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RESUMO

A gravidez é um periodo de ajustes metabdlicos e, quando associado ao tabagismo provoca
alteracbes que trazem maleficios tanto a salde materna quanto a saude fetal. Assim, o
estudo investigou o efeito da exposicdo a fumaca de cigarro sobre a expressdo do
transportador de glicose GLUT4 e pardmetros séricos e morfométricos de ratas prenhes e
sua prole. Foram utilizadas ratas Wistar divididas em: CG- controle sacrificadas apés a
gestacdo, com prole adotada pelo grupo CL; CL - controle sacrificadas apds o término da
lactacdo; FG — expostas a fumaca de cigarro até o periodo gestacional e sacrificadas
posteriormente, com prole adotada pelo grupo FL; FG — expostas a fumaca de cigarro até o
fim da amamentagéo e posteriormente sacrificadas. As proles foram divididas por sexo e de
acordo com a exposi¢cdo ou ndo da rata a fumaca. Foram coletados sangue e tecidos para
analise de glicemia e do conteddo génico e protéico de GLUT4. Nas ratas expostas a
fumaca de cigarro, houve reducdo de peso corporeo e de tecido adiposo, aumento da
glicemia e modulacdo do transportador GLUT4 no musculo esquelético. Nas proles, houve
reducdo do peso corpéreo, reducdo na massa adiposa e aumento na glicemia de machos,
sem alteracdo nas fémeas. Houve menor expressao de GLUT4 em fémeas de ratas expostas.
Este estudo mostra que o tabagismo influencia ndo somente parametros morfométricos, mas
também pardmetros metabolicos tanto de ratas prenhes e latantes como de sua prole,

exaltando a periculosidade presente no ato de fumar durante gestagdo/amamentacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Gestacdo, Tabagismo, GLUT4, homestasia glicémica.
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ABSTRACT

Pregnancy is a period of metabolic adjustments, and when associated with cigarette smoke
causes changes both to maternal health as the fetal. The study has investigated the effect of
cigarette smoke exposure on the expression of glucose transporter GLUT4 and
morphometric parameters and serum of pregnant smoker rats and their offspring. Wistar
rats were divided in: CG- nonsmokers sacrificed after pregnancy with offspring adopted by
CL; CL — nonsmoker group sacrificed after the end of lactation; FG — smoker group
sacrificed after pregnancy with offspring adopted by FL; FL — smoker sacrificed after the
end of lactation. The offspring was divided by sex and according to the protocol of their
mothers. Blood and tissue were collected for analysis of glucose and the content of GLUT4
gene and protein. In smoker mothers, body weight and adipose tissue were reduced, glucose
level was increased, and GLUT4 expression was higher in skeletal muscle. In offspring,
there was decrease of body weight, reduction in adipose tissue of adopted males, increase in
glucose serum in males, without change in females. There was increase of GLUT4
expression in females adopted by smoker mothers, and reduction in offspring not adopted.
This study showed that the cigarette smoke exposure affects not only the morphometric
parameters, but also metabolic parameters of both mothers and offspring, exalting the

danger presents in the act of smoking during pregnancy and lactation.

KEYWORDS: pregnancy, cigarette smoking, GLUT4, glucose homeostasis.
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INTRODUCAO

1. Introducéo

1.1. Adaptacdo metabolica durante a gestacao e lactacéo

A gravidez € um periodo em que a mulher é transitoriamente submetida a alteracdes
metabolicas que resultam em um quadro semelhante a sindrome metabolica, mas que
geralmente s@o cuidadosamente reguladas para fornecer um suprimento ideal de substratos
para a mde e para o feto. Observa-se no final da gravidez de ratas uma alta taxa de
utilizacdo de glicose pelo concepto, que representa 23% da taxa de utilizacdo total de
glicose pelo organismo materno. Além disso, em resposta ao estimulo pela insulina, a
placenta ainda demonstra um aumento adicional de 30% na utilizacéo de glicose’.

Este fluxo representativo de glicose direcionado ao concepto é garantido pela
resisténcia & acdo da insulina no tecido adiposo e na musculatura’?. Quando levados em
consideracdo todos os tecidos responsivos a insulina, a captagdo de glicose diminui de 40 a
60% durante uma gravidez normal, tanto em humanos como em roedores®*. Sabe-se que 0s
aumentos das concentragbes plasmaticas materna de esterdides sexuais, prolactina,
lactogénio placentario e corticosteréides estdo relacionados as alteracdes acima descritas”.

Certamente a placenta, uma fonte de estrogenos, progesterona e gonadotrofina
coridnica, é o 6rgdo que desempenha o papel principal nestas alteracdes®. Além destes
hormbnios, a unidade feto-placentaria produz e secreta, entre outros, horménios como a
leptina’, resistina®, horménio do crescimento®, fatores de crescimento semelhante & insulina
I e 11 (IGFI e 11)* e horménio liberador de corticotrofina'!. O desenvolvimento da unidade
feto-placentaria desencadeia desta maneira, a producdo e a liberacdo para a corrente

sanguinea de uma série de hormonios que, salvo situac@es nao fisioldgicas, sao produzidos
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em territérios bem definidos do organismo materno. Este fato torna demasiadamente
complexa a origem das alteragfes maternas que se relacionam ao controle da homeostasia

glicémica durante a gestagéo e a lactacao.

1.2. O tabagismo durante a gestacgao e lactacéo

O tabagismo é hoje um dos principais problemas de saude publica, é notéria a
participacdo do tabaco no aumento e/ou agravamento de doengas cardiovasculares,
pulmonares, circulatérias e numerosos tipos de cancer'?. O tabagismo, durante a gestacéo e
a lactacdo, pode associar-se as alteracbes metabdlicas acima citadas e trazer maleficios
tanto a salde materna quanto a satde fetal, afetando todas as fases da reproducdo humana,
da gametogénese & lactacdo™.

Estudos epidemiologicos demonstraram que, a exposicdo fetal ao fumo durante a
gestacdo estd associada com adversidades na saude do pos-nato, incluindo obesidade,
hipertensdo e diabetes tipo 2***°. Experimentos em animais demonstraram que a exposic&o
fetal e neofetal a nicotina, a niveis representativos para mulheres que fumam ou usam
terapia de reposicdo de nicotina, resulta em danos na homeostasia glicidica pos natal,
hiperinsulinemia e dislipidemia'®*’.

Na gestacdo, o tabagismo dobra a chance de ocorréncia de baixo peso ao nascer, é
responsavel por 8% dos partos prematuros, 5% de todas as mortes perinatal, pode contribuir
para a sindrome da morte subita do bebé, além de causar importantes alteracdes no
desenvolvimento do sistema nervoso fetal*®*°. Filhos de mées fumantes ganham peso numa
velocidade menor que filhos de ndo-fumantes, ao medir o ganho de peso em um periodo de
14 dias, foi observado que os filhos de fumantes apresentavam ganho ponderal médio 40%

menor que os filhos de ndo-fumantes®®?*,
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Sabe-se que o cigarro é formado por diversos compostos nocivos a salde, entre 0s
mais estudados estdo a nicotina e 0 mondxido de carbono (CO). Na mae a nicotina provoca,
entre outras, alteracdes subitas e momentaneas no aparelho cardiovascular, enquanto que, a
exposicdo fetal, nas fases pré e perinatal, tém sido relacionadas a altera¢cBes que irdo
prejudicar o desenvolvimento da crianca e do jovem?.

Assim como a nicotina, o CO também contribui negativamente no periodo
gestacional, pois € um gas téxico produzido pela combustdo incompleta de matéria
organica, embora existam outras fontes de exposi¢cdo, como a polui¢do atmosférica. O CO
liga-se a hemoglobina materna e fetal no sitio onde se deveria ligar o oxigénio, com
afinidade 200 vezes maior que este, formando a carboxihemoglobina (COHb), que em altas
concentragfes provoca hipoxia tecidual, estimulando a eritropoiese e causando uma
elevacdo do hematdcrito da gestante fumante e de seu feto. Isto implica em
hiperviscosidade sangiinea, aumento do risco de infarto cerebral no neonato, e mau
desempenho da placenta®.

O tabagismo também aumenta a resisténcia a insulina (RI) por alterar a distribuicéo
da gordura corporal associada com inflamagé&o sistémica de baixo grau, ou por exercer uma
influéncia toxica sobre o tecido pancreatico’®**. Componentes quimicos do cigarro podem
alterar diretamente o transporte de glicose intracelular ou, indiretamente altera-lo atraves de

mudancas na quimica do fluido sanguineo®.

