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RESUMO

Estudos prévios demonstram que a prética da atividade fisica materna (AFM)
induz adaptagbes fenotipicas com repercussdes no crescimento e
desenvolvimento da prole. Por outro lado, o consumo de uma dieta
ocidentalizada, em fases iniciais da vida estd associado ao acumulo de tecido
adiposo, disfuncdo hepatica e estresse metabdlico. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da atividade fisica voluntaria materna (AFVM)
sobre a bioenergética mitocondrial, balangco oxidativo e metabolismo hepético
da prole exposta a uma dieta ocidentalizada pés-desmame. Ratas da linhagem
Wistar (n=24) foram colocadas em gaiolas de atividade fisica voluntaria por um
periodo de 30 dias para adaptacéo, durante toda a gestagao e até o 14° dia de
vida da prole onde o ciclo foi travado. As gaiolas sdo equipadas com ciclo
ergbmetro que mede grandezas fisicas como: distancia percorrida (Km/dia),
tempo percorrido (min/dia) e estimativa do gasto calérico diario (km.s-1.dia-1).
O periodo de adaptacdo serviu para classificar as mées em niveis de atividade
fisica diaria em: Inativa (n=8) , Ativa (n=8) e Muito Ativa (n=8). Ao 21° dia de
vida, a prole foi dividida de acordo com a dieta experimental em: dieta
ocidentalizada (composicéo final em calorias de 20,18% de proteinas, 31,99%
de lipidios e 47,82% de carboidratos) e grupo controle que recebeu dieta
Labina® (composicao final em calorias de 28,3% de proteinas, 10% de lipidios
e 60,76% de carboidratos). Para as andlises experimentais foi coletado tanto o
tecido hepatico das maes, no dia do desmame dos filhotes, bem como o figado
da prole aos 70 dias de vida. Foram avaliados parametros de bioenergética
mitocondrial (respiragdo mitocondrial, inchamento, avaliacdo da transicdo de
permeabilidade mitocondrial e producéo de espécies reativas), biomarcadores
de estresse oxidativo (niveis de malondealdeido-MDA, carbonilas e sulfidrilas-
SH), atividade de enzimas antioxidantes (Superéxido dismutase-SOD,
catalase-CAT e glutationa-S-transferase-GST), além da avaliagdo do sistema
antioxidante ndo enzimatico (niveis de glutationa reduzida-GSH, oxidada-
GSSG e estado REDOX celular (GSH/GSSG)). Também foram avaliados o
consumo alimentar, peso dos animais, do figado, do tecido adiposo e a
atividade de enzimas chave no metabolismo de carboidratos (fosfofrutoquinase
1-PFK1 e glicose-6-fosfato desidrogenase-G6PDH), lipidios (B-hidroxiacil-CoA
desidrogenase-B-HAD e acido graxo sintase-FAS) e do ciclo de Krebs (citrato
sintase-CS). Em relagdo aos efeitos maternos da atividade fisica voluntaria foi
observada uma modulacdo positiva em pardmetros mitocondriais, com
aumento do consumo de oxigénio e diminuigdo do inchamento mitocondrial.
Biomarcadores de estresse oxidativo, como MDA e carbonilas, tiveram
diminuicdo de acordo com o nivel de AFVM, bem como aumento dos niveis de
SH. O sistema de defesa antioxidante enzimatico apresentou aumento da
atividade da SOD, CAT e GST. O sistema de defesa antioxidante nao-
enzimatico apresentou aumento dos niveis de GSH e do estado REDOX celular
no grupo de maes ativas. J4 na prole, nosso estudo avaliou parametros
relacionados ao peso corporal dos animais, que foram maiores nos grupos que
receberam dieta ocidentalizada, observado o mesmo para o tecido hepatico.
Entre os dados de tecido adiposo (subcuténeo, abdominal e visceral), o tecido
adiposo visceral apresentou maior variagdo entre 0s grupos experimentais com
aumento no grupo que recebeu dieta ocidentalizada. O consumo alimentar da
prole que recebeu dieta ocidentalizada foi menor quando comparado aos
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grupos controle, dentro do mesmo nivel de AFVM, com destaque para a
densidade caldrica proveniente dos lipidios na dieta, que foi maior nos animais
que receberam dieta ocidentalizada comparado com 0s que receberam dieta
controle. Na avaliacdo da atividade de enzimas chave que atuam no
metabolismo de carboidratos foi observado aumento da atividade da PFKL1,
bem como da G6PDH, na prole alimentada com dieta ocidentalizada cujas
maes praticaram AFVM. No que diz respeito ao metabolismo lipidico hepatico
foi observado um aumento na atividade da FAS no grupo inativo que recebeu
dieta ocidentalizada e diminuicdo nos grupos que receberam esse tipo de dieta,
mas provenientes de mées que realizaram AFVM. A oxidagdo de acidos graxos
apresentou aumento na atividade da B-Had em fungdo da atividade fisica
materna nos grupos que receberam dieta ocidentalizada. Em relagdo ao ciclo
de Krebs houve aumento da atividade da CS na prole que recebeu dieta
ocidentalizada proveniente de maes que praticaram maior intensidade de
AFVM. Assim, nossos resultados sugerem que a atividade fisica voluntaria
materna € capaz de modular vérios parametros da bioenergética mitocondrial,
balanco oxidativo e metabolismo hepatico das ratas, de forma que a exposi¢ao
a uma dieta ocidentalizada desde o periodo p6s desmame da prole resulte em
menores efeitos deletérios ao metabolismo energético durante a vida adulta.

Palavras chave: Dieta hiperlipidica, estresse oxidativo, metabolismo hepatico,
mitocéndria.



