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RESUMO

A atividade fisica € um importante fator na prevengcdo de doengas e promove
melhoria na qualidade de vida. A literatura tem demonstrado que a atividade fisica
materna pode modular de forma positiva a saude tanto da mae quando de sua prole,
aumentando dessa forma a atividade de enzimas metabdlicas, melhorando o estado
REDOX celular e diminuindo a agao de espécies reativas de oxigénio. Dessa forma,
nosso trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria
materna sobre biomarcadores de estresse oxidativo e sistemas antioxidantes no
tecido hepatico da prole adulta. Para isso utilizamos ratas da linhagem Wistar que
foram colocadas em gaiolas de atividade fisica voluntaria e apés um periodo de
adaptacao foram classificadas em 3 grupos de acordo com o nivel de atividade fisica
diario: inativo (l), ativo (A) e muito ativo (MA). Em seguida, as ratas foram colocadas
em gaiolas padrdo de biotério para acasalarem e apdés a presenca de
espermatozoides na cavidade vaginal, as mesmas foram recolocadas
individualmente nas gaiolas de atividade fisica voluntaria para composi¢do dos
grupos experimentais, até o dia do desmame da prole. Aos 70 dias de vida, ratos
machos foram sacrificados e o tecido hepatico removido para as avaliagbes
bioquimicas. Para as analises de biomarcadores de estresse oxidativo foram
avaliados os niveis de peroxidagao lipidica (malondealdeido-MDA) e oxidacao
proteica (carbonilas). Também foram avaliadas as atividades de enzimas
antioxidantes como: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-
transferase (GST), além da quantificagdo do sistema antioxidante ndo enzimatico,
através dos niveis de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e tidis
totais (sulfidrilas). Foi verificada uma diminuigdo nos niveis de MDA no grupo ativo
em comparagdo com o grupo inativo (22%, **p<0,01), do grupo muito ativo em
comparagao com o inativo (46,8%, ****p<0,0001) e entre o grupo muito ativo em
comparagao com o grupo ativo (40,3%, ****p<0,0001), aumento da atividade
enzimatica de CAT (21,03%, *p<0,05) e GST entre o grupo ativo em comparagao
com o grupo inativo (34,2%, **p<0,05), além de aumento dos niveis de GSH entre os
grupos ativo em comparagdo com o grupo inativo (60%, ****p<0,0001) e muito ativo
em comparagdo com o inativo (125,8%, ****p<0,0001). Em relagdo ao estado
REDOX celular foi observado aumento da razdo GSH/GSSG entre os grupos ativo
em comparagdo com o grupo inativo (71%, ****p<0,0001) e muito ativo em
comparagao com o grupo inativo (112%, ****p<0,0001), além de aumento dos niveis
de sulfidrilas entre o grupo ativo em comparagdo com o grupo inativo (37%,
**p<0,01). Nossos resultados sugerem que a atividade fisica voluntaria materna,
durante a gestagao e lactagdo, promove uma diminuicado na peroxidacgéao lipidica e
melhora do balango oxidativo hepatico da prole na vida adulta.

Palavras chaves: Atividade fisica. Estado REDOX. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Physical activity is an important factor to disease prevention and promotes an
improvement in quality of life. The literature has shown that maternal physical activity
might modulate, positively, the health of both, mother and hers offspring, therefore
increasing the activity of metabolic enzymes, improving cellular REDOX status and
decreasing the effect of reactive oxygen species. Thus, our work aimed to evaluate
the effects of maternal voluntary physical activity on oxidative stress biomarkers and
antioxidant systems in adult offspring. To do this, we utilized female Wistar rats, that
were placed in voluntary physical activity cages and after an adaptation period were
classified into 3 groups accordingly to the level of daily physical activity: inactive (l),
active (A) and very active (VA). The rats were then placed in bioterium standart
cages for mating and after the detection of sperm in the vaginal cavity, they were put
back in the individual cages of voluntary physical activity for the composition of
experimental groups, until the day of the offspring’s weaning. At 70 days of age, male
rats were sacrificed and the liver tissue removed for biochemical evaluations. To
oxidative stress biomarkers analysis, the lipid peroxidation (malondealdehyde-MDA)
and protein oxidation (carbonyls) levels were evaluated. The antioxidant enzymes
activities such as, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione- S-
transferase (GST) were also evaluated, in addition to the non-enzymatic antioxidant
system, through reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG) and total
thiols (sulfhydryl) levels. There was verified a decrease on MDA levels on the active
group, in comparison with inactive group (22%, *p=0.0016), very active and inactive
(46.8%, **p<0.0001) and very active and active groups (40.3%, **p<0.0001), an
increase in CAT (21.03%, *p=0.0185) and GST enzymatic activity in comparison
between active and inactive groups (34.2%, **p=0.085), in addition to increased GSH
levels in comparison between the active and inactive (60%, ** p<0.0001) and very
active and inactive groups (125.8%, ** p<0.0001). Regarding the cellular REDOX
state, an increase in the GSH/GSSG ratio was observed between the active and
inactive (71%, **p<0.0001) and very active and inactive groups (112%, ***p<0.0001),
in addition to an increase on sulfhydryl levels of the active grouo wnhe compared to
inactive group (37%, **p= 0.0065). Our results suggests that voluntary maternal
physical activity, during pregnancy and lactation, promotes a decrease on lipid
peroxidation and improves the hepatic oxidative balance of the offspring in
adulthood.

Keywords: Physical activity. REDOX state. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O termo “atividade fisica” é caracterizado por qualquer movimento que
demande um gasto energético acima do metabolismo basal (OMS, 2018). Esse
termo quando aplicado ao contexto animal, € utilizado para designar uma locomogéo
que nao esta relacionada a sobrevivéncia ou a algum fator externo (FRAGOSO et al,
2017). Ja se sabe que a atividade fisica € um importante mecanismo na prevengao
contra obesidade e outras doengas crénicas metabolicas (BRADLEY et al, 2008).
Frente a isso, varios estudos tem demonstrado que a pratica de atividade fisica pode
promover melhora no estilo de vida e diminuicdo dos indices de comorbidades
associadas ao sedentarismo e obesidade, como diabetes, hipertensdo, doencas
cardiovasculares e sindrome metabodlica (CAPODAGLIO, 2018; LESZCZYNSKI et al,
2019; VONA et al, 2019).