1.3. Tabagismo e resisténcia a insulina
Um crescente corpo de evidéncias indica que o tabagismo esta associado com um

quadro de resisténcia & insulina e diminuicdo da tolerancia a glicose®®. A literatura atual
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aponta uma relacdo dose-resposta existente entre tabagismo e desenvolvimento de diabetes
tipo 11 em adultos®”%,

O tabagismo altera o metabolismo em varios aspectos que podem afetar a
sensibilidade a insulina. O fumo esta associado com aumento da gordura abdominal (maior

relagdo cintura-quadril)?2*°

aumento de acidos graxos livres (AGL) e mobilizacdo de
glicerol, quadro de dislipidemias (aumento de LDL — Low Density Lipoprotein e
diminuicdo de HDL - High-density lipoprotein), disfuncdo endotelial, aumento na
viscosidade sanguinea, estado de hipercoagulabilidade e diminuicdo da sensibilidade a
insulina?® 313232,

HOUSTON, 2006, num estudo epidemiolégico mostraram que a prépria fumaca
do cigarro pode causar intolerancia a glicose, o que é precursora de diabetes e doenca
aterosclerotica. Encontraram forte associacdo entre exposicdo a fumaca do cigarro e
incidéncia de intolerancia a glicose durante estudo longitudinal de 15 anos, sendo 22 %
entre os fumantes e 17% entre os ndo-fumantes expostos a fumaca. Além disso,
demonstraram que os ndo fumantes com exposicdo passiva a fumaca do cigarro

apresentavam maior risco de desenvolver intolerancia a glicose comparados aqueles néao-

fumantes e sem exposi¢do passiva ao cigarro.

1.4. Relacgdo entre resisténcia a insulina e transportador de glicose

Para suprir os requerimentos energéticos de uma célula, a glicose deve fluir para
dentro da mesma, sendo transportada, em sua maioria, por difusdo facilitada, o que envolve
a participacdo de uma proteina transportadora. Em alguns tecidos, este processo €

estimulado pela insulina, um horménio anabolico que provoca a sintese de glicogénio tanto
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no tecido hepéatico quanto no tecido muscular, estimula a lipogénese no figado e nos
adipécitos, além de reduzir a lipolise®”.

A via de sinalizagéo da insulina envolve sua ligagdo com receptor, 0 que promove a
autofosforilacdo dos residuos de tirosina de suas subunidades (Fig. 01). Este processo
desencadeia subsequentes fosforilagdes de varios substratos protéicos como os membros da
familia dos substratos do receptor de insulina (IRS) -1, -2, -3 e -4, Shc, Gab-1, p60dok,Chl,
JAK2 e APS. Os dominios de fosfotirosina nestes substratos se ligam ao dominio SH2 em
proteinas tais como fosfatidilinositol 3 — cinase (P1(3)K). Uma vez ativada a PI(3)K pode
ocorrer a fosforilagdo da PKB/Akt, em residuos de serina/treonina. A PKB/AKt por sua vez
estimulara a translocacdo de transportador de glicose (GLUT) para a membrana
plasméatica® *.

Os GLUTs sdo uma familia de 13 membros, denominadas GLUTs 1 a 12 e HMIT
(transportador de mioinositol com H* acoplado), os quais permitem a difusio facilitada de
glicose, por gradiente de concentracdo, através da membrana plasmética®. Devido a

diferencas estruturais e funcionais dos GLUTS, a partir de um alinhamento madltiplo, a

familia foi dividida em trés subclasses (I-111)*.
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Fig. 01. Dendrograma de um alinhamento maltiplo de todos os membros da familia
GLUT.

O GLUT4 é o transportador insulinodependente, mais abundante nas membranas
celulares do musculo esquelético, cardiaco e tecido adiposo. A dependéncia consiste no fato
de que sem estimulacdo pelo hormdnio insulina a densidade do GLUT4 na membrana é
extremamente baixa, estando presente em vesiculas citoplasmaticas. Apos a estimulacao,
esses transportadores sdo translocados para a membrana e o transporte de glicose é
aumentado. Modificagdes na expressdo deste gen (ou gene), tanto em tecido adiposo quanto
em musculo esquelético, correlacionam- se de maneira direta com aumento ou reducdo da

sensibilidade insulinica®®.
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Fig. 02 — Modelo proposto da estrutura da proteina transportadora de glicose
(MUECKLER, 1985) . A figura mostra a homologia entre as isoformas GLUT1 e GLUTA4.
As bolinhas réseas correspondem aos aminoacidos homdélogos entre as duas isoformas, e as

bolinhas vermelhas correspondem aos aminoacidos heter6logos.

ReducBes na expressdo de GLUT4 tém sido associadas, entre outros, com
inflamacéo e desenvolvimento de RI. Algumas situacgdes, tais como gestacdo, diabetes e
sindrome dos ovérios policisticos, sem presenca de RI, também ja mostraram que se
acompanham de reducio na expressdo do GLUT4*. O fumo também esta associado a um
prejuizo na resposta do teste de tolerancia a glicose e RI; com risco de desenvolvimento

semelhante em fumantes passivos e em fumantes ativos™.
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OBJETIVOS

2. Objetivos

Investigar o efeito da exposicdo a fumaca de cigarro na homeostasia glicidica,
parametros morfométricos e expressdo da proteina envolvida no transporte da glicose
insulino-mediado , GLUT4, em musculo esquelético de ratas durante a prenhez e a lactacao

e em sua prole.
Investigando a participacao de dois fatores:

a) inflamac&o, por meio da analise de expressdo de proteina supressora da sinalizacéo

de citocinas 3, SOCS3;

b) hipdxia por meio da analise de expressdo do fator transcricional induzido por hipoxia

la — HIF1a.
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MATERIAL E METODO

3. Material e Métodos

3.1. Animais de experimentacao

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas 40 ratas virgens, Wistar, com 2
meses de idade, fornecidos pelo Biotério Central da UNESP - Campus de Botucatu. Os
animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisioterapia da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da UNESP - Campus de Presidente Prudente, alocados em gaiolas
plasticas coletivas na disposicdo de duas ratas e um rato para que houvesse o acasalamento.
Apdbs o acasalamento as ratas foram alocadas em gaiolas individuais com sua prole até o
momento programado para o sacrificio. As proles, apés o desmame (21 dias), foram
alocadas em gaiolas coletivas e mantidas até 2 meses de idade.

A temperatura média de 22 + 2°C, com ciclos de 12 horas de luminosidade, sendo
das 07:00 as 19:00 horas (periodo claro) e 19:00 as 07:00 horas (periodo escuro). Esses
animais foram alimentados com racdo padrdo (Supra Lab, Alisul Ind. Alimentos. Ltda, RS)
e agua fornecida ad libitum. O estudo obedeceu os “Principios Eticos na Experimentacio
Animal”, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da UNESP, Campus

Presidente Prudente, processo n° 296/2008.

3.2. Caracterizacgao do sistema de inalacéo
O modelo de inalacdo utilizado foi o descrito por Cedon Filha, 1994%, com
adequacbes do espaco para a gaiola e valvulas realizadas pelo Servico Nacional de

Aprendizagem Industrial (SENAI) de Presidente Prudente — SP.
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Para a cdmara de inalacdo foi utilizada uma caixa com estrutura de aluminio e vidro,
medindo 100x44x44 centimetros, hermeticamente fechada e dividida em dois
compartimentos por um tabique de vidro escuro com um pertuito central de uma polegada
de didmetro. Um dos compartimentos da caixa serviu para a colocagdo de cigarros acesos
em um suporte, de forma que ficassem na posicdo vertical, o outro compartimento foi
destinado a exposi¢do dos animais.

Do lado que ficaram os cigarros, esteve conectada & cdmara uma fonte de ar
comprimido com fluxo de 10 L/min permitindo a combustdo dos cigarros e propiciando a
conducdo da fumacga para o outro lado da caixa, onde foram alocados os animais, dentro da
gaiola. No compartimento dos animais havia um orificio de drenagem de ar possibilitando

a exaustdo parcial da mistura.

Fig. 03 — Desenho esquematico da camara de inalagdo utilizada para exposicao dos

animais a fumaga.
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Fig. 04 — Vista externa da cdmara de inalacdo utilizada para exposi¢do dos animais

a fumaca.