ABSTRACT

Previous studies demonstrate that the practice of maternal physical activity
(MPA) induces phenotypic adaptations with repercussions on the growth and
development of the offspring. On the other hand, consumption of a westernized
diet in early stages of life is associated with the accumulation of adipose tissue,
liver dysfunction and metabolic stress. The present study aimed to evaluate the
effect of maternal voluntary physical activity (MVPA) on the mitochondrial
bioenergetics, oxidative balance and hepatic metabolism of offspring exposed
to a westernized post-weaning diet. Female Wistar rats (n=24) were placed in
voluntary physical activity cages for a period of 30 days for adaptation,
throughout pregnancy and until the 14th day of life of the offspring, where the
cycle was stopped. The cages are equipped with an ergometer cycle that
measures physical quantities such as: distance traveled (Km/day), time traveled
(min/day) and estimated caloric burned (km.s-1.day-1). The service adaptation
period to classify as mothers in daily physical activity levels: Inactive (n=8),
Active (n=8) and Very Active (n=8). On the 21st day of life, the offspring was
divided according to the experimental diet into: westernized diet (final calorie
composition of 20.18% protein, 31.99% lipids and 47.82% carbohydrates) and
group control that feeding the Labina® diet (final calorie composition of 28.3%
from protein, 10% from lipids and 60.76% from carbohydrates). For the
experimental analyses, we collected both the liver tissue of the mothers, on the
day of weaning of the pups, as well as, the liver of the offspring at 70 days of
life. Parameters of the mitochondrial bioenergetics (mitochondrial respiration,
swelling, mitochondrial permeability transition and production reactive species
production), oxidative stress biomarkers (malondealdehyde-MDA, carbonyls
and sulfhydryl-SH levels), antioxidant enzymes (Superoxide dismutase-SOD,
catalase-CAT and glutathione-S-transferase-GST) were evaluated, in addition
to the evaluation of the non-enzymatic antioxidant system (levels of reduced
glutathione-GSH, oxidized-GSSG and cellular REDOX status (GSH/GSSG)).
Food intake, animal weight, liver, adipose tissue and key enzymes activity of the
carbohydrate metabolism (phosphofructokinase 1 - PFK1 and glucose-6-
phosphate desirogenase-G6PDH), lipids (B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase-3-
HAD and fatty acid synthase-FAS) and of the Krebs cycle (citrate synthase-CS)
were also analyzed. Regarding the maternal effects of voluntary physical
activity, a positive modulation in mitochondrial parameters was observed, with
increased oxygen consumption and decreased mitochondrial swelling.
Oxidative stress biomarkers, such as MDA and carbonyls, decreased according
to the level of MVPA, as well as, increased levels of SH. The enzymatic
antioxidant defense system showed an increase in the activity of SOD, CAT and
GST. The non-enzymatic antioxidant defense system showed increase in GSH
levels and cellular REDOX state in the group of active mothers. In the offspring,
our study evaluated parameters related to the animals body weight, which were
higher in the groups that received Westernized diet, and the same was
observed for the liver tissue. Among the adipose tissue data (subcutaneous,
abdominal and visceral), the visceral adipose tissue showed greater variation
between the experimental groups, with an increase in the group fed with
westernized diet. The food consumption of the offspring that received
westernized diet was lower when compared to the control groups within the
same level of MPA, with emphasis on the caloric density from the lipids in the
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diet, which was higher in animals that received westernized diet compared to
those fed with control diet. In evaluating the activity of key enzymes that act on
the carbohydrates and lipids metabolism, it was observed increase in the PFK1,
as well as G6PDH, in offspring fed with Westernized diet whose mothers
practiced MVPA. With regard to hepatic lipid metabolism, FAS activity increase
was observed in the inactive group that received Westernized diet and
decreased on the groups that received this diet type of diet, whose mothers
practiced voluntary physical activity. Fatty acid oxidation showed increase in B-
Had activity due to maternal physical activity in the groups that received
Westernized diet. Regarding the Krebs cycle, there was CS activity increase in
offspring fed with Westernized diet whose mothers practiced higher VPA
intensity. Thus, our results suggests that APVM is able to modulate several
parameters of the mitochondrial bioenergetics, oxidative balance and hepatic
metabolism from female rats, so that exposure to the Westernized diet since
post-weaning period of offspring results in less harmful effects to the energy
metabolism during adulthood.

Keywords: Hyperlipidic diet, oxidative stress, liver metabolism, mitochondria.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia da obesidade vem aumentando no decorrer dos anos e
tomando propor¢des de d&mbito global. No ano de 2014, 41 milhdes de criancas
se encontravam com sobrepeso ou obesidade, devido as mudancas no padrao
alimentar e baixos niveis de atividade fisica (WHO, 2016). Na Africa, o nimero
de criangcas com excesso de peso dobrou quando comparado aos anos de
1990 e 2014 (passando de 5,4 milh6es para 10,3 milhdes), verificando nimeros
alarmantes de criangcas com sobrepeso e obesidade em paises com uma baixa

renda comparado aos paises de renda alta (WHO, 2016).

No Brasil, observa-se uma transi¢éo nutricional e a inversao de padrbes
dietéticos, ocorrendo uma alta prevaléncia do consumo de alimentos com maior
palatabilidade, ricos em gorduras e agucares (SOUZA ADE et al., 2016). Estes
fatores parecem concorrer para 0 aumento da prevaléncia do sobrepeso e
obesidade entre jovens. Estudos e pesquisas brasileiras revelam que a taxa de
sobrepeso e obesidade aumentou cerca de 239% no Brasil, nhuma faixa
temporal de aproximadamente 20 anos, e que mais de 15% da populacdo
brasileira entre 6 e 18 anos de idade estdo com sobrepeso. Também foi
observado em adultos acima dos 18 anos, excesso de peso numa frequéncia
de 55,4%, com valor ligeiramente maior em homens (57%) do que em
mulheres (53,9%) e taxa de obesidade com percentuais de 20,3% semelhantes
para homens e mulheres (BRASIL, 2020).

O consumo inadequado de nutrientes, nomeadamente de lipidios e
agucares, pode causar um aumento no estresse oxidativo em tecidos-chave do
metabolismo, como o figado (BROCARDO et al., 2012). Embora o organismo
possa contar com defesas antioxidantes enddgenas que incluem diversas
enzimas e seus cofatores, o consumo de dieta hiperlipidica parece predispor ao
aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio, disfuncéo mitocondrial
e inibicdo de genes antioxidantes no figado (Singh et al., 2016). Estudos tém
verificado que a exposicdo a uma dieta com alto teor lipidico provoca um
desequilibrio nos sistemas antioxidantes de ratos tanto no periodo poés-

desmame quanto na vida adulta (120 dias). Foi também observado aumento na
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peroxidagdo lipidica e no conteddo proteico, diminuicdo da atividade de
enzimas do sistema antioxidante como a glutationa peroxidase e a glutationa-
S-transferase, além de diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida no tecido
hepatico de ratos adultos (NOEMAN, HAMOODABAALASH, 2011; MAZZOLI et
al., 2019).

O ambiente perinatal tem sido considerado critico para o crescimento e
desenvolvimento de 6rgaos e tecidos. Fatores genéticos e ambientais parecem
afetar diretamente esses parametros. Alteragdes epigenéticas parecem explicar
alguns mecanismos moleculares que podem resultar das alteragdes ambientais
decorrentes de insultos que antecedem o periodo gestacional e as
repercussdes no fenétipo. Por exemplo, dietas hipocaldricas ou hipoprotéicas
consumidas pelas mées podem alterar a trajetdria de crescimento de sua prole
ocasionando atraso nos reflexos neuromotores, distirbios no comportamento

alimentar e alto consumo de dietas palataveis (ALHEIROS-LIRA et al., 2015).

