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Resumo

Estudos epidemioldgicos evidenciam que individuos desnutridos no periodo critico do
desenvolvimento apresentam maior risco para o0 aparecimento de doencas cardiovasculares
qguando adultos. Além disso, vem se mostrando que o treinamento fisico moderado pode atuar
como um agente terapéutico em inimeras doencas cardiacas. Dessa forma, o intuito do
presente estudo foi avaliar o metabolismo cardiaco usando animais de experimentacdo que
sofreram desnutricdo no periodo critico do desenvolvimento e posteriormente foram treinados
cronicamente em intensidade moderada. Para tal, foi avaliada a cinética das seguintes
enzimas: fosfofrutoquinase (PFK), B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (B-HAD), citrato sintase
(CS), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e acido graxo sintase (FAS). Ratas gestantes
da linhagem Wistar foram divididas em dois grupos: controle (C), dieta com caseina a 17%, e
desnutrido (D), dieta com caseina a 8%. A dieta foi mantida durante a lactacdo. Apos o
desmame, apenas 0s ratos machos permaneceram no experimento, e todos eles passaram a
alimentar-se de Labina (dieta do laboratério). Aos 60 dias de vida, os animais foram
subdivididos de acordo com a pratica ou ndo de treinamento fisico de intensidade moderada:
controle (C), desnutrido (D), treinado (T) e desnutrido treinado (DT). Foi seguido o protocolo
experimental em esteira motorizada (8 semanas, 5 dias/semana e 60min/dia a 70%V Ozmsx).
Para atingir o valor de VO, desejado, a velocidade, a inclinacdo da esteira e o tempo de
exercicio foram manipulados. Em torno dos 120 dias de vida, os animais foram sacrificados
por decapitacdo, e em seguida, o coracéo foi retirado. Foram utilizados, em cada grupo, de 4 a
7 animais para as analises bioquimicas. A atividade cinética de cada enzima foi expressa em
U/mg proteina. Para dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pds-
teste Dunns; para os dados paramétricos, foi realizado teste Anova One-Way seguido do teste
Bonferroni. O nivel de significancia foi mantido em 5% para todas as analises. N0ssos
resultados mostraram que em PFK (C=2.25 + 0.39; D=10.13 + 2.52; T=29.87 = 5.07;
DT=4.42 + 0.98), o grupo D tem maior atividade em relacdo ao grupo C, o grupo T também
mostra maior atividade quando comparado ao grupo C, e o grupo DT tem menor atividade
enzimatica em relacdo ao grupo T. Em R-HAD (C=3.08 + 0.79; D=4.86 + 0.47; T=3.48 +
0.57; DT=5.05 £ 1.34), ndo houve diferenca entre os grupos. Em CS (C=3.96 + 0.78; D=1.85
+0.36; T=1.47 £ 0.42; DT=2.51 £ 0.17), o grupo D apresenta menor atividade enziméatica em
ralacdo ao grupo C, o grupo T também tem atividade reduzida comparado ao grupo C. Em
FAS (C=15.46 £ 1.40; D=35.91 £ 7.11; T=52.39 £ 9.30; DT=31.61 + 5.85), 0 grupo D teve
maior atividade em relacdo ao grupo C, e 0 grupo T teve também aumento da atividade
guando comparado ao grupo C. Em G6PDH (C= 4.93 + 0.40; D=4.38 £ 0.68, T=4.41 £ 0.26;
DT=5.18 £ 0.70) ndo houve diferenca entre o0s grupos. As alteracbes nas atividades
enzimaticas de ratos apenas desnutridos foram as mesmas de ratos apenas treinados. O
treinamento fisico moderado em ratos desnutridos pode induzir modificagdes no metabolismo
cardiaco quanto as atividades de PFK e CS.

Palavras-chaves: Metabolismo. Coragdo. Desnutri¢do. Enzimas. Exercicio fisico. Ratos



Abstract

Epidemiological studies had shown that nutritional deficiency in the critical period
development increase the vulnerability to cardiovascular diseases in adulthood, in addition
experimental and epidemiological studies indicate that the moderate physical training can be a
therapeutic agent in many heart diseases. Thereby, this study had the intention of evaluate the
heart metabolism using experimental animals that were malnourished (i.e low-protein diet) in
the critical period development and after were trained chronically in moderate intensity. For
this study we evaluated the kinetic of the following enzymes: phosphofructokinase (PFK), 3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (B-HAD), citrate synthase (CS), glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) and fatty acid synthase (FAS). Pregnant rats were divided in two
groups: Control (C), 17% casein diet, and undernutrition (U), 8% casein diet. The low-protein
diet was maintained during the lactation. After the weaning, only male animals stayed in the
experiment and they were fed by Labina (standard diet). At the age of 60 days of birth, the
animals were further divided according to physical training in moderate intensity: Control (C),
undernutrition (U), trained (T) and urdernutrition trained (UT). The experimental protocol
was carried-on in treadmill (5 weekly sessions of 60 minutes per 8 weeks at 70% of VOzmax).
To achieve the VO,nmsx intended, the velocity, the incline of the treadmill and the exercise time
were manipulated according previous studies. Around age of 120 days, the animals were
sacrificed by decapitation, and the heart was removed. In each group, was used between four
and seven rats in the biochemical analyses. The analysis of the enzymes activity was
performed according specific reference for each enzyme. For nonparametric data were used
Kruskal-Wallis test and Dunn’s post-test, for parametric data, were used Anova One-Way test
and Bonferroni post-test. The values were expressed in mean and standard error of mean
(X£SEM). The significance level was maintained in 5%. Our results showed that in PFK
(C=2.25 + 0.39; U=10.13 + 2.52; T=29.87 + 5.07; UT=4.42 £ 0.98), U group had higher
enzymatic activity than C group, T group also show higher activity than C, UT group had
smaller enzymatic actvity than T group. In B-HAD (C=3.08 + 0.79; U=4.86 + 0.47; T=3.48 +
0.57; UT=5.05 + 1.34), there was not differences enter the groups. In CS (C=3.96 + 0.78;
U=1.85 + 0.36; T=1.47 = 0.42; UT=2.51 + 0.17), U group show smaller enzymatic activity
than C group, T group had also reduced activity than C. In FAS (C=15.46 + 1.40; U=35.91 +
7.11; T=52.39 + 9.30; UT=31.61 £ 5.85), U group had greater activity than C group, T group
had also higher activity than C. In G6PDH (C= 4.93 £ 0.40; U=4.38 + 0.68, T=4.41 £ 0.26;
UT=5.18 +0.70) there was not differences enter the groups. The enzymatic alteration in
sedentary undernutrition rats were the same in normonutrition trained rats. The moderate
physical training in undernutrition rats can induce alteration in cardiac metabolism by PFK
and CS activities.