3.3. Desenho Experimental

- Grupo Mée:
A amostra foi formada por 40 ratas Wistar, prenhes, distribuidas aleatoriamente em

quatro grupos de 10 animais cada:

e CG: controles ndo expostas a fumaca de cigarro sacrificadas ao término da gravidez,

com sua prole adotada pelo grupo CL;
e CL: controles ndo expostas a fumaca de cigarro sacrificadas ao término da lactag&o;

e FG: expostas a fumaca de cigarro durante o periodo da gravidez, com sua prole

adotada pelo grupo FL;

e FL: expostas a fumaca de cigarro durante a gestacéo e lactacéo.
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- Grupo Prole

A prole foi restrita ao nimero de 6 animais por mée, divididas por sexo, sacrificados
com 2 meses de idade (fase jovem adulto), sendo 21 dias de lactacdo e 39 dias de
alimentacdo a base de racéo padréo.

e Grupo Pcg: (n=20) prole das ratas do grupo CG (macho e fémea);
e Grupo Pcl: (n=20) prole das ratas do grupo CL (macho e fémea);
e Grupo Pfg: (n=20) prole das ratas do grupo FG (macho e fémea);

e Grupo Pfl: (n=20) prole das ratas do grupo FL (macho e fémea).

Todos os animais utilizados permaneceram no biotério sob as mesmas condicdes,

sendo sacrificados entre o periodo das 14-16h, em jejum de 6-8 h.

3.4. Protocolos de Experimentacéo

As ratas dos grupos fumantes (FG e FL) foram submetidas a um protocolo de
exposicdo a fumaca da combustdo de 4 cigarros, durante 30 minutos, duas vezes ao dia,
cinco dias por semana que constou de trés fases: pré-gestacdo, gestacdo e lactacdo. Esta
dose, que totalizou um cigarro/dia por animal, foi determinada a partir de experimentos
prévios que relataram ser esta a dose equivalente a niveis semelhantes em fumantes
crénicos humanos que consomem entre 10 e 20 cigarros por dia®.

Na fase de pré-gestacdo, que compreendeu 15 dias, os animais dos grupos FG e FL
foram submetidos ao protocolo de exposicdo a fumaga. A fase gestacional consistiu na

exposicado dos animais do grupo FG e do grupo FL, por um periodo de aproximadamente
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20-25 dias (periodo da gestacdo). Na fase de lactacdo o grupo FL foi submetido ao
protocolo de exposicao a fumaca, por 21 dias.

Foram utilizados cigarros da mesma marca durante todo o experimento, adquiridos
comercialmente, com a composicdo descrita pelo fabricante: mistura de fumos, agucares,
papel de cigarros, estratos vegetais, agentes de sabor, gerando para cada queima de cigarro

o valor de 0,7 mg de nicotina, 8 mg de alcatrdo e 9 mg de mondxido de carbono.

3.5. Coleta de Material

Os animais foram sacrificados sob anestesia com cloridrato de xilazina (Dorcipec,
Vallée Produtos Veterinarios, Brasil — 40mg/Kg i.p. para mées e 20mg/Kg i.p para proles) e
cloridrato de quetamina (Dopalen, Divisdo Vetbrands Satide Animal, Brasil — 40mg/Kg i.p.
para mées e 20mg/Kg i.p para proles)*, de acordo com os periodos supracitados. Em
seguida foram extraidos tecido adiposo branco intraperitoneal (periuterino para fémeas e
periepididimal para machos), coracdo, figado e musculo esquelético gastrocnémio.
Imediatamente ap0s a retirada, os tecidos foram pesados para comparacdo entre 0S grupos,
identificados, congelados em nitrogénio liquido e guardados a temperatura de -70°C para
posterior processamento. Durante a realizacdo do protocolo de experimentacdo todos 0s
animais foram pesados e foi feita medida do comprimento nasoanal. Também foi coletado
sangue da veia cava inferior para analise sérica de glicemia por colorimetria (kits Bioclin,

Quibasa, Brasil).
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3.6. Quantificacdo do RNAmM do gene do GLUT4, SOCS3 e HIF-1a
Para a quantificacdo do gene do GLUT4, SOCS3 e HIF-1a. foi realizada a técnica de

RT-PCR (reverse transcriptase-polimerase chain reaction).

3.6.1. Preparacéo das amostras para o RT-PCR

As amostras de tecidos musculares e adiposo foram homogeneizadas em
homogeneizador modelo OMNI TH - USA (Life Technologiessn — GIBCO BRL,
Gaithersburg, USA) com TRIZOL Reagent® (Invitrogen) conforme especificacdo do
fabricante, para obtencdo do RNA total das amostras.

A analise da concentracdo de RNA total foi feita utilizando-se 1 uL da amostra
solubilizada de RNA total adicionado a 79 uL de agua DEPC para leitura em

espectrofotdbmetro (Gene Quant, AmershamBiosciences, GE Healthcare) em 260 nm.

3.6.2. Verificagéo da integridade do RNA total

Para verificar a integridade do RNA total extraido foi realizada uma preparacao das
amostras para corrida em gel de agarose por eletroforese. 1 pug de cada amostra foram
acrescidos a 1 uL de Brometo de Etidio (EtBr). Em seguida, tal mistura foi aplicada no gel
de agarose 1% e corridos com tampdo de corrida Running Buffer 1X (75V, 400mA,
~45min) e verificados em UV, observando a presenca e qualidade das duas bandas, 28S e
18S, com relacdo de 1,5/1. As imagens foram obtidas através do sistema de fotografia
KODAK Molecular Imaging Software Version 4.0, 2-User e Eletronic UV Transilluminator

Ultra. Lum. Inc..
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3.6.3. Obtencgéo da cDNA a partir do RNA total

Amostras de 5,0 ug de RNA total extraido dos tecidos foram submetidos a reacdo
de transcricdo reversa com primers randémicos para a sintese de uma fita de DNA
complementar ao RNAm (cDNA). Para isto, foi adicionado em cada amostra: 1 uL de H,O
DEPC, 4 uL de tampéo da enzima (50mM de Tris-HCI pH 8,3, 75 mM de KCI, 3 mM de
MgCl,), 2 uL DTT (10 mM), 1 uL mistura de dNTPs (0,5mM cada), 0,5 pL Random (0,3
ug/ul) e 1 uL da enzima Transcriptase Reversa (200U; Invitrogen®, EUA), em volume
final de 8,5 uL, completos com H,0 DEPC. As amostras passaram por uma série de
incubacdes, sendo 10 minutos a 25°C para ligacdo do Random, 1 hora a 42°C na presenca
de 1 uL da enzima para anelamento e extensdo, 15 minutos a 70°C para desnaturacdo da

enzima e fim da reacdo.

3.6.4. PCR para amplificacdo dos fragmentos dos genes do GLUT4, SOCS3, HIF-1a e
B-actina

Resumidamente o protocolo de PCR a ser utilizado foi: aliquotas de 1 uL do
produto final de RT-PCR (cDNA), juntamente com 10 pmol dos primers especificos para
GLUT4  Sense: 5’- CCCCTCCAGGGCAAAGGAT  -3’;  Antisense: 5’-
TCCTGGAGGGGAACAAGAA - 3% SOCS3 Sense: 5’-

TTCAGCATCTCTGTCGGAAGAC -3’; Antisense: 5°- CGGCAGCTGGGTGACTTT -3°,

HIF-1o0 Sense: 5’- CCCATCCATGTGACCATGAGG - 3’; Antisense: 5°-
TCAGCACCAAGCACGTCATAGG - 3’; e da p-actina: Sense: 5 -
ATGAAGATCCTGACCGAGCGTG - 3’ Antisense: 5’ -

CTTGCTGATCCACATCTGCTGG -3’, sendo submetidas a amplificacdo em 24 pL de um
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“mix” contendo 5,0 uL de tampdo 10x Taq Polimerase (Invitrogen®), 1,5 uL de cada
dNTPmix 10 mM, 1,5 uL de MgCl, 50 mM, 0,125 uL da enzima Taq DNA Polimerase
[5U/uL] (Invitrogen®) e 15,875 pL de dgua Mili-Q autoclavada. As reagdes de PCR foram
realizadas com um passo inicial de desnaturacdo do molde de cDNA a 95 °C por 2 min e
posterior anelamento com temperaturas especificas para cada primer conforme
padronizacéo realizada, e extensdo de 72°C por 45 s. Por fim, o material foi resfriado a 4°C
até a realizacdo da eletroforese em gel de agarose. As incubacGes foram realizadas em
termociclador automético Techne TC-312.