Por outro lado, a atividade fisica materna tem sido associada a efeitos
positivos tanto para a mae quanto para os filhotes (LEANDRO et al., 2012;
SANTANA MUNIZ et al., 2014). A atividade fisica materna parece induzir o
aumento da expressao de genes envolvidos na biogénese mitocondrial como o
PGC-1a e o SIRT3, e também como um promotor de inUmeros processos
relacionados a regulagdo da dinamica mitocondrial pelo marcador OPAL, em
ratos submetidos a atividade fisica voluntaria por 12 semanas (SANTOS-
ALVES et al, 2015). A atividade fisica materna, antes e durante a
gestacao/lactacdo, melhora parametros metabdlicos a longo prazo na prole,
incluindo melhor captacédo de glicose no musculo esquelético e tecido adiposo
(CARTER et al., 2012). Outros estudos demonstram que a atividade fisica
voluntaria melhora a funcao hepética, que inclui aumento do teor de citocromo
¢, aumento da atividade de enzimas da oxidacdo de acidos graxos e enzimas
mitocondriais minimizando a progressédo de esteatose hepatica (RECTOR et
al., 2008; THYFAULT et al., 2009).

Nessa tematica, estudos sobre os efeitos da atividade fisica voluntéria
materna sédo necessarios a fim de se entender os mecanismos metabdlicos que

ocorrem no organismo quando submetido a um ambiente materno favoravel,
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como também compreender a influéncia dessas modificagbes quando a prole
dessas mées for submetida a um ambiente obesogénico durante seu

desenvolvimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dieta ocidentalizada e alteragdes metabdlicas

O crescente consumo de dietas ricas em gorduras e acglcares € o
principal fator que contribui para o aumento do peso corporal e esta
diretamente relacionado a uma maior prevaléncia de doencas crdnicas ndo
transmissiveis, tanto em paises em desenvolvimento como em paises
desenvolvidos (FUNGI, 2016). No Brasil, o fendbmeno de transicao
epidemioldgica levou a uma reducéo das taxas de desnutri¢do, e foi observado
com o passar dos anos, aumento das taxas do ganho de peso considerando
todas as faixas etarias independentemente do género (CASTRO et al., 2019;
VIGITEL, 2019).

Estudos de carater epidemioldégicos no Brasil vem apontando dados
alarmantes a respeito da prevaléncia do sobrepeso e obesidade na populagao.
Dados recentes do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢éo para
Doengas Crobnica (VIGITEL) (BRASIL, 2020), do Estudo de Riscos
Cardiovasculares em Adolescentes (ERICA) (BLOCH et al., 2016) revelam que
em 20 anos, a taxa de sobrepeso e obesidade aumentou cerca de 239% no
Brasil. Mostrando uma prevaléncia de 15% da populacao brasileira com idades
entre 6 e 18 anos com sobrepeso e adultos com idade a partir dos 18 anos,
com excesso de peso numa prevaléncia de 55,4% e taxa de obesidade com

percentuais de 20,3% semelhantes para homens e mulheres (BRASIL, 2020).

De acordo com a pesquisa de maior levantamento nutricional no Brasil, a
Pesquisa de Orcamento Familiar (POF 2002/2003 e 2008/2009), mudangas
relacionadas a nutricdo foram muito importantes para explicar o aumento das
taxas de sobrepeso e obesidade na populagdo. Dessa forma, é visivel o
aumento do consumo das chamadas dietas ocidentalizadas (Western diets),
que se caracterizam por conter quantidades excessivas de gorduras saturadas
e aclcares simples. No entanto, esse aumento encontra-se dentro das faixas
de ingestéo de gordura recomendada (gordura saturada até 30%), equivalente

a 10% do valor energético total (VET) diério, segundo recomendacfes da
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Recommended Dietary Allowances - RDA (1989) (POF 2002/2003; 2008/2009;
LEVY et al., 2005).

As dietas e o estilo de vida com o passar da histéria da humanidade séao
bem descritas na literatura como agentes causadores de modulacdes
metabdlicas, que podem acarretar, aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), resisténcia a insulina, estresse oxidativo, entre outras
consequéncias fisiolégicas (SAMUEL, 2012; KOPP, 2019). Inclusive ja existem
estudos mostrando que dietas ocidentalizadas podem induzir distdrbios
psiquiatricos, com mudancas severas de humor e cognicdo, quadros de
hiperatividade e impulsividade, assemelhando bastante a episddios
relacionados a sindromes do espectro autista (STREKALOVA et al., 2015;
VENIAMINOVA et al., 2017).

Mudancas de habitos dietéticos maternos e também na prole tem sido
estudados em modelos animais. Um estudo com dieta baseada nas
recomendacgdes da pesquisa de or¢amento familiar (POF), ofertada durante a
gestacdo e lactacdo afetou de forma negativa no processo de crescimento e
desenvolvimento da prole (CARVALHO et al., 2013). Um outro estudo também
avaliou os efeitos da oferta de uma dieta ocidentalizada (Kcal% = lipidios 31%,
20% proteinas e 49% carboidratos) seguindo estudos prévios de Ferro
Cavalcanti et al., (2013), durante a gestacgédo e lactacao, e observou alteracdes
na ingestdo alimentar e aumento no perfil para risco metabolico na idade adulta
(FERRO-CAVALCANTI, 2014).

Achados na literatura vem cada vez mais abordando os efeitos de dietas
ocidentalizadas com disfun¢cdes metabdlicas. Simkiss observou que a
quantidade de lipidios da dieta pode afetar a composicdo de membrana
bioldgica e fungdes envolvidas nos processos de sobrevivéncia e morte celular
(SIMKISS, 1998). A oferta de dietas com 30% de gordura causou modifica¢des
nas funcdes e caracteristicas da membrana mitocondrial do figado de ratos
adultos da linhagem Wistar (AOUN et al., 2011). Em camundongos,
Veniaminova et al. (2020) observou que a oferta de uma dieta ocidentalizada
(41% de lipidios, 40% de carboidratos e 17% de proteinas), causou uma

diminui¢c@o na tolerancia a glicose e a insulina e aumento de marcadores de
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lesdo hepatica (AST e ALT), mostrando uma predisposicdo a doencgas
hepaticas e sindrome metabdlica (VENIAMINOVA, et al., 2020) (Figura 1).

Um estudo com camundongos adultos (C57BL/6) explorou os
mecanismos da esteatose hepatica ndo-alcodlica induzida por dieta rica em
gordura durante 20 semanas, com foco em processos de sinalizacdo do
TACE/TNF-a (enzima conversora do fator de necrose tumoral o) e observou
gue a dieta com alto teor de lipidios esta relacionada ao aumento de distarbios
metabdlicos que promovem aumento de citocinas pré-inflamatérias e acabam

induzindo o acumulo de lipidios no tecido hepético (MINXUAN et al., 2019).

Figura 1. Efeitos de dieta ocidentalizada sobre o metabolismo e balanco

oxidativo hepatico

Dieta ocidentalizada

4 ‘ ‘ — ™~
T Glicose : TResiténcia
L circulante ainsulina J

Disfungdo mitocondrial

- w6 DANO\‘i‘
) C|t0C|n’a§ E\/\/\/ sistema ] GST
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©  Aipslise
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enzimatico
TG

Doengas hepdticas

FONTE: LIMA, 2021.

As abreviaturas da figura correspondem: ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; ERO’s: espécies reativas de oxigénio; GST: glutationa-s-tranferase; GPx:
glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; TG: triglicerideos.