A atividade fisica também esta associada com a prevengao de doencas
metabdlicas e pode aumentar a resiliéncia e melhorar a atividade dos sistemas
enzimaticos, como por exemplo, a melhoria da funcionalidade de células hepaticas
(YAMAMOTO et al, 2003). Um estilo de vida materno ativo induz adaptacées
metabdlicas e atuam como reguladores cronicos e agudos da oferta e distribuicdo de
energia (ROSA et al, 2011). Além disso, ja se sabe que o ambiente pré-natal
influencia o desenvolvimento fetal e pode implicar na saude da prole na vida adulta
(GLUCKMAN et al, 2008; VAN DEUTEKOM et al, 2013). Desta forma, estudos
sugerem que a pratica de atividade fisica durante o periodo gestacional influencia na
diminuicdo da frequéncia cardiaca e menor peso ao nascer da prole, que sao
indicadores de melhora na programacéo fetal (HOPKINS et al, 2011; RAMIREZ-
VELEZ et al, 2011).

Desta maneira, a pratica regular de atividade fisica consegue modular grande
parte dos efeitos negativos associados a doengas, como por exemplo, a regulagao
de vias anti-inflamatérias e antioxidantes (MOHAMMADI, 2013). O desequilibrio
entre os sistemas antioxidantes e agentes oxidantes pode elevar os niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs), o que é comumente observado nas doencgas
cronicas. Exercicios extenuantes também alteram esse equilibrio, elevando os niveis
de EROs (GEORGESCU et al., 2017). Porém, em modelo animal, a atividade fisica

voluntaria ndo causa esses efeitos adversos em demasia, uma vez que, pelo fato
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dessa pratica ser totalmente voluntaria, o limiar fisiolégico € determinado pelo animal
(MOHAMMADI et al., 2013)

A relacado da atividade fisica como modulador da atividade de enzimas do
sistema antioxidante esta ficando cada vez mais clara na literatura (BRINKMANN,
2013). Estudos recentes ja mostram que a pratica de exercicio fisico moderado
aumentou os niveis de enzimas antioxidantes, como catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD), (STIES et al., 2018). Em funcao disto, os niveis de peroxidagao
lipidica foram diminuidos significativamente, assim como os produtos liberados pela
lipoperoxidag¢ao, diminuindo danos celulares a varios tecidos, como o figado (STIES
et al., 2018).

Apesar de varios estudos mostrarem os efeitos benéficos da atividade fisica
na reducao de estresse oxidativo, pouco se conhece sobre a influéncia da atividade
fisica voluntaria materna, durante periodos criticos do desenvolvimento, sobre o

balanco oxidativo hepatico da prole adulta.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Periodos criticos do desenvolvimento
O ambiente intrauterino € um importante indicador de saude tanto da mae

quanto da sua prole. Os periodos iniciais da vida, como a gestagéo e lactagao, séo
considerados periodos criticos do desenvolvimento devido a rapida proliferagao e
divisdo celular, além de ser um periodo susceptivel as alteracbes ambientais que
podem afetar o desenvolvimento de mecanismos reguladores metabdlicos
(GLUKMAN; HANSON, 2005).

Na literatura estas mudancas ganham o termo de “plasticidade fenotipica”,
que se refere a capacidade do fendtipo em adaptar-se diante de respostas
ambientais sofridas durante periodos criticos do desenvolvimento e suas
implicagbes posteriormente na fase adulta (GLUCKMAN et al., 2005). Estudos
recentes ja tém demonstrado que alteragcbes sofridas durante o periodo materno
afetam diretamente a saude da prole e podem ser determinantes para a
descendéncia em relacdo a predisposicdo a doengas (SEGOVIA et al.,, 2014,
FRAGOSO et al., 2020).

Essas alteragbes podem explicar alguns fendmenos moleculares sofridos
durante o periodo perinatal em decorréncia da interagdo com o ambiente e suas
repercussdes no fenotipo. Alheiros-Lira (2015) relata em seu estudo que em animais
da linhagem Wistar quando ofertada uma dieta hipocaldrica ou hipoprotéica pode
haver uma alteracdo na linhagem do crescimento, atraso nos reflexos motores e
disturbios no comportamento alimentar (ALHEIROS-LIRA et al., 2015).

Associado a isso, um estilo de vida saudavel com equilibrio entre a ingestao
de calorias e o0 gasto calorico possui varios beneficios na saude materna, como a
reducao do ganho de peso e melhora do metabolismo da glicose (CARTER et al.,
2012; FERRARI et al.,, 2018). Além disso, quando associadas uma nutricdo
inadequada com uma baixa atividade fisica durante a gestacao e lactagao, podem
induzir modulagdes fenotipicas a sua prole que por sua vez fica mais susceptivel ao
aparecimento de doencas cardiovasculares, hipertensdo e sindrome metabdlica
(DOLIN, 2018; VAN ELTEN et al., 2019).
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2.2 Atividade fisica materna

De acordo com a ACMS (American College of Sports Medicine) a terminologia
atividade fisica € definida como qualquer movimento corporal produzido pelo
musculo esquelético que demande um aumento do gasto calorico sobre o gasto
energético em repouso. Em termos numéricos, a recomendagao necessaria € de 30
minutos por dia ou 150 minutos por semana para diminuir os numeros de
comorbidades relacionadas ao sedentarismo e a obesidade, como diabetes mellitus
tipo 2, hipertensdo, doengas cardiovasculares e metabolicas (OMS, 2018;
LESZCZYNSKI et al., 2019; VONA et al., 2019).