Os produtos amplificados foram posteriormente submetidos a eletroforese em gel de
agarose-EtBr e visualizados com iluminagdo UV. As imagens foram adquiridas em
equipamento de fotovideodocumentagdo (KODAK Molecular Imaging Software Version
4.0, 2-User e Eletronic UV Transilluminator Ultra. Lum. Inc) e para analise densitométrica
das bandas obtidas foi utilizado o software Scion Image (Scion Corporation, Frederick,
Maryland, USA), apropriado para este fim.

A expressdo do RNAm para o gene GLUT4, SOCS3 E HIF-1a foi normalizada pela
expressdo da P-actina (proteina constitutiva), calculada pela razdo entre os valores da

densitometria do gene de interesse e do gene constitutivo.

3.7. Quantificacao de proteinas do transportador de glicose GLUT4
A quantificacdo da proteina GLUT4 das amostras foi feita por meio da técnica de

Western Blotting.
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3.7.1. Preparacao das Amostras para o Western Blotting

Para a técnica de Western Blotting foi utilizado o mudsculo esquelético gastrocnémio
em membranas totais (MT). Para isso os tecidos foram centrifugados a 1000g durante 10
minutos, 4°C. O sobrenadante foi guardado e o precipitado ressuspenso em mesmo tampéao
(1/3 do volume inicial) e submetido novamente a centrifugacdo (1000g) por 10 minutos, a
4°C. Os dois sobrenadantes foram somados e entdo submetidos a uma ultracentrifugacéo a
1500009 durante 75 minutos, a 4°C. O sedimento, correspondendo a fracdo MT, foi

ressuspenso em 600pL de tampao de homogeneizagio e estocado a —20°C até a utilizagdo™.

3.7.2. Método Lowry para dosagem de proteina

A concentracdo de proteina total das diferentes fracdes de membranas celulares foi
avaliada através do método de LOWRY™. Foram acrescentados em 100 pL de amostra,
dois mL de solucdo C (solucdo A: Na2CO3 189 mM, NaOH 100 mM, Tartarato de Na+ e
K+ 0,7 mM adicionada de solu¢do B: CuSO4.5H20 16 mM, numa propor¢do de 50
volumes de solucdo A: 1 volume de solucdo B. Apds 10 minutos de incubacdo a 370C,
adicionou-se a solugdo de Folin Ciocalteau (75 uL). Apos 30 minutos de incubacdo a 370C,
a concentracdo de proteina foi avaliada por leitura em espectrofotdmetro (670 nm),
utilizando-se uma curva de calibracdo de albumina bovina sérica (BSA) de 0,05a 1,0 mg /
mL. Os valores de concentracdo protéica das amostras de fracbes de membranas foram

aferidos nesta curva de calibracéo.
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3.7.3. Western Blotting — Quantificacao de proteina GLUT4
Conhecidas as concentracfes protéicas das diferentes amostras de tecido, estas
foram submetidas ao método de “Western Blotting” para a quantificacdo do transportador

de glicose GLUT4. O método envolve 0s seguintes passos:

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O primeiro passo do Western Blotting consiste em submissdo das amostras a uma
corrida eletroforética em gel de poliacrilamida. Através deste método, é possivel separar
proteinas de acordo com seu peso molecular, sem que as unidades protéicas sejam perdidas,
permitindo estudos posteriores nestas fracdes protéicas.

Foi utilizado o método desenvolvido por Laemmli e modificado por GARFIN*, o
qual envolve um sistema descontinuo de dois géis contiguos, mas diferentes: o gel de
empacotamento (“staking gel” - Acrilamida 5,8%; Bisacrilamida 0,16%; Tris 0,5M pH 6,8;
EDTA 8mM; SDS 0,1% TEMED 0,05%; persulfato de aménio 0,06%) e o gel de separacéo
(“resolving gel” - Acrilamida 9,7% Bisacrilamida 0,3%; Tris 1,5 M pH 8,9; EDTA 8mM;
SDS 0,125%, TEMED 0,05% persulfato de aménio 0,05%).

Amostras de fragbes de membrana (20-30pg de proteina / lane, dependendo do
tecido) foram solubilizadas em tampdo de Laemmli (glicerol 15%, Tris 0,05M,
Bromophenol Blue 0,05%, SDS 9%, 2-Mercaptoetanol 6%) e, entdo, submetidas a fervura
durante 5 minutos. Apos fervura as amostras foram resfriadas e aplicadas no sistema de
corrida (gel).

A eletroforese vertical foi iniciada sob voltagem constante em 75 mV até que
ocorresse 0 empacotamento da amostra, 0 que podia ser observado na transicdo dos dois

géis (aproximadamente 1h e 30min). Posteriormente, foi aplicada uma corrente constante
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de 55mA para a corrida no gel de separacdo (aproximadamente 4h e 30min), utilizando-se
como tampéo de corrida Tris 25 mM, Glicina 190 mM, SDS 0,1%, EDTA 2 mM, pH 8,3.
Juntamente com as amostras sempre foi colocado um padrdo de proteinas de conhecidos
pesos moleculares (marcadores), o que facilitava a localizagdo da proteina desejada para o

estudo.

Transferéncia eletroforética

Ap0s a separacdo das fracOes protéicas em gel de poliacrilamida, foi realizada a
transferéncia eletroforética dessas fracdes para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C
Super (GE healthcare, AMERSHAM Biosciences, UK).

A transferéncia foi realizada sob corrente constate de 42mA, em temperatura de 40C
por 16 horas, utilizando-se como tampdo de transferéncia Tris 12,5 mM, Glicina 95 mM,
metanol 20%, pH 8,3. A qualidade da transferéncia foi verificada corando-se o gel pos-

transferéncia com azul brilhante de Comassie™.

Imunodeteccdo (Immunoblotting) - ECL (Enhanced Chemiluminescence)

Apbs a transferéncia eletroforética, iniciou-se o processo de imunodeteccdo®.
Primeiramente, realizou-se um bloqueio inespecifico com leite desnatado — 23g de leite em
100ml de PBS 1X (NaCl 0,8%, Na2HPO4[12H20] 0,115%, KCI 0,02%, KH2PO4 0,02%)
durante 1 hora em temperatura ambiente e, em seguida, a membrana foi incubada com
anticorpo anti-GLUT4 (antisoro comercial de coelho - Chemicon International, Temecula,
Califérnia) com diluicao de 1:3000 em PBS 1X + BSA 8%), durante 3 horas a 37°C.

Posteriormente a membrana recebeu série de lavagens com 10 ml de solucédo de

lavagem (PBS 1X + 0,1% Tween 20). Em seguida foi feita uma incubag¢do com o anticorpo
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secundario anti-1gG de coelho, marcado com peroxidase (HRP), diluido 1:6000, em solucéo
blogueadora (1g de leite em p6 + 20 ml de PBS 1X + 0,05% de Tween 20) durante 1 hora.
A membrana foi lavada vigorosamente com solucédo de lavagem e colocada em contato com
solucio de deteccdo (H20 destilada + Luminol + Ac. P-Cumarico + Tris 1M [pH 8,5] +
Perdxido de Hidrogénio) por 1 minuto.

Por fim, a membrana foi exposta a Hyperfilm® (IGF — Corporation, New Jersey,
USA) por periodos de 1,5 a 3 minutos para deteccdo das bandas resultantes. Apos este
periodo o filme foi revelado com solucdo reveladora e reforcadora (KODAK), sendo

evidenciados os “blots” correspondentes a proteina transportadora GLUT4.

Expressao dos resultados

O Filme foi fotografado por uma camera do aparelho de fotodocumentacdo Gel
Logic 100 (Kodak Molecular Imaging, EUA), e as imagens foram analisadas por
densitometria utilizando-se o software Scion Image for Windows (Scion Corporation,
EUA).