2.2 Figado: principais funcdes, plasticidade e metabolismo

O figado é um importante 6rgdo que atua no desempenho de varios

processos fisiologicos, que incluem desintoxicacdo, sintese de proteinas,
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equilibrio da homeostase de glicose e metabolizacdo de véarios nutrientes
(GODFREY, INSKIPHANSON, 2011; GEBHARDT e MATZ-SOJA, 2014). Além
disso, esse 6rgdo apresenta uma grande capacidade de se regenerar a partir
de diferentes graus de lesdes. A maioria das fungdes metabdlicas e de sintese
sdo realizadas pelos hepatécitos, que representam cerca de 60% das células
total do figado e 80% do volume do 6rgao (MIYAJIMA, TANAKAITOH, 2014).

O figado de rato, apresenta diferenciacdo celular em processos
bioquimicos variados durante o periodo de gestacdo e pds natal. Métodos
realizados para quantificar o volume celular do figado, mostrou que este
volume ¢é atribuido ao nimero de células parenquimatosas, hematopoiéticas e
células de Kupffer (GREENGARD, FEDERMANKNOX, 1972). No periodo dos
12 aos 28 dias pos-natal, enzimas metabdlicas como tirosina aminotranferase,
glicoquinase e aspartato transcarbomoilase passam por uma grande oscilagdo
em termos de atividades e apés esse periodo, elas passam a exercer suas
atividades metabdlicas de uma maneira mais homogénea, ou seja, sem
grandes variacdes (GREENGARD, FEDERMANKNOX, 1972).

Através do processamento e distribuicdo no metabolismo, o figado
oferece combustiveis e precursores para outros tecidos em concentra¢des
apropriadas de nutrientes, via corrente sanguinea (RUI, 2014). Para isso, esse
6rgdo possui uma flexibilidade metabdlica excepcional, responsavel por
funcdes secretoras (bile, eletrélitos, fosfolipidios e colesterol) e excretoras
(hormonios esteroides, bilirrubina, célcio, drogas metabdlicas), como também
atua no processamento de carboidratos através da glicdlise (Figura 2),
glicogénese, glicogendlise, gliconeogénese, também atua no metabolismo
proteico, sintese de uréia e metabolismo lipidico pelos processos de lipogénese
(Figura 2), oxidagdo de acidos graxos, sintese de lipoproteinas, colesterol e
fosfolipidios (MITRA, 2009; KONIG, 2012; RUI, 2014; HAN, 2016).
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Figura 2 — Vias metabdlicas da glicose e vias lipogénicas
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As abreviaturas da figura correspondem NADPH (nicotinamida adenina dinucleotidio
fosfato (estado reduzido); FAS (4cido graxo sintase); ACC (acetil CoA carboxilase);
G6P (glicose-6-fosfato desidrogenase; PFK (fosfofrutoquinase); ACL (ATP citrato
liase); GCK(glicoquinase); L-PK (piruvato quinase isoforma L); PDC (complexo
piruvato desidrogenase); PC (piruvato carboxilase). Faltou inserir o significado de
Elovis, LCFAs e SCDs.

Fonte: Adaptada de HAN, 2016.

Na via glicolitica destacamos o papel da fosfofrutoquinase 1 (PFK),
como uma das enzimas chaves que regula essa via metabolica e que catalisa a
reacao de transferéncia de uma molécula de fosfato, para formacéo de frutose-
1,6-bifosfato, sendo parte da fase preparatéria da glicose gerando custo
metabdlico (NELSON e COX, 2014; SAWAYA, 2018). Outra via relacionada ao
metabolismo da glicose que merece destaque € a via das pentoses fosfato,
controlada pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, enzima que catalisa a
primeira etapa da via das pentoses, conhecida por ser uma via de fornecimento
de substratos como NADPH e pentose fosfato. O NADPH podendo ser utilizado
para biossintese de &cidos graxos, como também participa do ciclo das
glutationas (GSH e GSSG), ja as pentoses fosfato participam da sintese de
acidos nucléicos (NELSON e COX, 2014).

27



Em relacdo ao metabolismo lipidico, a B-oxidagdo é uma via metabdlica
que ird consistir na oxidacdo de acidos graxos para conversdo em Acetil-CoA
Durante o processo de B-oxidagdo sao liberados ions H* e elétrons, reduzindo
flavoproteinas NAD+ e FAD em NADH* + H* e FADH2, para utilizagdo pela
cadeia respiratéria Sendo a enzima B-Hidroxiacil-Coa desidrogenase a terceira
enzima regulatéria da B-oxidacdo de &cidos graxos, ela desidrogena o L- -
hidroxiacil-CoA e forma o [-cetoacil-CoA, com liberagdo de NADH + H*
(STRYER, 2004; NELSON e COX, 2014). Estudo clinico associa disfuncdes
hepéaticas e musculares, bem como alteracdo de composi¢do corporal a
deficiéncias dessa enzima (HAGLIND et al., 2013).

Nos hepatdcitos, local onde ocorrem as atividades metabdlicas, como
por exemplo, no caso de uma dieta rica em proteinas, ele € abastecido com
enzimas para catabolizar e direcionar os aminoacidos para gliconeogénese,
horas depois, caso ocorra mudanga na dieta com alto teor de carboidratos, as
enzimas recrutadas diminuem para que outras essenciais ao metabolismo de
carboidratos executem sua atividade no metabolismo desses acUcares e para
sintese de gordura (NELSON e COX, 2014).

Os processos de sintese enddégena de acidos graxos, sdo catalisados
pela agdo de uma enzima anabdlica, a acido graxo sintase (FAS). Essa enzima
atua através de precursores como acetil-CoA, malonil-CoA e NADPH (NELSON
e COX, 2014). A atividade da enzima pode afetar a oxidacéo de 4cidos graxos
através do PPARa, um mediador importante de resposta de jejum no figado
(JENSEN-URSTAD, 2012), pois sintetiza lipidios armazenados em goticulas ou
secretados em VLDL no estado alimentado. A avaliagdo da FAS é muito
importante em estudos que utilizam modelos experimentais com manipulacdes
dietéticas, como deitas hiperlipidicas, e avaliam suas repercussdes no

metabolismo energético hepético.

Como regulador metabdlico chave, o figado atua como mediador para
conectar metabolicamente diferentes tecidos, incluindo muisculo esquelético,
tecido adiposo e outros tecidos extra-hepaticos, e o acometimento de uma

disfuncdo hepética provoca uma predisposicdo a variedades de doencas
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incluindo, doencas hepaticas gordurosa nédo alcodlica e diabetes tipo 2, por
exemplo (RUI, 2014).

A literatura tem mostrado que as mitocéndrias hepaticas desempenham
papeis importantes no metabolismo energético e em situagcdes de desordens
metabdlicas, como esteatose e doencas hepéticas gordurosa ndo-alcodlica
(GALLOWAY et al., 2014; KORS et al., 2018), sdo observadas modifica¢cdes na
morfologia mitocondrial que podem prejudicar a bioenergética hepética
(GALLOWAY et al., 2014; PUTTI et al., 2015; MINXUAN et al., 2019).