Keywords: Metabolism. Heart. Enzymes. Malnutrition. Physical Exercise. Rats
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1. APRESENTACAO

O sistema cardiovascular tem papel fundamental na distribuicdo de nutrientes e de
oxigénio para o embrido (BUCKINGHAM, MEILHAC, 2005). As porcOes atriais e
ventriculares trabalham em conjunto para fornecer o fluxo sanguineo adequado para todos 0s
6rgdos do corpo atendendo as necessidades metabolicas em resposta as interferéncias do meio
externo, mantendo, desse modo, a homeostase (BUCKINGHAM, MEILHAC, 2005;
MOORE, PERSAUD, 2008). No coracdo de individuos saudaveis, cerca de 70% do acetil-
coenzima A (acetil-CoA) provém da B-oxidacdo dos acidos graxos; o restante, provém da
glicdlise (STANLEY, RECCHIA, 2005). O acetil-CoA é encaminhado para a via do acido
citrico ou ciclo de Krebs para fornecer intermediarios que alimentara a cadeia transportadora
de elétrons para sintese de novas moléculas de ATP. E fundamental, o adequado
funcionamento dessas vias para que ocorra a fosforilagdo oxidativa e, consequentemente, a
producdo energeética necessaria para que o individuo realize suas atividades do dia-a-dia.

Estudos indicam que a méa nutricdo é um dos fatores ndo genéticos que mais
interferem no desenvolvimento normal dos 6rgdos (MORGANE et al., 1993). Segundo
estudos epidemioldgicos no Brasil, ha uma estreita relacdo entre desnutricdo no periodo
perinatal e desenvolvimento de doencas na fase adulta (SAWAYA et al., 1995; SAWAYA et
al., 2003). A desnutricdo durante a gestacdo, periodo critico do desenvolvimento, pode
provocar maleficios para o individuo adulto como obesidade, diabetes e hipertensdo arterial
(BARKER, et al., 1989; PHILLIPS, 2001; OKEN, GILLMAN, 2003; GONZALEZ et al.,
2006), com alteracdo estrutural e bioquimica (NOBACK, EISENMAN, 1981). A literatura
afirma que h& uma relacdo entre o peso ao nascer e a incidéncia de doencas cardiovasculares
(BARKER, 1998).

Por outro lado, estudos propdem que mudancas no estilo de vida como dieta
equilibrada e pratica regular de exercicio fisico podem prevenir o aparecimento dessas
afecgdes (IVANOVIC, CASTRO, IVANOVIC 1996; WHO, 2003; SCHRAMM et al., 2004;
GUPTA, 2008). O exercicio fisico realizado regularmente, além de predispor a sensacéo de
bem-estar (LOBSTEIN, MOSBACHER, ISMAEL, 1983), melhora o funcionamento da
“bomba” cardiaca; favorecendo, desse modo, o retorno venoso e a atividade metabolica. Se 0
exercicio fisico passa a ocorrer com periodizacdo e intensidade de esforco controlada é
referido como treinamento fisico (POLLOCK, 1973). Quanto & classifica¢do, o treinamento
fisico e classificado em leve, moderado e intenso, de acordo com o consumo maximo de
oxigénio (POLLOCK, MICHAEL, 1973). A literatura vem mostrando que o treinamento
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fisico moderado na fase adulta reverte no coragdo as injdrias provocadas pela desnutricdo
protéica perinatal de acordo com anélises morfologicas (OSBORNE et al., 1992;
PELLICCIA, CULASSO, 1999). No entanto, estudos a cerca do efeito do treinamento fisico
sobre o metabolismo cardiaco de individuos desnutridos sdo escassos.

Desse modo, o0 presente estudo testou a hipGtese de que o treinamento fisico de
intensidade moderada é capaz de reverter ou amenizar os danos causados pela desnutri¢do

perinatal no metabolismo cardiaco de ratos adultos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve Introdugdo sobre Desenvolvimento Cardiaco e Metabolismo

Em vertebrados, a formagdo do sistema cardiovascular inicia-se logo apds a
implantacdo embrionéria, sendo o coragdo o primeiro 6rgdo interno que comeca a trabalhar
(DRENCKHAHN, DELBRUCK, 2009). O batimento cardiaco tem inicio a partir da formagao
do tubo cardiaco (GRANADOS-RIVERON, BROOK, 2012). Ocorre em ratos € humanos por
volta de 8,5 dias e 21 dias ap6s a fecundacéo, respectivamente (CHEN et al., 2010; SADLER,
2011). Para isso, no inicio do desenvolvimento fetal, os cardiomidcitos, células musculares
cardiacas, diferenciam-se e, em seguida, as contracdes musculares ocorrem (NAKAJIMA et
al., 2011); estimulando, com isso, 0 crescimento e a morfogénese cardiaca (BURGGREN,
2004). A contragdo ventricular do tubo cardiaco diferentemente do cora¢do maduro é
assimétrica (FOROUHAR et al., 2006) e ndo ha volume sistélico residual (MOORMAN,
CHRISTOFFELS, 2003), ja que existe oclusdo completa da luz do tubo (SEDMERA,
MCQUINN, 2008).

Estudos mostram que a proliferacdo de cardiomidcitos, além de ser o principal
mecanismo responsavel pelo aumento do tamanho cardiaco (SAIKI et al., 1997; SEDMERA
et al., 2002), é necessario para o desenvolvimento embrionario (NAKAJIMA et al., 2011).
Sem essa proliferacdo e diferenciacdo progressiva das células cardiacas, o embrido ndo ird
sobreviver, pois a medida que o feto cresce, um maior volume sanguineo sera preciso para
distribuir os nutrientes e oxigénio para o corpo (NAKAJIMA et al., 2011).

O coracao, além de ser o 6rgdo que mais consome oxigénio, em torno de 8 a 15 mi
O, min / 100g coracdo, também € a estrutura do corpo que mais necessita de energia
(SCOLLETTA, BIAGIOLI, 2010). Diariamente, o coracdo bate aproximadamente 100.000
vezes, bombeando cerca de 10 toneladas de sangue para o corpo; para isso, 6 kg de adenosina
— trifosfato (ATP) serdo gastos (ABOZGUIA et al., 2009). Devido a alta demanda energética,
é preciso que haja continuamente a producgdo de ATP, visto que o cora¢do ndo possui reserva
de energia (OPIE, 1969; OPIE, 1974; STANLEY, 2005;LOPASCHUK et al., 2010). Durante
a embriogénese, a maior parte do ATP produzido para atender as necessidades dos
cardiomiocitos provem da glicolise e da producdo de lactato (LOPASCHUK et al., 2010).

Uma vez maduras, essas células cardiacas encontrardo na oxidacao dos acidos graxos a maior
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parte de energia requerida para seu funcionamento (STANLEY, 2005; LOPASCHUK et al.,
2010).

O aporte energético cardiaco é mantido basicamente por trés componentes: 0
primeiro, pela utilizacdo dos substratos glicose ou acido graxo, obtidos atraves do consumo
alimentar e degradados através da glicolise e da R-oxidacao, respectivamente (SCOLLETTA,
BIAGIOLI, 2010); o segundo, fosforilagdo oxidativa, processo de producdo de energia na
cadeia respiratoria mitocondrial (SCOLLETTA, BIAGIOLI, 2010), que envolve transferéncia
de elétrons, consumo de O, e fosforilacdo de ADP em ATP (ROSCA, HOPPEL, 2010); e o
terceiro, transporte de ATP para as miofibrilas, consideradas o “motor” cardiaco
(SCOLLETTA, BIAGIOLI, 2010), atraves de creatina quinase que cataliza a transferéncia de
fosfato do ATP para a creatina, e, por difusdo facilitada, a isoforma desta enzima conduz
fosfato de alta energia para a miofibrila (BESSMAN, GEIGER, 1981).