A intensidade dos “blots” e os resultados em cada membrana foram normalizados
considerando-se 100% o valor obtido pelo grupo controle (CG ou CL). Os resultados
obtidos a partir desta analise densitométrica foram entdo expressos em:

» Conteudo total de GLUT4 dividido por grama de peso tecidual que reflete a

capacidade do tecido em depurar a glicose sanguinea (UA/g de tecido);
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3.8. Anélise dos Dados

Os resultados foram apresentados como média + EPM. Para comparacao das médias
foi utilizado o teste ANOVA one-way, paramétrico, com pos-hoc (Bonferroni) por meio do
software GraphPad Instat Version 3.01. Os valores de GLUT4 foram correlacionados com
SOCS3 e HIF1a, correlacdo de Pearson por meio de grafico de dispersdo, ap0s testada a
normalidade dos dados com o teste One-Sample Kolmogorov-Smirnov usando o software
SPSS 17.0 Statistics. As diferengas entre os grupos foram consideradas significantes

quando o valor de P fosse menor que 0,05.
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RESULTADOS

4. Resultados

4.1. Resultados das Maes

4.1.1. Analise do Peso

O peso das ratas prenhes foi analisado semanalmente durante os diferentes periodos

reprodutivos (pré-gestacdo, gestacdo e lactacdo). Na Tabela 1, sdo mostrados 0s pesos

teciduais e 0s pesos corpéreos, pode-se observar que no grupo FG o tecido adiposo estava

26% menor em relacdo ao seu controle, e ndo foi detectado tecido adiposo nas ratas

lactantes. Ja os demais tecidos ndo apresentaram diferencas estatisticas nos pesos entre 0s

grupos estudados. Observou-se também que, a exposicdo a fumaca de cigarro ndo alterou

0S pesos corpdreos durante a pré-gestacdo (Fig. 05a), porém o peso das ratas FG foi menor

em relacdo ao grupo CG e, durante a lactacdo as ratas do grupo FL tiveram peso menor

durante os 21 dias analisados (Fig. 05 b,c).

Tabela 1 — Peso corpdreo e tecidual das ratas prenhes no momento do sacrificio.

CG CL FG FL
Masc. 1,37+0,07 1,09+0,06 1,30+0,10 1,15+0,05
Gastrocnémio ()
Tec. Adiposo (g) 3,32+0,23 nd 2,38+0,33* nd
Figado (g) 10,05+0,52 9,83+0,41 9,01+0,76 8,33+1,43
Coracéo (g) 0,80+0,02 0,83+0,04 0,78+0,03 0,81+0,02

Os valores sdo expressos em gramas (g), n=8-10 animais por grupo, * P <0,05 vs CG.
ANOVA e Bonferroni. nd = ndo detectado. CG: controle gestacdo; CL: controle lactacao;

FG: fumante gestacdo; FL: fumante lactacéo.
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Fig. 05 — a) Peso corporeo médio das ratas durante o periodo pré gestacional. b) Peso

corpéreo médio das ratas durante o periodo gestacional, "P<0,05 CG vs CL, FG, FL. c)

Peso corpéreo médio das ratas durante o periodo da lactagdo, 'P<0,001 vs CL. n=8-10

animais por grupo. ANOVA e Bonferroni. Os valores sdo expressos em gramas (g). CG:

controle gestacao; CL: controle lactacdo; FG: fumante gestacdo; FL: fumante lactacéo.
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4.1.2. Analise da Glicemia

A Fig. 06 representa 0s niveis plasmaticos da glicemia de jejum das ratas no
momento do sacrificio e pode-se observar que os grupos submetidos a fumaca de cigarro

apresentaram valores estatisticamente maiores em relacdo aos controles.
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Fig. 06 — Niveis plasmaticos da glicemia de jejum (6-8h), em mg/dL. n=8-10 animais por
grupo. *P<0,05 vs. CG e CL. ANOVA e Bonferroni. CG: controle gestagdo; CL: controle
lactacdo; FG: fumante gestacdo; FL: fumante lactacao.

4.1.3. Analise da expressdo do RNAmM do GLUT4, SOCS3 e HIF-1a, e do
conteudo protéico do GLUT4

Na Fig. 07 a,b, observa-se a expressdo génica e protéica do GLUT4 no musculo
gastrocnémio das ratas e, pode-se verificar que os grupos FG e FL obtiveram contetdo
protéico 48,38% e 39,94% menor em relacdo aos controles, respectivamente, sem

alteracOes estatisticas na expressao génica do transportador.
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Fig. 07 — a) Expressdo de RNAm do GLUT4 com seus valores descritos em unidades
arbitrarias (UA) e corrigidos pela expressdo do gene da proteina constitutiva B-actina e,
imagens representativas dos respectivos produtos de RT-PCR. b) Conteudo proteico do
GLUT4, com imagens da radiografia obtida pelo ensaio de Western Blotting. Os resultados
foram expressos em unidades arbitrarias por grama de tecido (UA/g tecido x10%
considerando CG e CL como 100% para os grupos FG e FL, respectivamente. *P<0,05 vs
CG e **P<0,01 vs CL, n=6-9 animais por grupo. ANOVA e Bonferroni. CG: controle

gestacdo; CL: controle lactacdo; FG: fumante gestacdo; FL: fumante lactacao.

A Fig. 08 a,b representa os valores da expressao génica das proteinas SOCS3 e HIF-
la, respectivamente. Pode-se observar que ndo ha diferenca na expressao génica de SOCS3
e de HIF la, porém se nota uma tendéncia para maiores valores nos grupos de mées que
foram expostas a fumaca de cigarro comparadas aos controles, com maior valor no grupo

FL, onde o gene estava 33% mais expresso em relacdo a CL.
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Fig. 08 — a) Expressdo de RNAm de SOCS3. b) Expresséo de RNAm de HIF-1a. Os
valores foram descritos em unidades arbitrarias (UA) e corrigidos pela expressdo do gene
da proteina constitutiva 3-actina e, imagens representativas dos respectivos produtos de RT-
PCR. n=7-9 animais por grupo. ANOVA e Bonferroni. CG: controle gesta¢do; CL: controle

lactacdo; FG: fumante gestacdo; FL: fumante lactacao.

4.1.4. Analise da correlacao entre a expressdo do RNAmM de GLUT4, SOCS3 e
HIF-1a
As figuras 09 e 10 representam a correlacdo entre 0 RNAmM de GLUT4 e HIF-1a e

SOCS3, respectivamente, o grupo FL mostrou correlagdo positiva entre os genes do
transportador de glicose e o fator transcricional induzido por hipdxia la, entretanto ndo

houve correlagéo entre os genes de GLUT4 e SOCS3.
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0,91 entre os animais dos grupos FL. n = 7-9 animais. Correlacdo de Pearson e teste One-
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Figura 10 — Correlagéo entre a expressdo do RNAmM de GLUT4 e SOCS3. n = 7-9 animais.
Correlacédo de Pearson e teste One-Sample Kolmogorov-Smirnov.



41

4.2. Resultados das Proles

4.2.1. Analise do Peso

Nessa mensuracao ndo houve divisdo dos animais por sexo devido a impossibilidade
de distin¢éo, sendo entdo dividas em proles de mées ndo fumantes (Pnf) e proles de maes
fumantes (Pf). O peso das proles foi analisado em trés momentos: ao nascer, no primeiro
més e no segundo més (Fig. 11).

Observou-se diferenca estatistica em todos os momentos analisados, ao nascer,
sendo que a prole de maes fumantes apresentou peso 13,4% menor em relacdo a prole de
mées nao fumantes. No primeiro més de vida observou-se peso 20% menor da prole de
mées fumantes em relacdo ao peso da prole de méaes ndo fumantes e, no segundo més de
vida o peso da prole de mées fumantes foi 12,1% menor em relacdo ao peso da prole de

maes ndo fumantes.
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Fig. 11 — Evolugdo do peso médio ao nascer, no primeiro e no segundo més de vida das
proles de mées fumantes e ndo fumantes. Os valores sdo apresentados como média = EPM,
expressos em gramas (g), n=10 animais por grupo. 'P<0,001, ~P<0,01 e *P<0,05 vs. Pnf.

ANOVA e Bonferroni. Pnf: prole de ratas ndo fumantes; Pf: prole de ratas fumantes.
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A Tabela 2 apresenta os pesos teciduais nas proles macho e fémea. O tecido adiposo
branco periepididimal na prole macho de ambos os grupo de maes lactantes, fumantes e ndo
fumantes esteve menor quando comparados as proles que foram adotadas (Pcg e Pfg) e,
interessantemente, em proles fémeas este tecido ndo foi detectado. Nao houve alteracéo

estatistica no peso dos demais tecidos analisados.

Tabela 2 — Peso dos tecidos extraidos das proles macho e fémea no momento do sacrificio.