2.3 Mitocdndrias: estrutura, fungdes metabdlicas e bioenergética

As mitocdndrias sao organelas essenciais para a célula, sendo
responsaveis pela producao da energia celular, através da forma de adenosina
trifosfato (ATP) pelo processo de fosforilagdo oxidativa, sinalizagéo celular,
apoptose e crescimento celular (HATEFI, 1985; TAANMAN, 1999; LEVERVE,
2007; MEJIA e HATCH, 2016). Possuem membrana dupla que permitem um
arranjo seletivo de proteinas, nucleotideos e coenzimas. A membrana externa
gue encontra-se em contato com o citosol e a membrana interna contém
invaginacgdes que se projetam para dentro e definem a matriz da organela, essa
membrana interna possui uma alta impermeabilidade que é controlada por
transportadores especificos e canais altamente regulados (KALUDERCIC e
GIORGIO, 2016) (Figura 3).
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Figura 3 - Estrutura mitocondrial
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Fonte: Adaptada de Nelson e Cox, 2011.

Conhecidas ha mais de séculos, por serem organelas dinamicas, as
mitocOndrias se tornaram um importante tema de pesquisa dentro da biologia
experimental (ERNSTER e SCHATZ, 1981; YIN e CADENAS, 2015). De
acordo com a hip6tese endossimbiética, as mitocéndrias surgiram pela imersao
de eubactérias aerébicas, coincidindo com a origem das células eucariéticas
(MARGULIS, 1970; MARGULIS et al., 1970; GRAY, BURGERLANG, 1999).
Como um forte objeto de estudo, a complexidade dessa organela pode ser
resumida como uma rede que intersecta e integra sinais e vias intracelulares
que tem uma importancia critica na homeostase celular, incluindo participacao
na B-oxidagdo de acidos graxos, participacao no ciclo do &cido citrico e do ciclo
da ureia, além do controle intracelular de Ca?*, regulacdo de sinalizacdo de
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morte  celular, entre outras atividades (Figura 4) (D'AQUILA,
BELLIZZIPASSARINO, 2015; PFANNER, WARSCHEIDWIEDEMANN, 2019).

Estudo funcional e protedbmico mostrou que as mitocondrias possuem
uma magquinaria complexa e muito dinamica (PFANNER,
WARSCHEIDWIEDEMANN, 2019). Nas mitocondrias, seu proprio sistema
genético, que inclui um DNA mitocondrial (mtDNA) circular, o qual codifica os
genes de 13 polipeptideos que s&o traduzidos nos ribossomos mitocondriais
para formagdo das unidades estruturais dos complexos enzimaticos presentes
na matriz mitocondrial, que incluem 7 dos 46 polipeptideos do complexo |
(NADH desidrogenase), 1 polipeptideo dos 11 do complexo Il (complexo bci),
3 dos 13 polipepitideos do complexo IV (citocromo c oxidase) e 2 das 16
proteinas do completo V (ATP sintetase). O DNA nuclear (nDNA) possui
cédigos para outras proteinas mitocondriais, que incluem as 4 subunidades que
formam o complexo Il (succinato desidrogenase), proteinas ribossomais
mitocondriais, fatores de alongamento e outras enzimas mitocondriais
(WALLACE, 2005; SCARPULLA, 2008).

Figura 4 — Mitocéndria e suas principais fungdes
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Os complexos respiratérios mitocondriais desempenham um papel
critico na producéo de energia celular através do transporte de elétrons, que
ocorre entre os complexos | e IV, com a extrusdo de protons pelos complexos |,
Ill e IV para o espacgo intermembranas, gerando um gradiente eletroquimico
(Ay) entre o espaco intermenbranar e a matriz mitocondrial, e através do
complexo V (ATP sintase) a maior parte desses prétons retornam a matriz
mitocondrial gerando forga préton motriz para sintese de ATP a partir da
ADP+Pi (ENNS, 2003; BAYIR e KAGAN, 2008; HAN et al., 2017) (Figura 5).

Figura 5 - Cadeia transportadora de elétrons e produc&o mitocondrial de
ATP.
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Cadeira transportadora de elétrons mitocondrial. O fluxo de elétrons é acoplado pela
transferéncia de protons que ocorre através da membrana mitocdndria, produzindo um
gradiente eletroquimico (A w).

Fonte: Adaptado de Baylr, 2008.

2.4 Espécies reativas de oxigénio, sistemas antioxidantes e estresse

oxidativo

A energia produzida nas mitocéndrias depende da forga proton-motriz
gerada pelo gradiente eletroquimico da cadeia transportadora de elétrons
(CTE), responsavel por transferir elétrons de cofatores reduzidos como NADH
e FADH2, derivados do ciclo de Krebs ou da B-oxidagdo (MELOV, 2000).
Quando a CTE torna-se saturada com elétrons, os mesmos podem passar

diretamente pelos complexos | e lll, gerando assim o O2' (&nion superoxido),
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que pode ser reduzido a um radical hidroxila (OH") um agente potencialmente
mais oxidante, que o Oze. Estima-se em nivel fisioldgico que entre 0,2 e 2% do
oxigénio gerado seja convertido em espécies reativas de oxigénio (EROSs)
mitocondriais (MELOV, 2000; MELOV et al., 2000; BEVILACQUA et al., 2004;
FERREIRA et al., 2016; FERREIRA, D. J. et al., 2016).

A geracdo dessas EROs nas mitocondrias pode acontecer em pelo
menos 9 sitios (Figura 6), no piruvato desidrogenase (1), cuja taxa de producéo
esta ligada ao aumento da razdo NAD(P)H/NAD(P)* (BRAUTIGAM et al., 2009;
FISHER-WELLMAN et al., 2013; AMBRUS et al., 2015); a enzima mitocondrial
2-oxoglutarato desidrogenase (2), que pertence ao ciclo de Krebs, produz
EROs pela oxidacdo do NADH (STARKOV et al, 2004; TRETTER,
SIPOSADAM-VIZI, 2004); glicerol 3-fosfato desidrogenase (3), uma coenzima
na membrana mitocondrial interna, que transfere fatores citosélicos para a
cadeia transportadora de elétrons (TRETTER, SIPOSADAM-VIZI, 2004;
TRETTER et al., 2007; ORR et al., 2012); flavoproteina oxidoredutase Q (4),
responsavel por doar elétrons para ubiquinona, aumentando a capacidade de
escape dos elétrons (STPIERRE, 2002; PEREVOSHCHIKOVA, 2013);
monoaminas oxidase (5) (MAO), uma flavoenzima que pode ter seu grupo
prostético reduzido a aldeido e aménia e em seguida oxidado para formacao do
H202 (TIPTON et al, 2004; TONINELLO et al., 2004; YOUDIM,
EDMONDSONTIPTON, 2006; DI LISA et al., 2009); flavina no complexo Il (6),
em condi¢des de baixos niveis de succinato e uma atividade diminuida dos
complexos | e IllI (TURRENS, 2003; QUINLAN et al., 2012); flavina no
complexo | (7), que sofre reducdo durante o fluxo de elétrons a partir da
nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato no estado reduzido (NADH),
produzindo O2¢ (HERREO, 2000); ubiquinona no complexo | (8), que pode
sofrer redugéo na presenca de succinato, glicerol-3-fosfato ou acil-CoA, porém
guando os elétrons sofrem um bombeamento inverso geram Oz¢ (LAMBERT,
2004; BRAND, 2010; CARDOSO, 2012); ubiguinona no complexo Il (9), que
através da ubiquinona reduzida transfere os elétrons para o citocromo c através
do chamado ciclo Q, que resulta na formacao de uma semi-ubiquitina que tem
a capacidade de reduzir Oz em O2z¢ (BROOKES et al., 2004; FIGUEIRA et al.,
2013).
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Curiosamente nesses locais, as reacdes (3) e (9) depositam Oz* no
espago intermembrana, e desta forma facilitam o acesso das EROs para o
citosol, bem como na matriz mitocondrial juntamente com os produtos
produzidos pelos sitios de producdo (1), (2), (4), (5), (7), (8) (SENA e
CHANDEL, 2012; PFANNER, WARSCHEIDWIEDEMANN, 2019).

