, Z.; GROSSMAN, E.; SHAMISS, A. Effect of PPAR-y agonist on adiponectin
levels in the metabolic syndrome: lessons from the high fructose fed rat model. American
Journal of Hypertension, v. 20, n. 2, p. 206-210, 2007.

47. TORUN, B.; VITERI, F. E. Influence of exercise on linear growth. European
Journal of Clinical Nutrition, v. 48, n. 1, p. S186-190, 1994.

48.  UENO, M.; BEZERRA, R. M. N.; SILVA M. S.; TAVARES, D. Q.; CARVALHO, C.
R.; SAAD, M. J. A. A high-fructose diet induces changes in pp185 phosphorylation in muscle
and liver of rats. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 33, p. 1421-
1427, 2000.

49, YOUN, J H.; KASLOW, H. R.; BERGMANS, R. N. Fructose effect to suppress
hepatic glycogen degradation. The Journal of Biological Chemistry, v. 262, n. 24, p. 11470-
11477, 1987.



102

4. CONCLUSOES GERAIS

A partir dos dados apresentados na presente tese, pode-se constatar que:

Na primeira série de experimentos, na qual os ratos foram recuperados de desnutri¢do
proteica fetal com dieta rica em frutose até a idade adulta (90 dias):

O excesso de frutose na dieta causou prejuizo no crescimento somdtico dos animais,
independente do estado nutricional durante a vida fetal, com reducdo no peso do tecido
adiposo de algumas regides e no ganho de peso corporal.

A homeostase glicémica nao foi alterada pela desnutricdo e nem pela ingestao de dieta
rica em frutose.

As elevadas concentracdes séricas de triglicerideos e colesterol total, constatadas nos
animais que ingeriram excesso de frutose, sdo alguns indicadores do desenvolvimento da
sindrome metabdlica.

Na segunda série de experimentos, na qual os ratos foram recuperados de desnutri¢io
proteica fetal com dieta rica em frutose até a idade jovem (60 dias):

A habilidade de realizar exercicio fisico, determinada pela carga no teste de mixima
fase estivel de lactato ndo foi influenciada pelas diferentes dietas, assim como, as
concentracdes de lactato em animais jovens nao foi alterada pela desnutri¢do intrauterina.
Contudo, a dieta rica em frutose administrada apds dieta balanceada na fase fetal aumentou a
concentracio de lactato durante exercicio de natagao.

Quanto ao efeito do exercicio fisico agudo, a maioria das respostas metabdlicas foi
similar nos diferentes grupos, independente da desnutricdo prévia e da sobrecarga de frutose.
Nao houve diferenca entre os grupos nos valores em repouso e nem quanto ao efeito agudo do
exercicio para captacdo e oxidacdo da glicose pelo miusculo séleo isolado. Entretanto, a
sintese de glicogénio em repouso foi maior no grupo HF do que nos demais. O exercicio
fisico agudo incrementou a sintese de glicogénio em todos os grupos, € mais uma vez, 0 grupo
HF mostrou os maiores valores. Esses resultados indicam que a dieta rica em frutose
administrada em ap6s desnutricao fetal altera alguns pardmetros do metabolismo muscular da
glicose em ratos jovens.

Em resumo, o excesso de frutose prejudicou o ganho de peso, alterou os lipidios
sanguineos e alguns aspectos do metabolismo da glicose. Contudo, a desnutri¢do intrauterina
parece, em curto prazo, ndo exercer significativas influéncias maléficas, pois alguns
parametros que foram alterados aos 90 dias de recuperacdo nutricional com dieta rica em
frutose, aos 60 dias estavam normalizados. Com isto, o ideal seria conduzir estudos com

analises destes pardmetros em diferentes idades, ratos jovens, adultos e ratos adultos maduros.
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