GRUPO Mdasculo Tecido Figado (g) Coracao (g)
Gastrocnémio (g)  Adiposo (g)
Pcg (M) 0,99+0,03 1,32+0,07 7,35+0,18 0,65+0,02
Pcg (F) 0,90+0,03 - 7,23+0,31 0,57+0,05
Pcl (M) 0,76+0,04 0,91+0,04* 6,27+0,23 0,53+0,09
Pcl (F) 0,73+0,02 . 5,53+0,45 0,49+0,02
Pfg (M) 0,94+0,06 1,17+0,1 6,98+0,96 0,55+0,04
Pfg (F) 0,72+0,02 - 5,17+0,42 0,48+0,02
Pfl(M) 0,73+0,08 0,89+0,11* 5,45+0,70 0,48+0,04
Pfl (F) 0,58+0,06 . 4,43+0,70 0,42+0,02

Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) expressos em
gramas (g), n=7-10 animais por grupo, *P<0,05 vs Pcg e Pfg. ANOVA e Bonferroni. Pcg:
prole de controle gestacdo; Pcl: prole de controle lactagdo; Pfg: prole de fumante gestacao;

Pfl: prole de fumante lactacéo.

4.2.2. Andlise de Glicemia

Na Fig 12 observa-se um valor 57% e 65% maior nas glicemias de jejum das proles
macho das mées fumantes gestacao e lactacdo, respectivamente, sem alteracdes estatisticas

nas proles fémeas.



43

Prole macho Prole fémea
*x 210
210 -
* I 180 T
1801 ~
3 g, 150 4 T
S 150 E
£ £ 120
£ 120 T 3.
S [
T @ ]
o 9 S
2 g 60
‘= 60
IS o
9 2 5
5 ®- O
o P |
04 Bl cg Pc Pfg Pfl

Pfl

Fig. 12 — Niveis plasmaticos da glicemia de jejum (6-8h), em mg/dL das proles macho e
fémea. n=5-10 animais por grupo. *P<0,05 vs. Pcg e **P<0,001 vs. Pcl. ANOVA e
Bonferroni. Pcg: prole de controle gestacédo; Pcl: prole de controle lactacdo; Pfg: prole de
fumante gestacdo; Pfl: prole de fumante lactagao.

4.2.3. Analise da expressdo de RNAmM de GLUT4, SOCS3 e HIF-1 e do contetdo
proteico de GLUT4 em prole macho e fémea.

4.2.3.1. Prole Fémea

A Fig. 13 — a, b - representa a expressdo génica e o conteddo protéico de GLUT4
em masculo gastrocnémio das proles fémea, pode-se observar que nos grupos das proles
expostas a fumaca de cigarro a expressao de RNAmM GLUT4 foi 25% e 33% menor em
relacdo a prole de mées controles, respectivamente. Apesar de nao apresentar diferencas
estatisticas no conteudo protéico do transportador entre 0s grupos expostos e ndo-expostos
a fumaca de cigarro, nota-se uma modulacdo de acordo com o periodo reprodutivo em que
a mée foi sacrificada, sendo que apresentaram maior contetdo protéico as proles cujas maes

sobreviveram até o final da lactacdo Pcl e Pfl). A expressdo de SOCS3 ndo sofreu alteracdo
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entre os grupos analisados, porém a expressdo de HIF 1o estava 30% e 66% menos expresso

nas proles Pfg e Pfl (Fig. 14 a,b).
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Fig. 13 - a) Analise da expressio de RNAm de GLUT4 representados em unidades
arbitrarias (UA), com imagens representativas dos produtos de RT-PCR. b) Conteudo
protéico do GLUT4, com imagens da autorradiografia obtida pelo ensaio de Western
Blotting, expresso em unidades arbitrarias por grama de tecido (UA/g tecido x10%). n=7-10
animais por grupo. *P<0,05 vs. Pcg e Pcl, respectivamente. ANOVA e Bonferroni como
pos teste. Pcg: prole de controle gestacdo; Pcl: prole de controle lactacédo; Pfg: prole de

fumante gestacdo; Pfl: prole de fumante lactacéo.



45

SOCS3

113 pb 261 pb
a) 512 nb b) 512 nb
160

140
120

100

120

100

80
80

60
60

40 4
40

RNAmM SOCS3 (UA)
RNAm HIF1a (UA)

204 20 4

' P Pcl
Pca Pel Pfa P c9

Fig. 14 - a) Andlise da expressdo de RNAm de SOCS3. b) Anélise da expressdo de RNAm
de HIF-1a. Os valores foram representados em unidades arbitrarias (UA), com imagens
representativas dos produtos de RT-PCR dos genes do SOCS3, HIF1a e [3-actina. n=9-10
animais por grupo. *P<0,05 vs. Pcg e Pcl, respectivamente. ANOVA e Bonferroni como
pos teste.

4.2.3.2. Prole Macho

A Fig. 15 — a, b representa a expressdo génica e o contetdo protéico de GLUT4 em
musculo gastrocnémio das proles macho. A expressao génica do transportador estd menor
nas proles cujas ratas foram expostas a fumaca de cigarro, sendo 17% menor em Pfg e 66%
em Pfl, apesar de ndo apresentar diferencas estatisticas no conteudo protéico do
transportador nota-se uma tendéncia ao aumento nas proles das ratas expostas a fumaga em
relagdo aos grupos controles. A expressdo de SOCS3 néo sofreu alteracdo entre 0s grupos
analisados, porém a expressdo de HIF1a estava 30% e 66% menor nas proles Pfg e Pfl (Fig.

16 a,b).
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Fig. 15 - a) Analise da expressdao de RNAmM de GLUT4 expressos em unidades arbitrarias
(UA), com imagens representativas dos produtos de RT-PCR. b) Contedo protéico do
GLUT4, com imagens da radiografia obtida pelo ensaio de Western Blotting expressas em
unidades arbitrarias por grama de tecido (UA/g tecido x10*) considerando Pcg e Pcl como
100% para os grupos FG e FL, respectivamente. n=6-10 animais por grupo. *P<0,05 vs.
Pcg e **P<0,001 vs. Pcl, respectivamente. ANOVA e Bonferroni como pds teste. Pcg:
prole de controle gestacdo; Pcl: prole de controle lactacdo; Pfg: prole de fumante gestagéo;
Pfl: prole de fumante lactacdo.
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Fig. 16 - a) Analise da expressdao de RNAmM de SOCS3. b) Analise da expressdo de RNAmM
de HIF-1a. Os valores foram expressos em unidades arbitrarias (UA), com imagens
representativas dos produtos de RT-PCR dos genes de SOCS3, HIF1a e [3-actina. n=7-10
animais por grupo. *P<0,05 vs. Pcg e **P<0,01 vs. Pcl, respectivamente. ANOVA e
Bonferroni como pos teste. Pcg: prole de controle gestacéo; Pcl: prole de controle lactagéo;

Pfg: prole de fumante gestagéo; Pfl: prole de fumante lactacéo.

4.2.4. Andlise da correlagdo entre a expressdo de RNAmM de GLUT4, SOCS3 e
HIF-1a

4.2.4.1. Prole Fémea
A Figura 17 a,b, representam a correlacdo entre 0 RNAmM de GLUT4, HIF-1a e

SOCS3 em prole fémea, os resultados ndo evidenciaram correlacdo entre 0s genes

analisados.
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Figura 17 — a) Correlacdo entre a expressdo do RNAm de GLUT4 e HIF1a. b) Correlagéo
entre a expressdo do RNAmM de GLUT4 e SOCS3. n = 7-9 animais. Correlagdo de Pearson e

teste One-Sample Kolmogorov-Smirnov.

4.2.4.2. Prole Macho
A Figura 18 a,b, representam a correlacdo entre 0 RNAmM de GLUT4, HIF-1a e

SOCS3 em prole macho, os resultados n&o evidenciaram correlacdo entre 0s genes
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Figura 18 — a) Correlacdo entre a expressdo do RNAm de GLUT4 ¢ HIF1a. b) Correlagédo
entre a expressdo do RNAmM de GLUT4 e SOCS3. n = 7-10 animais. Correlacdo de Pearson
e teste One-Sample Kolmogorov-Smirnov.
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DISCUSSAO

5. Discussao

A literatura tem evidenciado os maleficios do fumo durante a gestacéo, tanto para a
salde materna quanto para a saude fetal. No presente estudo foi enfatizado o efeito da
exposicdo a fumaca de cigarro na homeostasia glicémica, pardmetros morfométricos e
expressdo da proteina GLUT4 envolvida no transporte da glicose insulino-mediado em
musculo esquelético de ratas durante a prenhez e a lactagdo e em sua prole, investigando o
envolvimento de dois mecanismos: inflamacdo, por meio da proteina supressora da
sinalizacdo de citocinas, SOCS3; e hipdxia causada pela exposi¢do a fumaca de cigarro, por
meio do fator transcricional induzido por hipdxia 1o — HIF 1 a.