Figura 6 - Sitios mitocondriais de producdo de espécies reativas de

oxigénio.
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Cada sitio estd enumerado de acordo com as especificagbes acima citadas no texto.
As abreviaturas da figura correspondem a G3P (glicerol 3- fosfato desidrogenase),
H.O, (peroxido de hidrogénio), NADH (nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato
(estado reduzido) e O’ (anion superéxido).

Fonte: LIMA, 2016.

As mitocondrias possuem uma capacidade antioxidante, que
compreende sistemas ndo-enzimaticos e enzimaticos, os quais desempenham
0 papel de converter espécies reativas em moléculas menos ofensivas
(HALLIWELL, 1994). Essa capacidade de conversdo envolve produtos de
rea¢cbes que podem ser utilizados como substratos para utilizacdo da préxima
enzima (HALLIWELL, 2012). Com os Oz formados, a enzima superoxido
dismutase (SOD — Mn-SOD na matriz ou Cu/Zn-SOD no citosol) é responséavel
pela conversdo/detoxificacdo do Oz a peréxido de hidrogénio (H202) (OKADO-
MATSUMOTO; FRIDOVICH, 2001, BRAND, 2010) (Figura 7).

O H20:2 formado ainda possui uma parcela de dano a célula, porém
desempenha um importante papel de sinalizador (CONRAD, 2013), que
desencadeia a ativagédo de enzimas para sua remogao ou através da reacéo de
Fenton pode reagir com ions de cobre (Cu*) ou ferro (Fe?*) produzindo radicais
hidroxil (OH"), que em excesso estao envolvidos em processos de peroxidagao
lipidica em membranas bioldgicas, oxidacdo de proteinas, nDNA e mtDNA e

até mesmo podem participar de reacdes para formacéo do peroxinitrito (ONOO-
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) (HERMES-LIMA, 2004). Ainda em relacdo a atuacdo das enzimas no sistema
de defesa antioxidante, a catalase (CAT) é responsavel pela conversdo do
H202 em H20 e Oz (AEBI, 1984). Outra enzima que contribui para a
neutralizacdo do perdéxido de hidrogénio e que executa a mesma funcéo da
CAT é a Glutationa Peroxidase (GPx) (RUSZKIEWICZ e ALBRECHT, 2015).

Ja em relagdo ao sistema antioxidante ndo enzimatico, a glutationa
reduzida (GSH) pode estabilizar essas espécies reativas por acdo prépria,
através da doacgdo de prétons (H*) derivados a partir de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato no estado reduzido (NADPH), ou desempenhar seu papel
juntamente com a acado da glutationa S-transferase, que excreta xenobidticos
téxicos produzidos pela peroxidacdo lipidica ou fornecendo substratos para
GPx (JACKSON, 2002; HERMES-LIMA; 2004; HALLIWELL, 2012; MARI,
2013) (Figura 7).

Figura 7 - Mecanismos de formacdo de espécies reativas e sistemas
antioxidantes.
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As abreviaturas SOD, CAT, GST, GR, GPx, GSH, GSSG, NADP*, NADPH e G6PDH
representam, superoxido dismutase, catalase, glutationa S-tranferase, glutationa
redutase, glutationa peroxidase, glutationa reduzida, glutationa oxidada, nicotinamida
adenina dinucleotidio fosfato (estado oxidado), nicotinamida adenina dinucleotidio
fosfato (estado reduzido), e glicose-6-fosfato desidrogenase, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Hermes-Lima, 2004.
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A producéo continua das EROs na célula € necessaria para regulagédo
de varios processos celulares, como por exemplo, crescimento e diferenciagcéo
celular, no entanto, o desequilibrio entre as espécies reativas e os sistemas
antioxidantes, com o predominio de agentes oxidantes, pode gerar também um
quadro conhecido como estresse oxidativo (SIES e CADENAS, 1985;
HAMANAKA e CHANDEL, 2010; DIKALOV, 2011; TOCCHETTI et al., 2011,
SENA e CHANDEL, 2012; FIGUEIRA et al, 2013; PFANNER,
WARSCHEIDWIEDEMANN, 2019). O dano produzido por essas biomoléculas
pode resultar numa disfuncdo do tecido acometido, gerando uma série de
condicdes patologicas ja relatadas na literatura, como céancer, disturbios
neurodegenerativos e envelhecimento precoce (LIN e BEAL, 2006; REUTER et
al., 2010; PFANNER, WARSCHEIDWIEDEMANN, 2019).

2.5 Transicdo de permeabilidade mitocondrial e associagdo com doencgas
cronicas

O caélcio (Ca?*) é um importante segundo mensageiro, capaz de regular
uma variedade de respostas celulares a curto e a longo prazo, como contragéo,
secregdo, expressao génica, sobrevivéncia e morte celular, por meio de um
sistema sofisticado que requer canais e fons e mudancgas no fluxo do Ca?*
através da membrana plasmatica e da membrana intracelular de organelas
(SANTO-DOMINGO e DEMAUREX, 2010; BERRIDGE, 2012). O estado
REDOX e a bioenergética mitocondrial podem ser determinados através de
varios sistemas, como também os niveis intracelulares de Ca?' podem
contribuir para que seja gerado um desbalanco REDOX, evento que pode ser
devido a ocorréncia da transi¢do de permeabilidade mitocondrial (TPM). A TPM
pode resultar na abertura de um poro na membrana mitocondrial interna,
conhecido como poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PTPM)
podendo resultar num comprometimento da funcionalidade das mitocdndrias,
inchamento substancial da organela, ruptura de membrana e extravasamento
de contelidos da matriz mitocondrial (KOWALTOWSKI, CASTILHOVERCESI,
2001; KOWALTOWSKI et al., 2009).