Por outro lado, esta cada vez mais claro os efeitos positivos da atividade fisica
materna tanto para mae quanto para sua descendéncia (LEANDRO et al., 2012;
SANTANA MUNIZ et al., 2014). Estudos experimentais ja vem demonstrando que a
pratica de atividade fisica ou exercicio fisico durante o periodo gestacional,
associado com o equilibrio de macronutrientes na dieta, promovem uma melhoria do
metabolismo da prole e diminuicdo da quantidade de tecido adiposo, estimulando o
estado homeostatico do organismo, além da dindmica e biogénese mitocondrial
(VEJA et al, 2015; KASCH et al, 2017).

Santos-Alves (2015) em seu estudo analisando a atividade fisica materna em
ratos submetidos a atividade fisica voluntaria por 12 semanas, demonstrou uma
maior expressao de genes envolvidos na biogénese mitocondrial como o PGC-1a e
o SIRT3, e também como um promotor de inumeros processos metabdlicos
mitocondriais relacionados a regulacdo da dinamica mitocondrial pelo marcador
OPA1.

Além disso, a pratica de atividade fisica de intensidade moderada promove o
aumento da atividade de enzimas antioxidantes, contribuindo também para a
diminuicdo de danos celulares a varios tecidos associados a lipoperoxidacdo. Ainda
nesse sentido, estudos demonstraram que o exercicio fisico aerébio com
intensidade moderada promove a melhora do sistema de defesa antioxidante,
diminuigéo dos niveis de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (LIU, 2018;
STIES et al., 2018; KOZAKIEWICZ, 2019).
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2.3 Mitocdondrias, sistemas antioxidantes e estresse oxidativo

As mitocéndrias sdo organelas que estdo presentes em praticamente todas as
células eucaritticas e possuem a importante funcionalidade de converter a energia
de oxido-redugao em energia quimica na forma de ATP (NELSON; COX, 2014). Na
membrana interna da mitocondria encontra-se a cadeia transportadora de elétrons,
responsavel por transferir os elétrons reduzidos (NADH e FADH3) provenientes do
Ciclo de Krebs e B-oxidagdo e transferi-los ao oxigénio molecular liberando H,O
(NELSON; COX, 2014; NOLFI-DONEGAN et al., 2020).

No entanto, durante a transferéncia de elétrons pelos complexos | e Ill, uma
pequena porcentagem do oxigénio molecular pode ser gradualmente reduzido e
convertido a radical anion superoxido e a partir dele, outras espécies reativas podem
ser formadas, podendo ser espécies reativas ao oxigénio, como o radical hidroxila
(OH) e peroxido de hidrogénio (H20.), ou nitrogénio, capazes de causar
modificagdes no DNA, danificar proteinas e lipidios (BOVERIS; OSHINO; CHANCE,
1973; FERREIRA et al., 2016; CHUNG et al., 2017; ZHAO et al., 2019).

A producgao de EROs pelo metabolismo aerébio é inevitavel e essencial, uma
vez que essas moléculas sao fundamentais, atuando por exemplo em processos de
crescimento e diferenciacao celular, quando em concentragbes fisiologicas,
mantidas pelos sistemas de defesas antioxidantes (SHARMA et al.,, 2012). Em
contrapartida, quando a producdo de agentes pro-oxidantes esta em excesso,
sobrepondo-se a acdo dos sistemas antioxidantes, essas moléculas sao
extremamente prejudiciais ao organismo pois podem ocasionar danos ao atacar
membranas e tecidos, podendo desencadear patologias e morte celular, associadas
a um quadro de estresse oxidativo (CRUZAT; TIRAPEGUI, 2017).

Em situacbes de estresse oxidativo no organismo sao formados
biomarcadores celulares que sao indicadores mensuraveis para refletir os danos
moleculares e/ou celulares sofridos, como por exemplo, a oxidacdo de proteinas e
peroxidagao lipidica (HALLIWELL, 2012; GHOSH et al., 2018). Nesse sentido, as
proteinas podem ser modificadas através da nitrosilacdo e carbonilagdo pela
formacao de ligagcdes dissulfeto e glutationizacdo ou pela quebra de produtos da
peroxidagao de acidos graxos (YAMAUCHI et al., 2008). Desse modo, proteinas
carboniladas sao utilizadas como marcadores de oxidacao proteica em tecidos com
alto grau de estresse oxidativo (PAGANO et al., 1998; VALKO et al., 2007).
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A peroxidacao lipidica acontece quando as espécies reativas de oxigénio
reagem com a membrana plasmatica de acidos graxos, principalmente os
poliinsaturados, acarretando na alteragao estrutural e fluidez da membrana (GHOSH
et al., 2018). O malondealdeido (MDA) € um produto secundario da lipoperoxidagao
utilizado como biomarcador de estresse oxidativo em varios estudos (KADIISKA et
al., 2005; VALKO, 2007; WANG et al., 2019).

Em contrapartida, nosso organismo é dotado de sistemas de defesas
antioxidantes em resposta aos agentes oxidantes, compostos pelos sistemas de
defesas antioxidantes enzimatico e ndo enzimatico, que desempenham papel
fundamental na conversdo de espécies reativas de oxigénio em moléculas menos
ofensivas (YOSHIKAWA; NAITO, 2002; HALLIWELL, 2012).

Dentre as principais enzimas que compde o sistema de defesa antioxidante
enzimatico, destaca-se a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST). A superdéxido dismutase é
encontrada varios tecidos e se apresenta de duas principais formas, a Cu/ZnSOD
localizada no citosol e a MnSOD localizada na matriz mitocondrial. Além disso, é
responsavel pela reacdo de dismutacdo do anion superoxido em perdéxido de
hidrogénio e agua, sendo dessa forma uma importante enzima do nosso organismo
frente a acdo do O, (HUBER, 2008; LIMA et al., 2017; YORK-DURAN et al., 2019).