2.2 Desnutricdo perinatal, periodo critico do desenvolvimento

Estudos indicam que o organismo em desenvolvimento é passivel de sofrer
influéncias de fatores externos e vir a apresentar modificagdes biogquimicas e estruturais (
MORGANE et al., 2002). Essa fase de susceptibilidade, em que ocorrem multiplicacdo e
diferenciacdo celular, recebe a denominacdo de periodo critico do desenvolvimento (
DOBBING, SAND 1985; MORGANE et al., 2002).

Em humanos, o periodo de susceptilidade no coracdo ocorre entre a terceira até a
quinta semana de gestacdo e na segunda semana gestacional de camundongos (GARCIA-
MARTINEZ, SCHOENWOLF, 1993; SADLER, 2000) e ratos (CARMO et al., 2004). Nesse
periodo, a exposicdo a situacBes adversas tais como exposicdo a farmacos e desequilibrio
nutricional, exige do organismo uma série de adaptacGes necessarias a sobrevivéncia (
HANSON, GLUCKMAN, 2005; PENALOZA, ARIAS-STELLA, 2007; PORRELLO,
WIDDOP, 2008) como a diminui¢do na taxa de divisdo celular, com possibilidade de alterar
a “plasticidade” da estrutura e fungdo dos sistemas organicos (BARKER, CLARK, 1997,
DENNISON, FALL, 1997) ou mesmo a redistribui¢éo de fluxo sanguineo.

Esse fendbmeno bioldgico pelo qual um estimulo, quando aplicado em fases criticas
do desenvolvimento, pode levar a modificagcdes permanentes na estrutura e fungédo dos tecidos
¢ conhecido como “plasticidade durante o desenvolvimento” ou “origem desenvolvimentista

da salde e da doenga” (GLUCKMAN, HANSON, 2007).
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Individuos mal nutridos no inicio da vida, onde o periodo de crescimento ocorre de
forma acelerada, apresenta sérias mudancas nas quais 0 organismo poderd ajustar-se para
sobreviver (GLUCKMAN, HANSON, 2004; HANSON, SCOGIN, 2008; HANSON,
GLUCKMAN, 2008; HANSON, GODFREY, 2008; KUMON, et al., 2010). Sob tais
condigdes, o organismo sacrifica o desenvolvimento de tecidos musculares e adiposos a fim
de poupar danos ao sistema nervoso, como consequiéncia, ha reducdo da glicolise e também
alteracdo dos receptores de insulina (OZANNE, HALES, 1999, 2002). Com o resultado
desses ajustes, 0 corpo pode passar a apresentar resisténcia a esse horménio (OZANNE,
HALES, 1999, 2002). Estudos com humanos mostram que as mudangas provocadas durante o
periodo critico de desenvolvimento, devido a caréncia nutricional, podem provocar sindrome
metabolica com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares em idades mais avancadas
(REMACLE, BIESWAL, 2011). Em avaliacGes realizadas por Barker et al (1989,1990 e
1993) e por HALES et al (1991) com homens e mulheres de Hertfordshire (no Reino Unido),
nascidos no periodo de 1911 a 1932, demonstraram que aqueles que apresentavam baixo peso
ao nascer exibiram maior prevaléncia quanto a hipertensdo (BARKER et al.,1990), diabetes
tipo 2 (HALES et al.,1991), sindrome metabdlica (BARKER et al., 1993) e mortalidade por
doencas cardiovasculares (BARKER et al., 1989), em relacdo as pessoas nascidas na mesma
época com peso normal.

Estudo tem mostrado que a restricdo proteica durante o periodo critico de
desenvolvimento altera o metabolismo cardiaco, aumentando os componentes glicoliticos
(TAPPIA et al. 2013).

2.3 Treinamento Fisico

Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde (WHO) (2011), as doencas
cardiovasculares séo a principal causa de morte no mundo. Em 2008, cerca de 17 milhdes de
pessoas vieram a oObito devido a complicacdes cardiacas (WHO, 2011). Contudo, a pratica
regular de atividade fisica tem sido recomendada ou utilizada para a prevencédo e tratamento
de vérios tipos de doencas cardiacas (PATE et al., 1995; ERIKSSON, TAIMELA,
KOIVISTO, 1997; FLETCHER et al., 2001; WHELTON et al., 2002), com o objetivo de
tornar o sistema cardiovascular mais eficiente (LOIMAALA et al., 2003).
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Atividade fisica é qualquer movimento corporal produzido pela contragdo musculo-
esquelético que resulte em gasto energético (CASPERSEN, POWELL, CHRISTENSON,
1985). Embora o exercicio fisico também leve a gasto energético, eles ndo sdo sinbnimos
(CASPERSEN, POWELL, CHRISTENSON, 1985). Quando a atividade fisica passa a ser
com intensidade e tempo controlados, entdo denominamos exercicio fisico (POLLOCK,
1973). Quando o exercicio fisico é realizado de forma sistematica é referido como
treinamento fisico, podendo ser classificado como leve, moderado e intenso (POLLOCK,
1973). A literatura relata que o treinamento fisico moderado esta associado a melhoria da
capacidade fisica e ao aumento do metabolismo oxidativo (BRUM, et al., 2004). Em ratos
que foram submetidos a natacdo, a resposta crénica do treinamento fisico leva a reducdo da
frequéncia cardiaca, o que é benéfico ao coracio (NEGRAO, et al., 1992; MEDEIROS, et al.,
2004), ja que a taquicardia, na maioria das vezes, esta relacionada ao desenvolvimento de
cardiopatias (SECCARECIA, MENOTTI, 1992).

A prética do treinamento fisico aerdbico estimula a formacdo de sarcémeros do
miocardio e a sintese de proteinas que tém por funcdo melhorar a atividade contratil do
coracdo (STUEWE et al, 2000). Essas adaptaces servem para aumentar a forca maxima do
miocardio como também melhora a capacidade de consumo de energia pelo coracdo
tornando-o mais econdmico (STUEWE et al, 2000).

Com o treinamento fisico de intensidade moderada e de longa duragdo, ocorre o
estimulo para 0 aumento da capacidade oxidativa no masculo (ZONDERLAND et al., 1999).
Essas mudancas, provavelmente, sdo reflexos de alteracBes que ocorrem nos substratos e nas
enzimas, como a fosfofrutoquinase, envolvida nas reacfes de oxidacdo da glicose
(ZONDERLAND et al., 1999).

Embora a literatura evidencie os maleficios que o individuo adulto pode vir
apresentar devido a desnutricdo perinatal, pouco se sabe a respeito dos efeitos que a restricao
protéica poderd provocar no metabolismo cardiaco. Visto a importancia do assunto, este
trabalho pretende ainda investigar como atuara bioquimicamente o treinamento fisico

moderado em ratos que sofreram restrigéo proteica durante a gestacéo e a lactacao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Caspersen%20CJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Powell%20KE%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Christenson%20GM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Caspersen%20CJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Powell%20KE%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Christenson%20GM%5Bauth%5D
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3. OBJETIVOS

3.1Geral
Avaliar os efeitos da desnutricdo protéica perinatal e do treinamento fisico moderado

na vida adulta sobre o metabolismo cardiaco em ratos adultos.