Os sinais das concentragdes intracelulares de Ca?* podem ser regulados
por duas organelas: a mitocdndria e o reticulo endoplasmatico (RE). O RE é

responsavel pelos estoques de célcio das células, ao passo que a mitocondria
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decodifica sinais para liberagdo desses ions de Ca?* (BERRIDGE, 2010;
SANTO-DOMINGO e DEMAUREX, 2010). O acumulo de célcio pode levar a
reducdo do potencial elétrico de membrana mitocondrial (AWm), com
consequentes danos a organela por meio da indu¢cdo do PTPM causando
liberacdo de citocromo c e fatores pré-apoptéticos no espago intermembranas
(HALESTRAP, 2009; HALESTRAP e PASDOIS, 2009).

O PTPM é um complexo multicanal de proteinas responsaveis por
manter o equilibrio da cadeia respiratéria. Alguns estudos conseguiram
identificar que as mitocéndrias possuem um sistema de proteinas de transporte
de Ca* para a organela: MCU (Uniporter de célcio mitocondrial) (DE STEFANI
et al., 2011; CHAUDHURI et al., 2013), MCUb (Uniporter de calcio mitocondrial
subunidade beta) (RAFFAELLO et al., 2013), MICU 1 e 2 (Uniporter de calcio
mitocondrial 1 e 2) (CSORDAS et al.,, 2013; PATRON et al., 2014), EMRE
(regulador de MCU) (SANCAK et al.,, 2013) e MCUR (Uniporter de calcio
mitocondrial regulatdrio) (MALLILANKARAMAN et al., 2015) (Figura 8).

Figura 8. Sistema uniporter de calcio mitocondrial
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As abreviaturas correspondem: MCU (Uniporter de calcio mitocondrial); MCUb
(Uniporter de célcio mitocondrial subunidade beta); MICU 1 e 2 (Uniporter de célcio
mitocondrial 1 e 2); EMRE (regulador de MCU); e MCUR (Uniporter de célcio
mitocondrial regulatorio)

Fonte: Adaptado de Bauer and Murphy, 2020
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Acredita-se que a captacdo de Ca?* é realizada através desse sistema
uniporter (UP) mitocondrial de calcio, o qual é regulado pelo Aym para a matriz
mitocondrial. O efluxo de Ca?* formado é devido a troca de Na* bombeado para
fora da matriz em troca dos protons bombeados pela cadeia respiratoria,
consumindo esse potencial de membrana (BROOKES et al., 2004; HAMILTON
et al.,, 2018; BAUER e MURPHY, 2020). Um outro mecanismo de entrada de
Ca?*ocorre através do poro de transicdo, que em sua abertura sobrecarrega a
mitocdndria podendo resultar muitas vezes em consequéncias patolégicas
(CROMPTON et al., 1999; HAMILTON et al., 2018; PAUPE e PRUDENT, 2018)
(Figura 9).

Figura 9 - Caminhos para captacédo de céalcio na mitocondria
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As siglas na figura significam: MCU (Uniporter de célcio mitocondrial ), PTP (poro de transi¢éo
de permeabilidade mitocondrial), Na*/Ca?* (trocador sodio/célcio) e Na*/H* (trocador
sédio/préton).

Fonte: Bauer and Murphy, 2020

Estudos vem demonstrando que uma sobrecarga celular de Ca?* esta
atrelada a danos mitocondriais importantes, associados ao desenvolvimento de
patologias. A literatura mostra que o sistema de regulacdo neuronal em taxas
alteradas de concentracdo de Ca?* tem levado ao aumento da producéo de

espécies reativas comprometendo, por exemplo, a funcdo de neurdnios e
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levando a quadros de apoptose associados ao desenvolvimento do Alzheimer
(BERRIDGE, 2010; SUPNET e BEZPROZVANNY, 2010; BAUER e MURPHY,
2020). Estudos destacam um dano pelo Ca2* na funcdo de células acinares e
ductais do pancreas, acarretando pancreatite aguda, ativacdo prematura de
enzimas digestivas e morte celular (PAUPE e PRUDENT, 2018) por necrose
(CRIDDLE, 2016; MALETH e HEGY!I, 2016) (Figura 10).

Figura 10 - Modelo hipotético para ilustrar a participacdo do célcio no

estresse oxidativo e processos de morte celular.
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As siglas na figura significam: ATP (adenosina trifosfato), Ca?* (Calcio), EROs
(espécies reativas de oxigénio), PTP (poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial), AW, (potencial elétrico de membrana mitocondrial).

Fonte: Adaptado de Criddle, 2016.

Um outro estudo também relacionou uma inducdo de sobrecargas de
Ca?* com disfuncéo tanto mitocondrial quanto no reticulo endoplasmético,
levando a um quadro de estresse oxidativo e diminuicdo da sensibilidade a
insulina em animais obesos (ARRUDA et al., 2014).

O ambiente gestacional durante os periodos considerados criticos para o
crescimento e desenvolvimento do organismo, vem sendo pontuado como um
potencial modulador podendo influenciar no desenvolvimento de doencas
cronicas em fases mais tardias da vida (GLUCKMAN e HANSON, 2004;
SHELDON et al.,, 2016; STANFORD et al., 2017). O fenétipo materno
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desempenha um papel essencial na salde da prole, devido uma interagédo
direta com a mae por meio da placenta (POWER e SCHULKIN, 2013). Essa
interacdo “méae-feto” possibilita alguns caminhos de intervencdo durante a
gestacdo, como o consumo de uma dieta balanceada, bem como a promocao
de atividade fisica (FALCAO-TEBAS et al., 2020). Um estudo demonstrou que
o atividade voluntaria materna melhora homeostase metabdlica e vias de
sinalizagdo em ratos jovens, podendo estar atrelado a melhora a bioenergética
da prole, minimizando a suscetibilidade ao surgimento e/ou progressao de
processos patolégicos (KASPER et al., 2021).

2.6 Atividade fisica voluntaria materna e seus efeitos a respostas
ambientais

Nas Ultimas décadas, a alta prevaléncia de doencas crbnicas nao-
transmissiveis como obesidade, diabetes, hipertenséo, dislipidemias, tem
levado a populagdo buscar habitos de vida saudavel, incluindo préaticas
regulares de atividade fisica (RUIZ et al., 2007; HALLAL, DUMITH et al, 2012).
A definicdo de atividade fisica se d4, por qualquer movimento realizado pelo
musculo esquelético que seja capaz de comandar um gasto energético acima
de valores basais (CASPERSEN, 1985; LEANDRO et al., 2009). O termo
exercicio fisico, por sua vez, é utilizado na referéncia de atividades realizadas
de forma sistematica, com controle de parametros como intensidade, e este
quando realizado de forma regular, onde objetivos precisam serem alcan¢ados,

denomina-se treinamento fisico (LEANDRO et al., 2009).