Assim como a SOD, a enzima CAT é encontrada em varios tecidos e tem
como substrato o peroxido de hidrogénio que é um subproduto da reacdo de
dismutagao do O,". Essa enzima catalisa a reagao do perdxido de hidrogénio a agua
e oxigénio, diminuindo possiveis danos causados por essa molécula. Além disso,
outra enzima que atua de forma similar a CAT é a glutationa peroxidase, ambas
atuando para neutralizar o peroxido de hidrogénio a fim de diminuir sua acao e
combatendo possiveis danos oxidativos (AEBI, 1984; RUSZKIEWICZ; ALBRECHT,
2015; STAERCK et al., 2017).

A GST possui um papel fundamental de detoxificagdo intracelular de
compostos endo e xenobidticos, sendo composta em sua maioria por enzimas
citosdlicas capazes de regular o estresse oxidativos através da remocgdo de
metabdlicos celulares e reparo de macromoléculas oxidadas por EROs
(CHELVANAYAGAM et al., 2001; HALL et al., 2014;).

Em relagédo ao sistema de defesa antioxidantes nao enzimatico, destacam-se
a glutationa reduzida (GSH) e a glutationa oxidada (GSSG). A GSH ¢é o thiol mais
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abundante encontrado no nosso organismo e € um tripeptideo sintetizado no citosol
por dois trifosfato de adenosina, por meio de uma reagdo enzimatica (MEISTER,;
ANDERSON; HWANG 1986; OESTREICHER; MORGAN 2019). A GSH néo s6
participa da estabilizacdo de espécies reativas através da doacdo de protons H*
derivados de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato no estado reduzido
(NADPH), em reacédo catalisada pela glutationa redutase, como também da
detoxificagdo de xenobidticos prejuciais ao organismo que sado produtos da
lipoperoxidagao, além de fornecer substratos para a GPx e havendo a conversao em
GSSG (SIES, 1999; VASCONCELOS et al., 2007; CRUZAT; TIRAPEGUI, 2017,
MARI et al., 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria materna, durante a gestacao e
lactagdo, sobre biomarcadores de estresse oxidativo e sistemas antioxidantes

hepaticos da prole adulta.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria materna na prole, durante a fase de

adulto jovem, sobre:

- Biomarcadores de estresse oxidativo, niveis de malondealdeido-MDA (peroxidagao
lipidica) e carbonilas (oxidagao proteica);
- Atividade do sistema antioxidante enzimatico, das enzimas superoxido dismutase

(SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST);

- Sistema antioxidante ndo enzimatico, através dos niveis de glutationa reduzida
(GSH), glutationa oxidada (GSSG) e niveis de ti6is totais (SH).
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais
Foram utilizadas 14 ratas albinas da linhagem Wistar (peso corporal 220-

260g, idade entre 85-95 dias) provenientes da colénia do Departamento de
Antibidticos da UFPE. Os animais foram mantidos em biotério de experimentagéo,
em condigdes padronizadas e livre acesso a agua e alimentacdo. O manejo e os
cuidados para com os animais seguiram as recomendagdes do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
uso de Animal (CEUA) do Centro de Biociéncias da UFPE (Processo:

23076.017125/2017-47) (ANEXO 1).

4.2 Protocolo de atividade fisica voluntaria
A gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV) teve em sua extremidade um

cicloergbmetro com um sistema de monitoramento por sensor (ciclocomputador
Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan). A atividade fisica das ratas foi avaliada
pela movimentagédo do cicloergbmetro, sendo quantificado diariamente através dos
sensores que permite o registro das seguintes grandezas fisicas: Distancia
percorrida (km), tempo de atividade (min) e estimativa do gasto calérico (kcal)
(MUNIZ et al., 2013). As ratas nuliparas (n=14) foram colocadas individualmente nas
GAFV por um periodo de adaptacao e receberam durante esse periodo dieta padrao
de biotério (Labina®). Apds esse periodo, as ratas foram classificadas em trés
grupos de acordo com o nivel de atividade fisica diario: Inativo (1), Ativo (A) e Muito
Ativo (MA). As ratas foram colocadas em gaiola padrdo de biotério feita de
polipropileno (33x40x17cm) para o acasalamento e apds a identificagdo da presenca
de espermatozoides na cavidade vaginal (MARCONDES et al., 2002), as ratas foram
recolocadas individualmente nas GAFV para composi¢géo dos grupos experimentais
até o dia do desmame.

4.3 Coleta do tecido hepatico para posteriores analises
Todos os animais foram sacrificados através do uso de guilhotina e

submetidos a cirurgia para a remocéao do tecido hepatico, aos 70 dias de vida.



20

4.4 Preparo do homogeneizado do tecido hepatico para utilizacao nas técnicas
bioquimicas
O tecido hepatico foi homogeneizado em tampéao de extragéo (Tris base 100

mM, pH 7,4, EDTA 1 mM; ortovanadato de so6dio 1 mM; PMSF 2 mM). Apds a
homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas a 1180g, a 4° C, por 10 min e os

sobrenadantes submetidos a quantificagéo proteica.

4.5 Dosagem de Proteina
A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford

(BRADFORD et al., 1976). O principio do método baseia-se na determinagcédo da
concentracéo de ligacdes 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

solugao analisada, onde uma solucao de BSA a (2mg/ml) foi utilizada como padréo.

4.6 Avaliacao dos niveis de peroxidacao lipidica pela metodologia da
substancia Reativa ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)
Para a dosagem de TBARS foi utilizada a técnica colorimétrica de BUEGE e

AUST (BUEGE; AUST, 1978), sendo uma técnica muito utilizada para avaliar a
lipoperoxidagao (LPO), pois o acido tiobarbiturico reage com os produtos da LPO,
entre eles o malondialdeido e outros aldeidos. Foi adicionada uma aliquota do
homogeneizado (300 ug proteina) ao acido tricloroacético (TCA) a 30%, em seguida,
o material foi centrifugado a 1180g por 10 min, o sobrenadante retirado e adicionado
ao acido tiobarbiturico a 0,73% que reage com os produtos da lipoperoxidagéo
formando um composto de coloracdo rosada. A mistura foi incubada por 15 min a
100°C e em seguida resfriada e utilizada para a leitura da absorbancia a 535 nm em
espectrofotometro (LIBRA S12 UV/VISIBLE), em cubetas de quartzo. Os resultados

foram expressos em mM/mg de proteina.