3.2 Especificos

Avaliar, no coracao, o efeito da desnutricdo protéica perinatal e do treinamento fisico

moderado sobre a atividade cinética das seguintes enzimas:

1) Fosfofrutoquinase ( PFK));

2) B-hidroaxil-CoA desidrogenase ( B-HAD );
3) Citrato sintase (CS);

4) Glicose-6-fosfato-desidrogenase ( GG6PDH );
5) Acido graxo sintase.

4. METODOS

4.1 Animais e formacdo dos grupos experimentais

Foram utilizados ratos machos albinos da linhagem Wistar provenientes da col6nia
de criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais
foram mantidos em sala com temperatura de 22 = 2°C, ciclo claro-escuro invertido de 12/12h
(luz das 17:00 h as 05:00 h) e com livre acesso a alimentacéo e a agua.

Para obtencdo de neonatos, foram acasalados animais machos e fémeas nuliparas
(proporgéo 1:2), com idade entre 90 e 120 dias e com peso entre 220 e 260 g. A gestagéo foi
determinada pela técnica de esfregaco vaginal. Esta consiste na coleta da secrecdo vaginal
para verificar a presenca de espermatozéides (MARCONDES, BIANCHI, TANNO, 2002).
Uma vez detectado o estado de prenhez, as ratas foram acomodadas individualmente em
gaiolas de polipropileno com dimenséo de 46x32x21 cm, recebendo dieta a base de caseina
para formacdo de dois grupos experimentais: Controle (C: caseina 17%) e Desnutrido (D:
caseina 8%) (PASSOS, RAMOS, MOURA, 2000).
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Durante a lactacdo, as mées receberam dieta a base de caseina. Ap6s o desmame, aos
21dias de vida, somente os filhotes machos foram utilizados no experimento. Estes passaram
a receber LABINA. Aos 60 dias de vida, os animais foram subdivididos em quatro grupos de
acordo com a pratica ou ndo de treinamento fisico: Controle (C), caseina 17%; Desnutrido
(D), caseina 8%; Treinado (T), caseina 17%; Desnutrido Treinado (DT), caseina 8% (Fig. 1).

DESMAME
GRUPO C 21 dias TREINAMENTO FISICO  [greessmssmesssenson
l CASEINA 17% i GRUPOS T E DT i SACRIFICIO
= = | |
GESTACAO LACTACAO ] ! : : :
T T 60 120 123 4
dias dias dias| ANALISE DAS
GRUPO D ENZIMAS
CASEINA 8% T TODOS OS GRUPOS: DIETA LABINA T METABOLICAS

Figura 1. Desenho experimental representando a formacédo dos diferentes grupos (controle,
desnutrido, treinado e desnutrido treinado) quanto a manipulacdo da dieta e do treinamento
fisico, e 0 periodo em que foram sacrificados.

Os procedimentos realizados para manejo e cuidado dos animais estdo de acordo com
as normas do Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela
comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas — UFPE sob
0 nimero de protocolo 23076.016335/2012-11.

4.2 Manipulagéo da dieta

Durante a gestacdo e a lactagdo, as ratas do grupo controle (C) receberam dieta
normoproteica a base de caseina a 17%, enquanto as ratas do grupo desnutrido (D) receberam
dieta hipoprotéica a base de caseina a 8% (Tabela 1). A caseina utilizada possuia 85% de

pureza. Ap6s o desmame, 0s animais receberam dieta de biotério: LABINA. (Tabela 2).
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Tabela 1: Composicao das dietas (8% e 17% de proteina).

Ingredientes 1 Kg de Racao

8 % 17%
Caseina 79,39 1793 ¢
Mix vitaminico* 10g 10¢
Mix mineral * 359 359
Celulose 50¢ 50¢
Bitartarato de colina 250 2,50
DL-Metionina 3,09 3090
Oleo de soja 70 ml 70 ml
Amido de milho 750,2 g 650,2 g

* Mix vitaminico contendo (mg/kg de dieta): retinol, 12; colecalciferol, 0.125; tiamina, 40;
riboflavina 30; &cido pantotenico, 140; piridoxina, 20; inositol, 300; cyanocobalamin, 0.1;
menadiona, 80; acido nicotinico, 200; colina, 2720; acido foélico, 10; &cido p-aminobenzoico,
100; biotina, 0.6.

* Mix mineral contendo (mg/kg de dieta): CaHPO,, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO,
420; MgSQO,4, 2000; Fe,Op, 120; FeSO4-7H,0, 200; MnSO4-H,0, 98; CuSO4-5H,0, 20;
ZnS0,4-7H,0, 80; CoSO,4-7H,0, 0.16; K, 0.32.

Fonte: REEVES, NIELSEN, 1993.

Tabela 2: Composicdo dos nutrientes da dieta LABINA (Purina Brasil) utilizada na
alimentacdo dos animais ap6s o desmame.

Ingredientes* Quantidade (g) Calorias (Kcal)
Proteina 23 92
Carboidratos 74,5 288
Gordura 2,5 22,5
Total 100 402,5

* Composicao basica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz
cru, carbonato de calcio, fosfato de bicalcico, sal, pre-mix.

Fonte: PURINA BRASIL
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4.3 Protocolo de treinamento fisico

Os animais dos grupos treinado e desnutrido treinado foram submetidos a um
programa de treino fisico moderado, em esteira Motorizada EP-131/Insight Equipamentos
Ltda (Figura 2) e seguiram o seguinte protocolo experimental : 8 semanas, 5 dias/semana e
60 min/dia a 70% do VO,max. (Figura 3); (Tabela 03) (LEANDRO et al., 2007).

Figura2. Esteira motorizada (Treadmill: Millenium — Imbramed). Fonte: LEANDRO et al.,
2007.

Figura 3: Animais em treinamento fisico moderado.

De acordo com o protocolo utilizado, a intensidade inicial do treino foi leve e
aumentada progressivamente a cada semana ate atingir 70% de VO;ma, Sendo mantida até o
fim do programa de treinamento. Para isso foram manipulados a velocidade, a inclinagdo da
esteira e o tempo de treinamento. A primeira semana de treinamento foi dedicada a adaptagéo
dos animais, assim a esteira funcionou em baixa velocidade, sendo 20 minutos/dia. Na
segunda semana, o treinamento durou 50 minutos/dia. A partir da terceira semana, 0

treinamento assumiu duragdo de 60 minutos/dia. O treinamento era dividido em quatro fases:
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aquecimento (5min), intermediaria (20min) que pode ser subdividida em duas etapas de 10

minutos com velocidades diferentes, treino (30min) e desaceleracdo (5min). Somente na fase

de treino foi atingido 70% do VO,msx (Figura 4).