De acordo com os resultados obtidos, durante os periodos reprodutivos as ratas
expostas a fumaca de cigarro apresentaram peso corporeo menor e, quando analisados 0s
pesos teciduais, 0 mesmo acontece com o tecido adiposo branco no grupo FG sugerindo a
acdo do fumo sobre o peso e a redistribuicio de gordura corporal mediado pela nicotina®. A
inalacdo de nicotina promove a elevacdo aguda da concentracdo no cérebro de alguns
neurotransmissores, como dopamina e serotonina, substancias inibidoras da ingestdo de
alimentos*’. Embora no presente estudo, ndo se tenha feito o controle da ingestdo alimentar,
uma das provaveis hipoteses para a reducdo do peso das ratas expostas tenha ocorrido em
funcdo da reducdo de apetite. Outro aspecto a ser considerado é o efeito direto da nicotina
sobre o metabolismo do tecido adiposo, ocorrendo maior oxidacéo de lipideos nos fumantes
em relacdo aos ndo fumantes, conforme observado por Filozof, 2004 e Ferrara, 2001*°.

Como descrito na literatura, a auséncia de tecido adiposo durante o periodo de

lactacdo tanto em ratas submetidas a fumaca de cigarro como em ratas ndo expostas como o
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observado neste estudo, ocorre porque o tecido adiposo é armazenado na gestacdo e
mobilizado durante a lactagdo, para formacdo do leite®, esse achado est4 de acordo com o
observado por Stuebe e Rich-Edwards (2009)>!, em que roedores apresentavam
armazenamento do tecido adiposo durante a gestacdo, o qual foi mobilizado durante a
lactacdo. Hamosh®2, em 1970, também observou algo semelhante e demonstrou mudancas
regionais na lipase lipoprotéica com atividade favoravel para a deposi¢do de gordura em
ratos. A deposicdo de gordura aumentou durante a gravidez, mas com a lactacdo, o tecido
adiposo foi degradado para a formacéo de leite.

Além de alterar o peso e a distribuicdo da gordura corporal o tabagismo também
exerceu efeito prejudicial na homeostasia glicémica, pois 0s grupos de ratas submetidas a
fumaca de cigarro apresentaram valores aumentados, enquanto que as ratas ndo expostas
tiveram os valores de glicemia de jejum proximos do esperado. O mecanismo celular
responsavel pela hiperglicemia encontrada é desconhecido, mas provavelmente acontece
pela associacdo de aumentos das concentracdes plasmaticas materna de esterdides sexuais,
prolactina, lactogénio placentario e corticosteroides® e ativacdo do sistema nervoso
simpatico com a liberacdo de catecolaminas que séo reconhecidas por reduzir a captagéo de
glicose insulino-mediada e aumentar producéo hepéatica de glicose®. Sinzato™ em 2008,
demonstrou ainda que ratas diabéticas expostas a fumaca de cigarro apresentavam
hiperglicemia quando comparadas a ratas diabéticas ndo expostas, sugerindo que o
tabagismo contribui para o prejuizo da homeostasia glicidica mesmo quando o diabetes ja
esta instalado.

Os animais expostos a fumaca ndo apresentaram diferencas significativas na
expressao do gene GLUT4, contudo houve expressiva reducdo no contetdo protéico de

GLUT4 tanto na prenhez como na lactacdo. E sabido que os niveis deste transportador em
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masculo esquelético ndo mudam em mulheres durante a gestagdo ou em mulheres com

|50

diabetes gestacional®™ e que, durante a lactacdo ocorre prejuizo na expressao e/ou

translocacdo de GLUT4 devido a degradacdo do tecido adiposo liberando de &cidos graxos
livres que possuem papel crucial na génese da alteracéo da captagdo de glicose®*™®.

Logo, a associacdo desses periodos com a exposicdo a fumaca de cigarro foi
determinante para prejudicar a traducdo e/ou translocacdo de GLUT4, o mecanismo pelo
qual isso ocorre ainda ndo esta bem elucidado. A expressdo génica de SOCS3 e HIFla
também nao sofreu modulagdo expressiva, porém houve correlacdo positiva entre GLUT4 e
HIFla, o mesmo ndo ocorreu quando analisados GLUT4 e SOCS3, sinalizando uma
provavel influéncia de HIFla sobre a expressio de GLUT4 causado pela hipdxia
intermitente da exposicdo a fumaca durante o periodo de gestacdo e lactacdo
simultaneamente.

Royer, 2000, demonstraram em seu estudo aumento na expressdo dos genes
GLUTI1 e GLUT3 e do HIFla em cérebro de ratos em desenvolvimento durante hipoxia
gestacional, sugerindo influéncia deste fator transcricional na regulacdo do gene
transportador de glicose. Regazzetti, 2009°/, demonstraram que a hipéxia inibe a
sinalizagdo da insulina em adipdcitos através do HIFla por aumento de adipocinas e
citocinas pro inflamatorias (IL-1p ¢ IL-6), em ratos obesos. Porém, ndo ha consenso sobre
quais 0s mecanismos intracelulares que efetivamente podem ocasionar alteracdo na
homeostasia glicidica nos diferentes modelos estudados.

Mais marcantes ainda foram os resultados encontrados nas proles, observa-se que as
proles de ratas expostas a fumaca de cigarro durante a gestacdo e lactacdo possuem menor
peso ao nascer, assim permanecendo até as oito semanas de vida em que foram analisadas.

Além do peso corporeo, foi notado menor peso tecidual em tecido adiposo branco
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periepididimal nos machos. O mesmo acontece na prole fémea no tecido muscular, porém,
n&o se constatou a presenca de tecido adiposo branco periuterino nos grupos.

Esses dados estdo de acordo com os achados de Simpson®, estudo pioneiro a
associar o efeito da exposicdo materna a fumaca de cigarro ao baixo peso ao nascer dos
filhotes. E Nelson® e Ng®, que além de verificarem o baixo peso ao nascer observaram que
membros anteriores e posteriores, cauda e coluna espinal e tecidos cardiaco, hepatico e
renal estavam diminuidos. Os mecanismos fisiopatolégicos que ocasionam retardo no
desenvolvimento desses animais ja estdo bem estabelecidos na literatura, e, provavelmente,
seja 0 mesmo aventado para humanos, ou seja, hipoxia fetal sendo originada por duas vias
independentes, porém, aditivas: o efeito agudo da liberacdo de catecolaminas induzido pela
nicotina que resulta em hipoxia fetal episodica e ocorre devido a vasoconstricdo materna e
perfusdo uterina reduzida, e o aumento prolongado dos niveis de COHb fetal, resultando
em hipoxemia fetal persistente®’. Além disso, modificacdes morfoldgicas maternas e
placentarias poderiam resultar em efeitos hormonais e tréficos sobre o feto®.

Apesar de estar bem estabelecido na literatura que filhos de mées fumantes tém
baixo peso ao nascer e retardo no ganho de peso, ndo ha relatos de comparacéo entre esses
resultados com a quantidade de tecido adiposo branco, que estava diminuido em machos de
ratas expostas e ausente em fémeas de todos os grupos. Alguns estudos vém mostrando que
0 hormonio leptina é passado pelo corddo umbilical da mée para o feto durante a gestacéo,
porém as concentracOes séricas deste hormonio estiveram mais elevadas no sexo feminino
em relacdo ao sexo masculino®®. Sabendo-se dos efeitos anorexigénicos da leptina, isso
poderia justificar a auséncia de tecido adiposo em fémeas que apresentariam menor
ingestdo alimentar, do que em machos, outra provavel hipotese poderia ser a utilizacdo de

4cidos graxos como fonte para producdo dos hormdnios sexuais femininos®®.
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Além de alteracdes no peso corpéreo e tecidual dos animais estudados também se
observou alteragdo na glicemia de jejum. O perfil glicémico da prole macho estava
aumentado nos grupos fumantes em relagdo ao seu controle. Esses dados assemelham-se
aos achados de Bruin®, que verificou, em modelo animal do sexo masculino, prejuizo na
homeostasia glicidica da prole exposta a nicotina durante a gestacéo e lactacao.