4.7 Medida dos niveis de oxidagao de proteinas (Carbonilas)
A avaliagdo da oxidagdo de proteinas foi feita através da reagdo com o

composto 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) como descrito por ZANATTA (ZANATTA
et al., 2013). As proteinas foram precipitadas em TCA a 30% seguido de
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centrifugacdo a 1180g por 15 min. O pellet foi ressuspenso e adicionado DNPH
10mM dissolvido em HCI 2,5 N e incubado em local livre de luz a temperatura
ambiente, durante uma hora. Posteriormente, as proteinas precipitadas em adigao
ao TCA 20% foram centrifugadas e passaram por uma série de lavagens com
tampao contendo acetato de etila e etanol, até o precipitado ser ressuspenso em
cloridrato de guanidina e levado ao espectrofotémetro (LIBRA S12 UV/ VISIBLE)
para leitura em um comprimento de onda de 370 nm, a 37°C. Os resultados foram

expressos em mM/mg de proteina.

4.8 Avaliacao da atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi feita de acordo com MISRA e FRIDOVICH (MISRA e

FRIDOVICH, 1972). Homogenato de figado (80 ug de proteina) foi incubado no
tampéao carbonato de sddio (0,05 %, pH 10,2, 0,1 mM de EDTA) em banho-maria a
37°C, antes da avaliacdo da atividade enzimatica. A reacao teve inicio pela adigao
de 20 pM de epinefrina (150 mM), em acido acético (0,05 %). A absorbancia foi lida
a 480nm por 3 min em espectrofotometro (LIBRA S12 UV/VISIBLE). Os resultados
foram expressos em U/mg de proteina. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de proteina requerida para inibir a auto-oxidagao de 1umol de epinefrina

por minuto.

4.9 Avaliacao da atividade enzimatica da catalase
A atividade da catalase foi monitorada de acordo com AEBI. O principio do

ensaio € baseado na determinacido da constante k de decomposi¢ao de H,O,, que
nas nossas condicdes de temperatura e pH foi definido como 4,6 x 10”. Assim, 0,3M
de H,O; foi adicionado a amostra (80 pg de proteina), seguido de adi¢gdo do tampéo
fosfato 50mM, pH 7,0 a 20°C. A absorg¢ao de decaimento foi monitorizada por 4min a
240nm em espectrofotbmetro (LIBRA S12 UV/VISIBLE). Os resultados foram
expressos em U/mg de proteina (AEBI, 1984). Uma unidade de catalase foi definida
como quantidade de proteina requerida para converter 1umol de H,O, em H,O por

minuto.
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4.10 Avaliagao da atividade enzimatica da glutationa-S-transferase
A atividade da glutationa-S-transferase € diretamente proporcional a taxa de

formagao do composto DNP-SG (dinitro fenil S glutationa), podendo desta forma ser
medida através do monitoramento da taxa de formagdo do composto. Em uma
cubeta de quartzo de 1 mL foi adicionada a amostra (80ug de proteina) ao tampéao
fosfato (0,1M) e EDTA (1mM), GSH (1mM) e CDNB (1mM). A absorbancia (340nm)
foi registrada por um periodo de aproximadamente 3 min com controle da
temperatura (30°C), em espectrofotdmetro (LIBRA S12 UV/VISIBLE). Os resultados
foram expressos em U/mg proteina. Uma unidade de atividade enzimatica da GST
foi definida como a quantidade necessaria para catalisar a formacdo de quanto
1mmol do composto DNP-SG por minuto (HABIG; JAKOBY, 1974).

4.11 Avaliacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e do
estado REDOX celular (razédo GSH/GSSG):

Para quantificagdo dos niveis de GSH, em tampéao fosfato 0,1M contendo
5mM de EDTA (pH 8,0) foram adicionados 100 ug do homogenato do figado e o
fluorescente ortoftaldeido (1uM), e entdo incubados a temperatura ambiente, por 15
minutos e lido em espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech,
USA), utilizando os comprimentos de onda de 350nm de excitagdo e 420nm de
emissdo. Para determinar os niveis de GSSG, a amostra foi incubada com 0,04M de
N-etilmaleimida por 30 minutos, seguido da adicdo de tampao NaOH a 0,1M. O
estado REDOX foi determinado pela razdo GSH/GSSG (HISSIN & HILF, 1976).

Resultados expressos em nmol/mg de proteina.

4.12 Avaliagao dos niveis de tiois totais
O conteudo de sulfidrilas (SH) foi determinado a partir da reagdo com o

composto DTNB (5,5'-dithiobis (2-acido nitro benzoico) (ELLMAN, 1959). Uma
aliquota do homogenato (200 ug de proteina) foi incubada no escuro apés a adigéao
de DTNB 10mM e o volume final de 1 mL completado com tampéo de extracao, pH
7,4 e realizada a leitura a 30°C, a 412nm em espectrofotdmetro (LIBRA S12

UV/VISIBLE). Os resultados foram expressos em M/mg de proteina.
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4.13 Analise Estatistica
Os dados foram analisados estatisticamente através do software GraphPad

Prism 5® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente foi realizado o
teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para dados paramétricos, para
comparacgao entre os grupos foi utilizado o teste ANOVA One-way, tendo como fator
a atividade fisica. Para o post-hoc test foi utilizado o teste de Bonferroni. Um valor

de p<0,05 foi considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 Classificagcao das maes em: sedentarias, ativas e muito ativas