| Semanas || Velocidade (km/h) || Inclinagdo (°) || Duragdo (min) |

12 Semana |l 03 I 0 I 5 |

L 04 | 0 | 5 |

(Adaptagdo) | 05 I 0 I 5 |

| 03 I 0 I 5 |

22 Semana |l 04 | 0 | 5 |

| 05 | 0 | 10 |

| 06 | 0 | 30 |

| 04 | 0 I 5 |

32 Semana || 05 | 0 | 5 |

| 06 | 0 | 10 |

| 08 | 0 I 10 |

| 09 | 0 | 30 |

| 05 | 0 | 5 |

42 Semana |l 05 | 0 | 5 |

| 08 | 0 | 10 |

| 09 | 0 | 10 |

| 11 | 0 I 30 |

| 05 | 0 | 5 |

52 Semana || 05 | 5 | 5 |

| 08 | 5 I 10 |

| 09 | 5 | 10 |

| 11 | 5 | 30 |

| 05 | 0 I 5 |

62 Semana || 05 | 10 | 5 |

| 08 | 10 | 10 |

| 09 | 10 I 10 |

| 1.1 | 10 | 30 |

| 05 | ) | 5 |

|72 Semana |l 05 | 10 I 5 |

| | 08 | 10 | 10 |

| | 09 I 10 I 10 |

| Il 11 | 10 I 30 |

| | 05 I 0 I 5 |

82 Semana || 05 I 10 I 5 |

| Il 08 | 10 I 10 |

| | 09 I 10 I 10 |

| | 1.1 I 10 I 30 |
0,5 0 5

Figura 4: Protocolo de treinamento fisico de acordo com a velocidade, inclinagéo e
duracgéo de cada sessdo das oito semanas de treinamento. Fonte: LEANDRO et al., 2007.
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4.4 Coleta dos tecidos

Aos 123 dias de vida, os animais foram sacrificados por decapitacéo, e o coracgao foi

retirado e mantido a -80°C. Posteriormente, foram feitas as analises bioquimicas.

4.5 Analises bioquimicas

45.1 Preparo do homogeneizado do tecido cardiaco para utilizacdo nas
técnicas bioquimicas.

O coracdo foi homogeneizado em tampéo de extracdo (Tris base 50 mM, pH 7.4;
agua destilada g.s.p. 10ml, com adicdo de inibidores de protease constituidos por EDTA
ImM, fluoreto de fenil metil sulfonila 2 mM, ortovanadato 1mM, AEBSF 2mM, acrotinina
0.3 uM, leopeptina 1 uM, E-64 e Bestatin 130 uM que sdo inibidores de protease). Apds a
homogenizacdo, as amostras foram centrifugadas a 1.200 rpm, a 4° C, por 20 minutos e 0s

sobrenadantes foram submetidos a quantificacao de proteina.

4.5.2 Dosagem de proteina

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). O principio do método baseia-se na determinacdo da concentragdo de
ligacOes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo proteina-corante. Este
complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia é considerada
diretamente proporcional a concentragdo de proteina na solugdo analisada, onde uma solucéo
da proteina albumina de soro bovino (BSA) a 2 mg/ml foi utilizada como padré&o.

Em seguida, foram realizadas as andlises da atividade cinética das enzimas. As
enzimas estudadas nesse trabalho foram analisadas no espectrofluorimetro FLUORStar,
Omega, USA.
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4.5.3 Determinagdo da atividade cinética da fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11)

A fosfofrutoquinase (PFK) catalisa a reacdo de conversdo da frutose 6-fosfato em
frutose 1,6-bifosfato utilizando ATP nessa reacdo. A atividade méxima da enzima foi avaliada
pelo método descrito por Opie, Newsholme (1967). O sistema de reacdo enzimatico contém
50mM Imidazol, 6 mM MgCl,, 0,4 mM NADH, 5mM ATP, glicose-fosfato-desidrogenase,
triose fosfato isomerase 5ug, glicerofosfato 5ug e aldolase 50pg, a cada 25 ml de tampéo. O
ensaio foi iniciado pela adicdo de 20mM frutose-6-fosfato. A determinacdo enzimatica foi

realizada a 25°C, a 340 nm.

4.5.4 Determinacdo da atividade cinética da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase
(B-HAD) (E.C. 1.1.1.35)

A B-HAD catalisa a terceira reacdo no processo da beta-oxidacdo dos lipidios. A
atividade maxima foi avaliada pelo método descrito por Civitarese, Carling, Heilbronn et al.
(2007). O sistema de reacdo enzimatico contém 0.1 M trietanolamina-HCI, 5 mM EDTA, 0,45
mM NADH, pH 7,0 A reacédo foi iniciada com a adicdo do substrato (0,1 mM acetoacetil-

CoA). A atividade enzimatica foi determinada a 340nm, a 37°C.

4.5.5 Determinacéo da atividade cinética da citrato sintase (E.C. 1.1.1.49)

A citrato sintase é uma enzima importante do ciclo de Krebs, pois catalisa a entrada
de carbono neste ciclo. A enzima catalisa a reacdo: oxaloacetato + acetil-CoA + H,O gerando
citrato + CoA + H".

A atividade maxima da enzima foi determinada segundo Alp et al. (1976) a partir da
quantificacdo do complexo formado entre a CoA liberada com o DTNB do meio. O tampé&o
utilizado consistiu de 1M Tris-HCL, 1 mM DTNB, 0,1 mM acetil CoA, 10 mM oxaloacetato
e Triton X-100 10% (v/v) pH 8,1. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 10mM oxaloacetato. A

atividade enzimatica foi determinada a 412 nm, por 5 min a 25°C.
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4.5.6 Determinagdo da Atividade Cinética da Acido graxo sintase (E.C.
2.3.1.85)

Acido graxo sintase é um sistema enzimatico com funcéo de sintetizar acidos graxos.
Segundo método de Cadon, Hammes (1982) modificado, cada reacdo consistiu de 90 mM de
fosfato de potéssio, pH 7.0, 0,1 mM de acetil-CoA, 0,2mM de NADPH, 0,18mM de EDTA. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,2mM malonil-CoA. A atividade da enzima foi
medida seguindo a diminuicdo na absorbancia a 340 nm, 25 °C, resultante da oxidacdo
de NADPH.

4.5.7 Determinacdo da atividade cinética da Glicose 6-fosfato desidrogenase
(E.C. 1.1.1.49)

A glicose 6-fosfato desidrogenase é uma enzima importante do ciclo das Pentoses. E
responsavel por catalisar a reacdo de oxidacdo irreversivel da glicose-6-fosfato a 6-
fosfogliconolatona, em uma reacgdo que usa 0 NADP™ como coenzima e forma o NADPH que
pode ser utilizado por outras reacdes celulares. A atividade méxima foi realizada pelo método
de Lohr, Waller (1974). O ensaio foi composto por tampédo (50mM Tris, ImM EDTA, 5mM
MgS0,4.7H,0, 1ml de &gua destilada e pH acertado para 8,0 com HCL); 0,5mM de NADP",
e 1,2mM glicose 6- fosfato responsavel por iniciar a reacdo. A atividade enzimética foi

determinada a 340 nm, a 25°C.

4.6 Analise estatistica

Os valores foram expressos em Média e Erro Padrdo da Média (X£EPM). Para a
avaliacdo da atividade cinética das enzimas, foi utilizado o teste ANOVA one-away, seguido
do teste Bonferroni, para os dados paramétricos. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunns para os dados ndo-paramétricos. O nivel de significancia foi mantido em
5%. Toda a anélise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 para

Windows.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estdo presentes sob a forma de artigo original submetido a revista Applied

Physiology Metabolism and Nutrition (Qualis B1).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo evidencia semelhancas entre desnutricdo e treinamento fisico quanto a
atuacdo isolada desses fatores nas modificacdes ou ndo nas atividades enzimaticas analisadas.
Tais efeitos em comum podem ser devido ao estresse patologico sofrido pelo coracéo
desnutrido e pelo estresse fisioldgico sofrido pelo coragéo treinado.