Sabe-se que o tabagismo altera 0 metabolismo celular em varios aspectos e a
literatura indica que o fumo esta associado a um quadro de resisténcia & insulina®, assim a
alteracdo nos niveis séricos de glicose ocorre, pois a nicotina atinge o feto através da
placenta e se concentra no sangue fetal com niveis 15% maiores que 0s niveis maternos®’, e
também é eliminada no leite®® causando hipoxemia fetal®, diminuindo ou retardando a
absorcdo da insulina e provocando aumento na secrecdo de cortisol e hormdnio do
crescimento, ambos hiperglicemiantes®. Modelos animais foram desenvolvidos para

simular a hipéxia fetal, produzindo retardo do crescimento intra-uterino’ "

podendo
determinar a ligacdo entre eventos intra-uterinos com o fendtipo adulto do concepto.

E sabido que a hipéxia pode alterar a distribuicdo subcelular do GLUT4™ e que a
nicotina resulta em hipéxia fetal®. No presente estudo, fica claro que a expressao génica de
GLUT4 esta prejudicada nas proles de maes expostas a fumaca de cigarro, em ambos 0s
sexos, enquanto que o conteudo protéico do transportador ndo apresentou alteracdo
significativa. Isso sugere que de alguma maneira, acreditando ser consequiéncia de periodo
de grande desenvolvimento corporeo e, portanto, necessidade maior de aporte energetico,
as proles apresentaram uma modulacao positiva pés-transcricional do gene do GLUT4, sem
prejuizo na expressdo da proteina fundamental para obtencdo do substrato. Outros estudos
ja relacionaram auséncia de correlacdo entre conteddo de RNAm e de proteina em

diferentes modelos animais’® ”.
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O mecanismo até hoje utilizado para explicar a alteracdo no metabolismo glicidico e
na expressdo de GLUTA4 € que durante hipdxias intermitentes hd aumento de expresséo de
um fator transcricional importante na regulagdo do gene de GLUT4, o HIFlo. E bem
relatada na literatura a atuacdo do fator induzido por hipoxia HIF-1a sobre aumento de
transcricdo de GLUT4 em células musculares tanto em condi¢cdes hipoxémicas como
durante atividade contrétil”.

Contrariamente a estes dados, ambas as proles de ratas expostas a fumaca de cigarro
apresentaram reducdo na expressdo de GLUT4, conjuntamente a esse dado a expressao de
HIF1la foi significativa menor em proles cujas maes foram expostas, sem alteragdo na
expressdo de SOCS3. Porém, quando esses dados foram correlacionados com a expressao
do transportador nenhum dos genes apresentaram correlacdo, sugerindo que nem a
inflamacéo sistémica nem a hipOxia ocasionada pelo tabagismo tenha influenciado no
mecanismo transcricional de GLUT4.

Pesquisas com animais tém sido realizadas no estudo da acdo do fumo sobre muitas
variaveis®®®"">"® no entanto a associacdo entre exposicdo a fumaca de cigarro durante a
gestacdo e a lactacdo e a expressdo de GLUT ainda é pouco investigada. Diante dos
achados acima, pode-se sugerir que o ambiente pré e pds natal modificam a fisiologia tanto
da mée como do concepto através de um processo conhecido como “programacgdo”, que
implica em mudancas adaptativas nos padrdes de expressdao génica que ocorrem em
resposta a um agente estressor’’. Este estudo evidenciou que a exposicdo de ratas & fumaca

de cigarro, durante a gestacdo e lactagdo, acarreta prejuizos na salide materna bem como

influencia no desenvolvimento da prole desde o nascimento até uma fase mais tardia.
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CONCLUSAO

6. Conclusao

A exposicdo a fumaca de cigarro durante a prenhez e lactacdo modula
diferencialmente a expressdo do transportador de glicose GLUT4 em musculo esquelético,
sem que haja inflamacdo local, porém altera a glicemia de jejum e parametros
morfométricos de ratas e sua prole. A maior expressao do fator transcricional HIFlo em
masculo esquelético das ratas fumantes parece estar envolvida na regulagdo do gene do

GLUT4 o que n&o ocorre na prole, sugerindo o efeito “programming” sobre 0os mesmos.
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RESUMO

Objetivo: investigar o efeito do tabagismo em ratas durante os periodos de gestacdo
e lactagdo em ratas sobre o ganho de peso corpéreo e tecidual, pardmetros séricos e
producdo lactea, e a repercussdo na prole do nascimento até o periodo jovem adulto.
Meétodos: Quarenta ratas Wistar, prenhes, foram divididas aleatoriamente em 4 grupos: CG
— ratas ndo expostas a fumaca de cigarro e sacrificadas ao término da gestacdo; CL — ratas
ndo expostas a fumaca de cigarro e sacrificadas ao término da lactacdo; FG — ratas
expostas a fumaca de cigarro e sacrificadas ao término da gestacdo; FL - ratas expostas a
fumaca de cigarro e sacrificadas ao término da lactacdo. As proles foram separadas por
sexo e dividas conforme o grupo de suas maes. Nas maes foi analisada a producdo lactea
por filhote, 0 peso corpdreo na pré gestacdo, na gestacdo e na lactacdo. Nas proles foi
analisado o peso corpOreo ao nascer, no primeiro e no segundo més de vida. Foi coletado
sangue para analise sérica por colorimetria e extraidos tecido adiposo branco, musculo
esquelético gastrocnémio, figado e coracdo para pesagem e comparacdo. Resultados: o
peso corporeo estava diminuido no grupo FL durante a lactacdo. Nas maes lactantes CL e
FL o tecido adiposo estava ausente e no grupo FG estava diminuido quando comparado ao
grupo CG. As mées fumantes apresentaram maiores valores de glicemia, as maes lactantes
apresentaram menor valor de HDL-colesterol sem alteragcdo no colesterol total. Por fim, a
producdo lactea esteve diminuida em maes fumantes quando comparada as maes nao
fumantes. Nas proles das mées fumantes pode-se observar diminui¢cdo do peso corpoOreo
desde o nascimento até a fase jovem adulto, porém ndo houve alteragdo nos pesos teciduais
dos grupos de ambos os sexos, embora tenham sido inferiores em todas as fémeas
comparadas aos machos, e o tecido adiposo nao tenha sido detectado nas fémeas. Houve
aumento na glicemia da prole macho, sem alteracdo nos demais parametros. Conclusdes: o
fumo durante a gestacdo e lactacdo trouxe prejuizos tanto para a mde como para 0
desenvolvimento da prole, alterando peso corpéreo, redistribuindo gordura corporal,
prejudicando principalmente a homeostasia glicidica, bem como diminuindo a producéo
lactea da mée por filhote, indicando que fumar durante a gravidez e lactacdo é responsavel
por alteracOes bioldgicas nas mées e, principalmente, na prole, as quais podem persistir até

fase adulta.
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ABSTRACT

Purpose: the purpose of this study was to evaluate the effect of smoking on glucose
homeostasis and protein expression involved in glucose transport in skeletal muscle -
GLUT4 in pregnant rats, investigating the involvement of two mechanisms: inflammation,
through the suppressor of cytokine signaling - SOCS3 and hypoxia caused by exposure to
cigarette smoke through the hypoxia-inducible factor 1a - HIF1a. Methods: Were used 40
female Wistar rats randomly divided into four groups: CG — control, not exposed to
cigarette smoke, sacrificed to the end of pregnancy, CL — control, not exposed to cigarette
smoke, sacrificed at the end of lactation, FG — smoking, exposure to cigarette smoke,
sacrificed at the end of pregnancy, FL — smoking, exposure to cigarette smoke, sacrificed at
the end of lactation. Blood was collected to serum analysis of glycemia and gastrocnemius
skeletal muscle was removed for analysis of GLUT4, HIF-1o. and SOCS3 mRNA and
protein content of GLUT4. Results: groups exposed to cigarette smoke had blood glucose
values statistically higher than controls, being characterized as hyperglycemic and obtained
protein content 48,38% and 39,94% lower than controls, respectively, there were no
statistical changes in gene expression of the transporter. SOCS3 gene expression shows no
significant difference and, the expression of HIF1a there was an increase in the values of
the groups of rats exposed to cigarette smoke, in FG HIFla gene was 13,93% higher
compared to its control (CG) and FL gene was 32,72% higher expression in relation to CL.
When analyzed the correlation between GLUT4 and HIF-1ao and SOCS3 mRNA,
respectively, FL group showed a positive correlation between glucose transporter genes and
hypoxia-induced factor 1a, there was no correlation between the GLUT4 and SOCS3 gene.
Conclusions: this study demonstrates that the association among pregnancy, lactation and
exposure to cigarette smoke causes impairment in glucose homeostasis in rats and
decreases GLUT4 protein content without change the gene expression of the transporter,

but there is a positive correlation between the GLUT4 gene and HIF 1 a.
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