Para a classificacdo quanto ao nivel de atividade fisica diaria das mées em
sedentarias, ativas e muito ativas, foram observados do decimo quinto dia ao
trigésimo dia de adaptacgéo, a distdncia percorrida por dia (Figura 1), o tempo de
atividade fisica diaria (Figura 2) e a estimativa de gasto cal6rico (Figura 3) com base
em MUNIZ e colaboradores (2013). As maes classificadas como sedentarias foram
as que percorreram < 1.0 (km.dia™") (Figura 1A), quanto ao tempo de atividade fisica
diaria praticaram < 20 (min.dia™) (Figura 2A) e tiveram gasto caldrico (kcal.dia™) <
10.0 (Figura 3A). As maes classificadas como ativas foram as que percorreram > 1.0
< 5.0 (km.dia™") (Figura 1B), quanto ao tempo de atividade fisica diaria praticaram >
20 < 120.0 (min.dia™) (Figura 2B) e tiveram os gastos caléricos diario de > 10.0 <
40.0 (Figura 3C). As maes classificadas como muito ativas foram as que
percorreram > 5.0 (km.dia™") (Figura 1C), quanto ao tempo de atividade fisica diaria
praticaram >120.0 (min.dia™") (Figura 2C) e tiveram gasto calérico (kcal.dia™) > 40.0
(Figura 3C).
Figura 1 - Classificagdo das maes em (A) Sedentaria (B) Ativa e (C) Muito Ativa, com

base dos dados expressas em quildmetros (km) a partir do décimo quinto dia até o
trigésimo dia de adaptacéo.
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Figura 2 - Classificacdo das maes em (A) Sedentaria (B) Ativa e (C) Muito Ativa, com
base nos dados referentes ao tempo (min) a partir do décimo quinto dia até o
trigésimo dia de adaptacéo.
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Figura 3 - Classificacdo das maes em (A) Sedentaria (B) Ativa e (C) Muito Ativa, com
base nos dados referentes ao gasto caldrico diario (km.s'.dia™) a partir do décimo
quinto dia até o trigésimo dia de adaptacao.
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5.2 Classificagao e distribuicao dos grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos em fungdo do nivel de atividade
fisica voluntaria diaria de acordo com distancia percorrida, gasto calérico e tempo

percorrido, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo dos grupos experimentais de acordo com a atividade fisica

diaria (distancia percorrida, gasto calérico e tempo percorrido) no ciclo ergbmetro.

Grupos Distancia Gasto calérico Tempo de
experimentais percorrida (kcal.dia™) atividade
N'|  (km.dia™) (min.dia™)
Sedentario 8 <1.0 <10.0 <20.0
Ativo 8 >1.0<5.0 >10.0<40.0 >20<120.0
Muito ativo 8 >5 >40.0 >120.0

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020

5.3 Avaliagcao de biomarcadores de estresse oxidativo: peroxidagao lipidica
(niveis de malondealdeido-mda) e oxidagao proteica (niveis de carbonilas)

O MDA ¢é um biomarcador de estresse oxidativo. Ao avaliarmos os niveis de
MDA, nossos resultados mostraram que a atividade fisica voluntaria materna
diminuiu os niveis de MDA na prole quando comparados o0s grupos da prole ativa
com inativa (22%,**p=0,0016), muito ativa com inativa (46,8%, ****p<0,0001) e muito
ativa com ativa (40,3%,****p<0,0001) (Figura 4), nossos resultados mostraram que a
atividade fisica voluntaria materna diminuiu os niveis de MDA na prole. Em relagao
aos niveis de carbonilas, nossos resultados nao mostraram diferenga significativa

entre os grupos (Figura 5).
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Figura 4 - Avaliagéo dos niveis de peroxidacao lipidica pela metodologia da
substancia Reativa ao Acido Tiobarbiturico
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Andlise estatistica com média e desvio padrdo: grupo da prole inativa (23,176+1,689 mmol/mg de
proteina, n=7), ativa (18,172+2,451 mmol/mg de proteina, n=7) e muito ativa (10,852+1,481 mmol/mg
de proteina, n=8). **p<0,016 ****p<0,0001.

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020

Figura 5 - Avaliacao dos niveis de oxidacao de proteinas (Carbonilas)

=
&h
1

1

on
1

L=
L

Carbonila (mmol/mg de proteina)

>
&
2

Andlise estatistica com média e desvio padrdo: grupo da prole inativa (8,438+1,071 mmol/mg de
proteina, n=6), ativa (9,870+0,951 mmol/mg de proteina, n=7) muito ativa (9,071+£1,065 mmol/mg de
proteina, n=7).

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020
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5.4 Avaliacdao da atividade das enzimas antioxidantes na prole: superéxido
dismutase (sod), catalase (cat) e glutationa-s-transferase (gst)

A superdxido dimutase € uma enzima que atua na redugcéo da molécula de
anion superoxido a peroxido de hidrogénio. A avaliagado da atividade enzimatica da
SOD mostrou que a prole de méaes muito ativa comparado com o grupo de maes

ativas estava aumentada (15,4%, **p=0,0077) (Figura 6).

Figura 6 - Avaliacado da atividade enzimatica da Superdxido Dismutase (SOD)
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Andlise estatistica com média e desvio padréo: grupo da prole inativa (7,246+0,334 U/mg de proteina,
n=8), ativa (6,583+0,638 U/mg de proteina, n=8) e muito ativa (7,597+0,614 U/mg de proteina, n=8).
**p=0,0077

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020

A reacdo que reduz o peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio é realizada
pela enzima catalase. A maior atividade da catalase nos nossos resultados foi
observada nos animais provenientes de maes muito ativas em comparagdo com o
grupo inativo (21%,*p=0,0185), entre os grupos de maes muito ativas e ativas
(75%,****p<0,0001) e diminuicdo entre o grupo de maes ativas e inativas (31%,
***p=0,0006) (Figura 7).
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Figura 7 - Avaliagcédo da atividade enzimatica da Catalase (CAT)
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Analise estatistica com média e desvio padrao: grupo da prole inativa (7,246+0,334 U/mg de proteina,
n=6), ativa (6,583+0,638 U/mg de proteina, n=7) e muito ativa (7,597 U/mg de proteina +0,614, n=7).
*p=0,0185 ***p=0,0006 ****p< 0,0001

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020

A GST é uma enzima responsavel pela detoxificagdo de compostos que sao
prejudiciais as células (Figura 8). Nossos resultados mostraram um aumento na

atividade da GST entre a prole de maes inativa e ativa (34,2%, **p<0,0085).