A diferenca do tipo de estresse pode indicar que o coracdo desnutrido e o coracdo
treinado estdo sendo submetidos a diferentes modificacdes que podem ser histoldgicas, por
exemplo. Isso é percebido quando se observa os dados dos animais desnutridos que foram
treinados posteriormente e se verifica que ndo houve um maior aumento e reducdo nas
enzimas que tiveram suas atividades aumentadas e diminuidas, respectivamente. Pelo
contrario, nota-se a tendéncia das atividades de PFK e CS estarem mais proximas dos valores
dos animais controle. Portanto, o treinamento fisico utilizado nesse estudo induz alteracGes
metabdlicas no coracgdo patoldgico, mesmo sendo de forma sutil.

Por fim, outras investigacbes metabdlicas, como atividade de lactato desidrogenase e
guantidade de ATP produzida na fosforilacdo oxidativa, poderiam ser feitas. O que

enriqueceria ainda mais 0s pontos ja aqui discutidos.
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ABSTRACT

This study had the intention of evaluate the heart metabolism using experimental
animals that were malnourished in the critical period development and after were
trained chronically in moderate intensity. Pregnant rats were divided in two groups:
Control (C), 17% casein diet, and undernutrition (U), 8% casein diet. The low-protein
diet was maintained during the gestation and lactation. After the weaning, only male
rats were used in the experiment and fed by Labina. At the age of 60 days of birth, the
animals were divided according to physical training: Control (C), undernutrition (U),
trained (T) and undernutrition trained (UT). The training protocol was carried-on in
treadmill (5 weekly sessions of 60 minutes per 8 weeks at 70% of VOzmsx). The analysis
of the enzymes activity was performed according specific reference for each enzyme. In
PFK, U group (10.13+2.52) had higher enzymatic activity than C group (2.25+£0.39), T
group (29.87+5.07) show higher activity than C, UT group (4.42+0.98) had smaller
enzymatic actvity than T group. In CS, U (1.85% 0.36) show smaller enzymatic activity
than C (3.96x 0.78), T (1.47%£0.42) had also reduced activity than C. In FAS, U
(35.91+7.11) had greater activity than C (15.46+1,40), T (52.39+9,30) had also higher
activity than C. B-HAD and G6PDH didn’t observe difference between groups. The
enzymatic alteration in sedentary undernutrition rats were the same in normonutrition
trained rats. The trained physical in undernutrition rats can induce alteration in cardiac

metabolism.

Key words cardiac metabolism; enzymes; perinatal undernutrition; physical training;

rats; treadmill
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INTRODUCTION

The heart is the organ that has a higher demand for energy (Scolleta and Biagioli
2010) and it hasn’t energy reserves, so is necessary continuous production of adenosine
triphosphate (ATP) (Opie, 1974, 1969; Stanley et al. 2005; Lopaschuk et al.2010). The
adult heart obtain ATP main through fatty acid oxidation (Taegtmeyer 1994). However,
glucose and lactate are also source of ATP to this organ (Gavete et al. 2002). The
oxidative pentose phosphate pathway is present in the heart and it is provides
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) which can be used for synthesis
of free fatty acids (Eggleston and Krebs 1974) and to detoxification of reactive oxygen
species (Zimmer and Ibel 1984).

Studies show that heart diseases can begin in uterine life (Hanson et al.. 2008;
Hanson and Gluckman 2005; Remacle et al. 2004; Barker 1995,1993). Thus, organism
during the gestation can suffer biochemistry and structural changes by external factors
(Morgane 2002) as malnutrition (Remacle et al. 2011, 2004). Hales et al. (1991) and
Barker et al. (1989) analyze people at mean 64 years old that were born in Hertforshire
during 1920 to 1930 and they conclude that death for cardiac ischemia is more frequent
in people than were born with low weight than normal weight. Studies with rats and
human show that malnutrition during critical period of development can induce
metabolic syndrome showing that there is a tight correlation between perinatal
undernutrition and the development of cardiovascular diseases in adults (Remacle et al.
2011; Bol et al. 2010; Bieswal et al. 2006; Remacle et al. 2004). Studies from our
laboratory also showed that undernutrition during developmental period induce
alteration in redox state in offspring rat hearts (Nascimento et al. unpublished data).
Previous work had shown that protein restriction during critical period of development

changes cardiac metabolism (Tappia et al. 2013; Holness et al. 1998).
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On the other hand, it is well know that physical inactivity is a main risk factor for
coronary disease, and is recognized that aerobic physical exercise has been
recommended to prevention and treatment of cardiovascular diseases (Whelton et al.
2002; Fletcher et al. 2001; Eriksson and Taimela 1997; Pate et al. 1995). The physical
training induces the formation of cardiac sarcommeres (Stuewe et al. 2000) making the

cardiovascular system more efficient (Loimaala et al. 2003).

MATERIALS AND METHODS

The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the
Biological Sciences Center, Federal University of Pernambuco, Brazil and followed the
Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animal 23076.016335/2012-11.

Virgin female and male albino Wistar rats aged between 90 and 120 days and
weighting between 240 and 260 g were obtained from the Department of Nutrition,
Federal University of Pernambuco, Brazil and they were mated.

Once detected gestation, female rats were housed in individual cages and they were
divided in two groups: a group received 17 % casein diet, control group (C), and other
group received 8 % casein diet, undernutrition group (U) (Table 1). The female rats
received these diets during gestation and lactation.

After weaning, only male animals were used in the experiment and were fed by
Labina (standard diet). At the age of 60 days of birth, the animals were further divided
according to physical training in moderate intensity: Control (C), undernutrition (U),
trained (T) and undernutrition trained (UT).

The physical training in moderate intensity followed Leandro et al. (2007) protocol
(Figure 1). The experimental protocol was carried-on in treadmill (5 weekly sessions of

60 minutes per 8 weeks at 70% of VO,msa). To achieve the VOomsx intended, the
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velocity, the incline of the treadmill and the exercise time were manipulated according
previous studies.

Around age of 120 days, the animals were sacrificed by decapitation, the heart was
removed and storage in freezer -80°C. We used 4 to 7 animals per group. Posteriorly,
the tissues were homogenized in extraction buffer (Tris base 50 mM, pH 7.4; distilled
water g.s.p. 10ml, EDTA 1mM and addition protease inhibitors). Then, they were
centrifuged (at 1.200 rpm, 4° C, during 20 minutes) and the protein quantitation was
conducted in the supernatants.

The protein quantitation was measured by Bradford” method (1976). This method
determines concentration of protein in the sample analyzed and was used bovine serum
albumin (BSA) as standard at 595nm. After protein determination was quantified the
enzymatic activity. The five enzymes were analyzed in the spectrofluorometer

FLUORStar, Omega, USA.

Assay of phosphofructokinase (PFK) (E.C. 2.7.1.11)

PFK was usually assayed on the crude extract by a modification method Opie and
Newsholme (1967). The enzymatic reaction system consisted of 50 mM Imidazole,
6 mM MgCl,, 0,4 mM NADH, 5 mM ATP, glucose-phosphate-dehydrogenase (0,1U)
and to each 25 ml of buffer were put 5ug triose phosphate isomerase, 5ug
glycerolphosphate and 50 pg aldolase. The reaction was start with 20 mM fructose-6-
phosphate to 25°C and absorbance of 340 nm. PFK was measured from oxidation of

NADH.



130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

38

Assay of R-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase(f-HAD) (E.C. 1.1.1.35).

R-HAD was usually assayed on the crude extract by a modification method of
Civitarese et al. (2007). The enzymatic reaction system consisted of 0,1 M
triethanolamine, 1.2 mM EDTA, 0.18 mM NADH, pH 7.4. The reaction started with 0.1

mM acetoacetil-CoA to 340nm, 37°C. B-HAD was measured from extinction of NADH.

Assay of citrate synthase (CS) (E.C. 1.1.1.49).

CS was usually assayed on the crude extract by a modification method of Alp et al.
(1976). The enzymatic reaction system consisted of 1M Tris-HCL, in pH 8.1, 1ImM
DTNB, 0.006mM acetyl coenzyme A, 10mM oxaloacetate e Triton X-100 10% (v/v).
The reaction started with 10 mM oxaloacetate to 412nm, 25°C. CS was measured from

formation of coenzyme A.

Assay of fatty acid synthase ( E.C. 2.3.1.85).

FAS was usually assayed on the crude extract by a modification method (Cardon,
Hammes, 1982). The enzymatic reaction system consisted of 90 mM potassium
phosphate, pH 7.0, 0.1 mM de acetyl-CoA, 0.2mM NADPH, 0.18 mM EDTA. The
reaction started with 0.2 mM malonyl-CoA to 340 nm absorbance, 25 °C. FAS was

measured from oxidation of NADPH.

Assay of glucose-6-phosphate dehydrogenase (E.C. 1.1.1.49).
G6PDH was usually assayed on the crude extract by a modification method of Léhr
and Waller (1974). The enzymatic reaction system consisted of buffer (50mM Tris,

1mM EDTA, 5mM MgS0,.7H,0, 1ml de distilled water, reaching pH 8.0 with HCI),
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0.5mM de NADP" and starting the reaction with 1.2mM glucose 6- phosphate to

340 nm, a 25°C.

Statistical analysis

Analyses were performed using GraphPad Prim (version 5.00). The analysis of the
enzymes activity was performed according specific reference for each enzyme. For
nonparametric data were used Kruskal-Wallis test and Dunn’s post-test, for parametric
data, were used Anova One-Way test and Bonferroni post-test. The values were
expressed in mean and standard error of mean (X+SEM). The significance level was

maintained in 5% (p<0.05).

Results

Our results showed that PFK activity in undernutrition group (U) induce an increase
at 350% higher enzymatic activity than control group (C); comparing trained group (T)
with control group (C) was observed 128% increased activity. When we compare
undernutrition group (U) and undernutrition trained group (UT) we didn’t observe
significant difference between the groups; and we compare undernutrition trained (UT)
to trained group we observe that PFK activity in UT group was 85% smaller than T
group (table 2).

In CS activity we observe that U group had 53% smaller activity than C group, and
T group had 63% smaller activity than C group. Related to nutritional manipulation, U
and UT groups didn’t show significant difference in activity; as same as observe
between UT and T groups (table 2).

Studying lipid metabolism we evaluate the activity in beta-oxidation enzyme

activity (B-HAD) and fatty acid synthesis (FAS). Related to R-HAD we didn’t observe



179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

40

difference between groups (table 2). In contrast, in FAS activity we observe that U
group show 132% higher enzymatic activity than C group; T group had 239% higher
compared to C group. Comparing U group to UT group we did not observed significant
difference between groups; as same as when we compare UT group to T group (table 2).

Related to pentose phosphate synthase, the G6PDH activity showed no difference

between groups (table 2).

DISCUSSION
Effect of undernutrition in heart metabolism

The results showed that maternal low-protein (LP) diet during gestation and
lactation induces metabolic modifications in adult life. In the present article, the results
suggest that restriction protein during the gestation and lactation increases activities of
PFK and FAS, reduces activity of CS and did not change the activities of B-HAD and
G6PDH in adult animals.

Although the adult heart prefer to user lipids to obtain energy (Taegtmeyer 1994), it
also use glucose and in amount greater than skeletal muscle (Kraegen et al. 1993). In
malnutrition, the amount of glucose is different in heart and in skeletal muscle (Gavete
et al. 2002).

The glucose uptake is reduced by decrease in skeletal muscle (Agote et al. 2001)
and it markedly increases it in the heart (Tappia et al. 2013;Gavete et al. 2002).
Opposing to skeletal muscle, the heart hasn’t energy reserve and cardiac cells don’t stop
of work, it requires produce ATP continuously (Opie 1974, 1969;Stanley et al. 2005;
Lopaschuk et al. 2010).

A low protein diet during the gestation period increases gene expression and protein

levels of keys components of glucose metabolism in rats with 8 weeks old (Tappia et al.
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2013). Tappia et al. (2013) showed increase in GLUT 4 (glucose transportation)
expression. Tappia et al. (2013) suggest that the increase of ATP generated by
glycolysis is used in cardiac remodeling and isn’t used in the contractility cardiac cells.
Studies show that the results of the cardiac remodeling in malnutrition animals is a
pathological hypertrophy (Cheema et al. 2005) characterized by a combination of
myocyte hypertrophy and also by increased fibrosis disproportionate to myocyte
hypertrophy (Joseph et al. 2003). It’s known that the increased of glycolysis can
produce more pyruvate and consequently more acetyl CoA (Holzer and Goedde, 1957),
lactate (Randle, 1963), oxaloacetate (Utter and Keech, 1960) and malate (Mehler et al.
1948).

Our data suggest an increase in lactate production, since this substrate contributes
to ATP production under extreme condition (Scot et al. 1972). Our data are in
agreement with studies of Sharma et al. (2005) that observed in hearts with workload
increased more ATP production by lactate.

Although malnutrition induced increase in glycolysis pathway, the restriction in
protein didn’t induce change in kinetic activity of B-HAD. This suggest that protein
malnutrition don’t change in the oxidation of fatty acid corroborating with studies of
Holness et al. (1998) that analyzed the carnitine palmitoyltransferase enzyme (CPT1).
The kinetic activity of CPT1 wasn’t changed. Then, this suggests that p-oxidation
continues to produce acetyl Coenzyme A (acetil CoA) normally. Combining the
possible increase in ATP through lactate and no changes in B-HAD, our results suggest
that oxidative phosphorylation may be not the main route involved in ATP production
under extreme conditions, which may be liked with the decrease in citrate synthase (CS)

activity observed in protein restriction rats.
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CS catalyzes the first reaction of the citric acid cycle formatting citrate by acetyl
Coenzyme A (acetyl CoA) and oxalacetate (Wu and Yang 1970). Reduction citrate
production indicates less acety-CoA in cytoplasm, and consequently less fatty acid is
being produced. Although, in our result, there was increase in FAS activity, this doesn’t
negate our theory about CS and acetyl CoA.

Fatty acid synthesis (FAS) may be important not only for the synthesis of fatty acid.
Razani et al. (2011) showed that FAS was involved in the maintenance of homeostasis
in hemodynamic stressed hearts and that cardiomyocyte calcium signaling appears to be
involved in this process. Suggesting that the alteration in FAS may not prevent
pathological remodeling in advanced heart failure, but absence FAS could exacerbate
cardiac dysfunction. Our finding showed an increase in FAS activity. We believe that
this increase in undernutrition rats occurred to adapts heart to pathological stress.