Figura 8 - Avaliacédo da Atividade da enzima glutationa-S-transferase
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Andlise estatistica com média e desvio padrao:

grupo da prole inativa (9,625+0,905 U/mg de proteina, n=7), muito ativa (12,928+1,812 U/mg de
proteina, n=7) e muito ativa (10,892+1,976 U/mg de proteina, n=7). **p=0,0085.

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020



30

5.5 Avaliacao do sistema antioxidante nao enzimatico na prole: niveis de
glutationa reduzida (gsh), glutationa oxidada (gssg), mensuragao do estado
redox (gsh/gssg) e niveis de thiois totais (sh).

O sistema antioxidante ndo enzimatico participa de diversas reagdes
celulares, sendo capaz de atuar auxiliando na atividade de enzimas antioxidantes
para diminuir possiveis danos provenientes de espécies reativas de oxigénio, como
também na detoxificacdo de compostos prejudiciais as células. Ao compararmos os
niveis de glutationa reduzida foi encontrado aumento significativo comparando a
prole do grupo ativa e inativa (60%,****p<0,0007), muito ativa e inativa
(125,8%,****p<0,0001) e muito ativa e ativa (39%,****p<0,001) (Figura 9). Ao
analisarmos os niveis de glutationa oxidada foi verificado um aumento significativo
ao comparamos o grupo da prole de maes muito ativa e ativa (24,4%, *p=0,0203)
(Figura 10). Com relagao ao estado redox (GSG/GSSG) houve um aumento
comparando o grupo da prole de maes muito ativa com inativa (112% ****p<0,0007),

*kk*k

ativa com inativa (71% p<0,0007) e muito ativa com ativa (24% **p=0,003)

(Figura 11).

Figura 9 - Avaliacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH):
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Andlise estatistica com média e desvio padrao: grupo da prole inativa (1212,321+52,313 yM/mg de
proteina, n=7), ativa (1968,851+184,037 yM/mg de proteina, n=8) e muito ativa (2737,449+288,075
pMM/mg de proteina, n=7). **p=0,003 ****p<0,0001

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020
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Figura 10 - Avaliagao dos niveis de glutationa oxidada (GSSG
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Analise estatistica com meédia e desvio padrdo: grupo da prole inativa (78,592+4,804 uM/mg de
proteina, n=7) ativa (74,835+6,531 uM/mg de proteina, n=8) e muito ativa (83,232+2,983 yM/mg de
proteina, n=7). *p=0,0203.

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020

Figura 11 - Avaliagao da razdo GSH/GSSG
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Andlise estatistica com média e desvio padrédo: grupo da prole inativa (15,462+0,818,, n=7) ativa
(26,460+2,95,, n=8) e muito ativa (32,933+3,657, n=7). **p=0,0006, ****p<0,0001

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020
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5.6 Avaliagao dos niveis de sulfidrilas-sh na prole

A quantificagcdo de sulfidrilas se da pelas analises de oxidagdo a proteinas
portadoras de grupos tidis. Podemos perceber ao compararmos o grupo da prole
das méaes inativas e ativas um aumento no conteudo de sulfidrilas (37%, **p=0,0065)
(Figura 12).

Figura 12 - Avaliagdo dos conteudos de sulfidrilas-SH
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Andlise estatistica com média e desvio padrdo: grupo da prole inativa (0,018+0,010 nmol/mg de
proteina, n=6 ativa (0,111+0,020 nmol/mg de proteina, n=8) e muito ativa (0,095+0,013 nmol/mg de
proteina, n=7), *p<0,05.

Fonte: SANTOS, J. W. O., 2020
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6 DISCUSSAO

A proposta desse trabalho foi avaliar o efeito da atividade fisica voluntaria
materna sobre biomarcadores de estresse oxidativo e sistemas antioxidantes da
prole na vida adulta. A avaliagdo do balango oxidativo hepatico pode subsidiar um
melhor entendimento sobre a capacidade antioxidante da prole, levando em
consideragdo dados da literatura que indicam uma capacidade de adaptacdo do
fendtipo em relagcdo ao ambiente materno durante periodos criticos do
desenvolvimento, podendo dessa forma desencadear o aparecimento de doencas
cronicas nao transmissiveis na vida adulta (GLUKMAN; HANSON, 2005; FRAGOSO
et al., 2020).

Um dos fatores utilizados para avaliagdo do estresse oxidativo é a
quantificacdo de biomarcadores de peroxidacao lipidica e oxidacdo proteica. Para
avaliagdo da lipoperoxidagdo, um dos marcadores mais dosados € o MDA
(CZERSKA et al., 2015), um subproduto da lipoperoxidagao decorrente da acao de
espécies reativas de oxigénio, podendo danificar tecidos e 6érgéos por causar
modificagdes quimicas e fisicas a membrana plasmatica quando em quantidades
elevadas e gerar um quadro de estresse oxidativo, além de poder prejudicar a
reproducdo de espécies por danificar fragmentos do DNA (UCHIYAMA, 1978;
TSIKAS 2017). Nosso trabalho identificou que a partir da atividade fisica voluntaria
materna, os niveis de MDA foram diminuidos o que reflete menor lipoperoxidagao,
menores danos as membranas celulares e degradagdo de acidos graxos
insaturados, indicando na prole uma melhor fluidez de membranas e permeabilidade
celular (BOVERIS; OSHINO; CHANCE, 2008; OLIVEIRA ULBRECHT et al., 2019).