In heart, pentose cycle is limited and activity of G6PDH is lower than liver and
kidney (Zimmer 1996). Pentose cycle is the main source of NADPH to be used in fatty
acid synthesis in lipogenic tissues, as liver and adipose tissue (Kletzien et al. 1994),
having G6PDH enzyme as participant of this reaction. This enzyme suffers activity
alteration of dietary status in lipogenic tissues (Peavy and Hanse 1975; Louie et al.
1990). However, in present article, protein restriction didn’t change activity of GGPDH
in heart. Suggesting that NADPH continues be produced normally by G6PDH

independent of stress conditions.

Effect of physical trained in heart metabolism
Rare are the articles that real about cardiac metabolism in trained animals. Our

dates indicated that the moderate physical training increased activities of PFK and FAS,
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reduced CS activity and it didn’t change the activities of B-HAD and G6PDH in adult
animals.

In agreement to our results, Zonderland et al. (1999) also showed, in heart, increase
in PFK activity and not change in B-HAD activity by moderate-intensity treadmill
training in the adult male Wistar rats. Suggesting chronic physical training prefer
glycolysis than fatty acid oxidation. In the same study, Zonderland et al. (1999) found a
tendency to decreased CS activity in heart, in our study we observe a significant
decreased in CS activity. Suggesting that less ATP is being produced by oxidative
phosphorylation pathway. Taken together, PFK and CS activities, the results suggest
that non-oxidative glycolytic pathway is increased, having higher lactate production.

This was verified by Gollnick and Hearn (1961), Gollnick et al. (1967) and York et
al. (1975) when they showed an increase in lactate dehydrogenase activity in hearts of
adult swimming rats. LDH catalyzes pyruvate in lactate (Randle 1963). Penny (1974)
believes that change in cardiac LDH activity is relation the cellular events during
hypertrophy.

Our results also showed that the physical trained induced increased FAS. Dobrzyn
et al. (2013) trained male Wistar rats in treadmill training during 6 weeks, maintained at
28 m/min for the remaining 2 weeks. They didn’t analyze FAS, but observed the
expression of others lipogenic genes, as SCD1, SCD2, GPAT and ACS. Indicating that
FAS can to be involved in the regulation to cardiac stress induced by physiology
hypertrophy (Dobrzyn et al. 2013). In heart, the molecular mechanisms are poorly
understood in physiological stress (Maillet et al. 2012; Bente and Klarlund, 2005;
Shephard 2001).

Lastly, was evaluated the pentose cycle through of kinetic activity of glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PDH). Like the undernutrition, the kinetic activity of the
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enzyme wasn’t modified. Reinforcing the idea that pentose cycle wasn’t main source of

NADPH to heart.

Effect of moderate training on alterations induced by undernutrition

To evaluate the effect of the physical training about undernutrition rats, we
compare the UT and U groups in studied enzymes. The difference absence between
these groups corroborates with the idea that the pathological and physiological stress are
induced for different mechanism. Otherwise, the PFK and FAS enzymes activities tend
to increase and the CS enzyme activity tends to decrease.

To observe UT group with C group is perceived that in PFK and CS the values of
enzymatic activity tend to return to the values of the C group. In the PFK this alteration

is more evidence, because there is difference between UT and T-groups.

CONCLUSION

In face of what was found, it can be said that, in the heart, the activity of glycolysis,
fatty acid oxidation, krebs cycle, fatty acid synthesis and pentose cycle have similar
action in both undernutrition heart and trained heart. Probably, that change occurs to
adapt the heart to pathological stress and hypertrophy in undernutrition, and, also, to
physiological stress and hypertrophy in physical trained. We can say also that enzymatic
activity of PFK in heart is sensible to changes in undernutrition rats, trained rats and
undernourished trained rats. The trained physical in undernutrition rats can induce

alteration in cardiac metabolism.
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TABLES

Table 1: Composition of the diets

Amount per 1kg of diet

Ingredients Low-protein Control-diet
(8% casein) (17% casein)

Casein 79.3¢g 179.3¢g
Vitamin mix* 10¢g 10¢g
Mineral mixture” 359 359
Celullose 50¢ 50¢g
Coline bitartrate 25¢ 25¢
dI-Methionine 309¢ 3.0¢9
Soya oil 70 ml 70 ml
Corn starch 750.2¢9 650.2 g

* Vitamin mixture contained the following (in mg kg—1 of diet): retinol, 12; cholecalciferol, 0.125;
thiamine, 40; riboflavin, 30; pantothenic acid, 140; pyridoxine, 20; inositol, 300; cyanocobalamin, 0.1;
menadione, 80; nicotinic acid, 200; choline, 2720; folic acid, 10; p-aminobenzoic acid, 100; and biotin, 0.6.
# Mineral mixture contained the following (in mg kg—1of diet): CaHPO,, 17 200; KCI, 4000; NaCl, 4000;
MgO, 420; MgS0O,, 2000; Fe,0,, 120; FeSO,.7H,0O, 200; and trace elements, 400 (MnSO4.H,0, 98;
CuS0,.5H,0, 20; ZnS0,.7H,0, 80; CoS0,.7H,0, 0.16; and KI, 0.32; with sufficient starch to bring to 40 g

[per kg of diet]) (Reeves et al. 1993).
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Table 2: Results of activity, in U/mg, of phosphofructokinase (PFK), B-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase (3 -HAD), citrate synthase (CS), fatty acid synthase (FAS) AND glucose-
6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) of the control (C), undernutrition (U), trained (T)
and undernutrition trained (UT) groups.

Groups
Enzymes C U T uT
PFK 2.25+0.39 10.13 + 2.52* 29.87 +5.07* 4.42 + 0.98&
(n=5) (n=5) (n=4) (n=4)
R-HAD 3.08 +0.79 4.86 + 0.47 3.48 + 0.57 5.05+1.34
(n=5) (n=5) (n=5) (n=4)
CS 3.96 +0.78 1.85 + 0.36* 1.47 + 0.42* 2.51 +0.17
(n=5) (n=6) (n=4) (n=7)
FAS 15.46 + 1.40 3591 +7.11* 52.39 + 9.30* 31.61+5.85
(n=4) (n=6) (n=5) (n=4)
G6PDH 493 +0.40 4.38 +£0.68 441 +0.26 5.18 £0.70
(n=7) (n=5) (n=5) (n=4)

n=indicates the amount of animals used in each group. * indicates difference compared to C group, &
indicates difference compared to T group. The values were expressed in mean and standard error of mean
(X£SEM). The significance level was maintained in 5% (p<0,05).

FIGURE

Weeks | Velocity (km/h) | Inclination (°) || Duration (min) ”




| 03 I 0 | 5 |

12Week | 0.4 | 0 | 5 |
(Adaptation) | 05 | | 0 | | 5 |

| 03 I 0 I 5 |

| 04 | 0 | 5 |

22 Week | 0.5 | 0 [ 20 |

| 0.6 | 0 | 30 |

| 04 I 0 | 5 |
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| 0.8 | 0 | 10 |

| 0.9 I 0 | 30 |

| 05 | 0 | 5 |

| 05 | 0 | 5 |
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Figure 1.Treadmill training program according to speed, inclination and duration of each session,
for the 8 week period of training (Leandro et al. 200
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