Nosso organismo € dotado de mecanismos antioxidantes capazes de
combater agentes oxidantes em excesso e com isso manter homeostase equilibrio
dindmico celular. Em relagdo ao sistema antioxidante enzimatico destacam-se as
enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A reagdo enzimatica de
dismutagdo do anion superoxido (O2") realizada pela SOD gera como produto o
peroxido de hidrogénio (H,O>), que podera ser catalisado pela reagao enzimatica da
CAT, liberando H,0 e O, ou pode ser reduzido ao radical hidroxil (OH") na presenga
de moléculas contendo ferro (Fe®"), através da reagdo de Fenton (SCHIFFRIN &
TOUYZ, 2004; LAWE 2014).
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Ja é sabido na literatura que o exercicio aerobio moderado consegue
aumentar atividade enzimatica de enzimas antioxidantes com a SOD e CAT, assim
como diminuicdo nos niveis de peroxidacao lipidica, como verificado por KOBE,
(2002) ao observar que o exercicio aerébio moderado aumentou a atividade de CAT
e SOD na prole pos parto. Além disso, LAMBERTUCCI et al 2007, realizou um
protocolo de exercicio de 13 semanas, durante 1 hora ao dia a 50-60% do VO,
maximo e verificou um aumento da enzima catalase no musculo. Nesse sentido,
nossos resultados de avaliagdo da CAT sugerem que o grupo de maes que passou
mais tempo em atividades na gaiola gerou um mecanismo protetor para a sua prole
aumentando a atividade dessa enzima e com isso menor acdo de H;O; no

organismo e maior resisténcia ao estresse oxidativo.

O figado possui um papel fundamental na manutencdo do estado REDOX
celular, considerando que 90% da glutationa reduzida € produzida nesse 6rgdo. A
GSH possui um papel fundamental na defesa celular contra radicais livres, pois além
de ser o tiol mais abundante produzido, atua também em conjunto com as enzimas
GPx e GST (AWASTHI et al., 2004). A GST pertence a uma familia multifuncional de
enzimas que catalisam a conjugacdo da molécula de glutationa a varias outras
moléculas, e possuem um papel fundamental em mecanismos de detoxificacdo
intracelular de compostos endo e xenobidticos (CHELVANAYAGAM et al., 2001).
Nesse sentido, a atividade da GST foi maior no grupo da prole de maes ativas, o que
indica que os filhotes parecem aumentar a capacidade de detoxificacdo de
compostos prejudiciais a célula, o que corrobora também com o0 aumento
significativo da GSH na prole, uma vez que atuam em conjunto para promoverem a
diminuicdo do estresse oxidativo e melhora do estado REDOX celular (HAYES,
2005; YOUNG et al., 2019).

Além disso, a glutationa reduzida participa da regulagdo da proliferacao
celular e da resposta imune, da produgdo de leucdcitos, prostaglandinas e na
ativacdo da GPx doando seu grupamento—SH, na reacdo que gera a glutationa
oxidada (GSSG), participando também da eliminacao de H,O, (FORMAN, 2009;
YOUNG et al.,, 2019). O estado REDOX celular é avaliado pela razdo entre
GSH/GSSG. A GSSG pode ser revertida a GSH pela reacdo catalisada pela
glutationa redudase (GR), sendo um indicador de estresse oxidativo celular (MARI,
2009; SCHAFER; BUETTNER 2001; CALABRESE; MORGAN; RIEMER, 2017).
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Nossos resultados mostram que a atividade fisica voluntaria das maes melhorou os
niveis de GSH na prole, aumentando a prote¢ao do figado contra a acédo de radicais
livres e danos oxidativos (BEJMAN; RAMIRES; JI, 2000). Em concordancia, outros
estudos apontam que o exercicio materno de forma moderada melhorou tanto o
estado REDOX celular quanto os niveis de GSH da prole através de protocolos
moderados em esteira e natagéo. (LIMA et al., 2013; CECHELLA et al., 2014; SITI et
al., 2019).

O sistema da reversibilidade do ciclo de glutationizacdo e deglutatinizagao
pode ser afetado por intermediarios de cisteina nitrosados, produtos comumente
presentes em condi¢gdes patoldégicas que podem alterar o estado REDOX celular
aumentando o estresse oxidativo (MARI, et al 2020). Essas moléculas podem afetar
proteinas estratégicas presentes na sinalizagao celular, transporte de ions, producao
de energia e apoptose (HILL; BHATNAGAR 2012). A GSH ¢é sintetizada
exclusivamente no citosol, mas pode ser encontrada em diferentes organelas como
no reticulo endoplasmatico, nucleo e nas mitocondrias (JEVTOVIC-TODOROVIC;
GUENTHNER 1992; OESTREICHER; MORGAN 2019).

No entanto, a GSH do nucleo coopera para a manutencdo dos niveis de
sulfidrilas, que é responsavel pela expressdo e manutencdo de proteinas do DNA
(MARKOVIC et al., 2007). A quantificagdo de sulfidrilas pode ser feita pelas analises
de oxidacdo a proteinas portadoras de grupos tidis. Alguns produtos da
lipoperoxidagcado e os radicais livres podem oxidar essas proteinas provocando um
ambiente de estresse oxidativo (PEREZ, 2012). Os tidis sdo importantes
componentes que desempenham um papel importante na estrutura e fungcado das
proteinas, atuando também como desintoxicador celular e na regulacédo da atividade
enzimatica, além de aumentar a defesa contra espécies reativas ao oxigénio. Nesse
sentido, um aumento no conteudo de sulfidrilas indica que a prole, em funcéo da
atividade fisica materna, apresenta um ambiente com menor oxidagao a proteinas e
danos celulares, indicando uma modulacéao positiva do estado REDOX celular e uma
boa fun¢ao mitocondrial (LILLIG, 2008; LI et al., 2016; MCLEAY et al., 2017).
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a atividade fisica voluntaria materna, durante
a gestacao e lactagédo, promove uma diminuigdo na peroxidacgéao lipidica e melhora
do balanco oxidativo hepatico da prole na vida adulta, diminuindo dessa forma o

estresse oxidativo e suas possiveis consequéncias na vida adulta.
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