A atividade fisica voluntaria, descreve-se quando a locomogao nédo tem
relacdo com sobrevivéncia, ou que néo se faca uma relagdo com motivacéo por
fatores externos para sua execucdo (GARLAND et al., 2011). A atividade fisica
voluntaria pode ocorrer de diversas maneiras, que pode variar também nos
quesitos intensidade e duracédo que afeta diretamente no gasto energético, com
consequéncias fisiologicas (GARLAND et al., 2011).

[ A literatura vem trazendo ao longo dos anos evidéncias que o exercicio
induz adaptagbes em marcadores mitocondriais, aumentando sua capacidade

oxidativa e consequente melhor utilizagéo de substratos para producéo de ATP
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(CONSTABLE et al.,, 1987; QUILES et al.,, 2001; DAUSSIN et al., 2012).
Estudos experimentais chamam atencgdo para protocolos de treinamento em
animais, como, protocolos de resisténcia anaerdbia (KRISAN et al., 2004;
ZANCHI et al., 2010; ANTONIO-SANTOS et al., 2016), protocolos de
resisténcia aerobias em esteiras (LEANDRO, 2010; FIDALGO, et al. 2010;
FALCAO-TEBAS et al., 2012), treinamento isométricos (LAC e CAVALIE,
1999), exercicio em torre de escada (ROSA et al., 2011), considerados como

protocolos forgados.

Estudos com camundongos demonstraram que a atividade voluntaria em
rodas na prole causou aumento do contetdo, bem como fungdo mitocondrial
hepética, envolvendo enzimas chaves do metabolismo energético como j -
HAD e citrato sintase, prevenindo mecanismos que poderiam levar a esteatose
e doencas gordurosa hepatica ndo alcodlica (RECTOR et al., 2008; RECTOR
et al., 2011).

Assim, outros estudos passaram a desenvolver protocolos de atividade
fisica voluntaria (SANTANA MUNIZ, 2014) em modelos animais (Figura 11),
observando principalmente a atividade realizada pela mée e suas repercussées
na prole (ROSA et al., 2011; CARTER et al., 2012). Evidéncias demonstram
que filhotes na idade adulta, provenientes de maes que realizaram atividade
fisica voluntéaria durante as fases pré gestacional, gestacional e até o 14° dia da
fase de lactacdo, apresentaram boas respostas insulinicas no musculo
esquelético e tecido adiposo (CARTER et al., 2012), sinalizando que o estilo de
vida materno pode influenciar em parametros que envolvem metabolismo de

carboidratos e 4cidos graxo a longo prazo na prole.
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Figura 11. Modelo de atividade fisica voluntaria materna em rato Wistar

Fonte: SANTANA-MUNIZ, 2014

A pesquisadora SANTANA MUNIZ (2014) avaliou os efeitos da atividade
fisica na prole de ratas ao desmame e observou um aumento no comprimento
naso-anal da prole, bem como influéncia sobre a ingestdo alimentar. Outro
estudo demonstrou que a atividade fisica voluntaria materna pode estar
associada a reducao do risco a doencas hepéticas na prole, quando submetida
a dieta com alto teor de lipidios (SHELDON et al., 2016), bem como diminui¢éo
de riscos de desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis
(STANFORD et al., 2015).

Dessa forma, varios estudos ja comprovam seguranca da realizacédo da
atividade fisica materna, com beneficios tanto para mde como para a prole, a
curto e longo prazo (PERALES et al., 2016; STANFORD, 2018). Mecanismos
subjacentes parecem sustentar os efeitos benéficos da atividade fisica
materna, sendo capazes de induzir alteragcdes funcionais no cérebro,
melhorando fung¢des cognitivas na prole (FRAGOSO, et al., 2019).

Tem sido relatado que a atividade fisica materna tem relagdo com
aumento de angiogénese, neurogénese, processos de aprendizagem e
memoria na prole (PARNPIANSIL et al., 2003; AKHAVAN et al., 2012). Estudos
sugerem que o estresse induzido pelo exercicio voluntario € menor, levando a
efeitos melhores do exercicio materno sobre a prole, quando avaliados fatores
relacionados a aprendizagem em filhotes (M AKHAVAN et al., 2013), bem

como afetando a propenséo ao longo do curso da vida da prole para a pratica
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da atividade fisica (ECLARINAL et al., 2016), tais achados podem ter impactos

importantes no combate mundial contra o sedentarismo e doencas correlatas.

Embora alguns mecanismos néo estejam totalmente elucidados, esses
modelos abrem uma janela de estudos para entender melhor os mecanismos
que regulam componentes metabdlicos na prole exposta a um ambiente
nutricional com elevado teor de aglcares e gorduras, provenientes de méaes
que realizaram atividade fisica voluntaria materna em fases criticas do

desenvolvimento.
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3 HIPOTESE

A atividade fisica voluntaria materna favorece a bioenergética
mitocondrial, o balango oxidativo e o equilibrio do ciclo glicose-acido graxo da
prole durante o desenvolvimento. Essas adaptacdes atenuam os efeitos
adversos decorrentes de uma dieta ocidentalizada, ofertada desde o periodo

pés-desmame, sobre o metabolismo energético hepético de ratos jovens.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da atividade fisica voluntaria materna, durante periodos
criticos do desenvolvimento, sobre a bioenergética mitocondrial, balanco
oxidativo e metabolismo hepético de ratas e da sua prole (ratos machos aos 70
dias de vida) alimentada com uma dieta ocidentalizada ofertada desde o

periodo pds-desmame.

4.2 Objetivos Especificos
4.2.1 Avaliar nas maes:
- Nivel de atividade fisica diaria: distancia percorrida (km), tempo de atividade

(mim);
- Ganho de peso corporal;

- Peso do tecido hepatico e tecido adiposo (abdominal e visceral) no periodo

que os filhotes foram desmamados;

- Bioenergética mitocondrial (capacidade funcional da cadeia respiratéria e

inchamento mitocondrial);

- Biomarcadores de estresse oxidativo (niveis de malonealdeido-MDA e
carbonilas), atividade de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase-SOD,
catalase-CAT, glutationa peroxidase-GPx e glutationa-S-transferase-GST) e
avaliacdo do sistema antioxidante nao enzimatico (niveis de glutationa
reduzida-GSH, glutationa oxidada-GSSG e sulfidrilas- SH).

- Atividade de enzimas-chave de vias metabdlicas da glicose, de acidos graxos
e ciclo de Krebs: fosfofrutoquinase 1-PFK1, glicose-6-fosfato desidrogenase-
G6PDH, B-hidroxiacil-CoA desidrogenase-3-HAD, acido graxo sintetase-FAS e
citrato sintase-CS.

4.2.2 Na prole:
- Avaliar ganho de peso corporal durante a lactagdo e consumo alimentar pds-

desmame;
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- Avaliar peso do tecido hepatico e tecido adiposo (subcutédneo, abdominal e

visceral);

- Bioenergética mitocondrial (capacidade funcional da cadeia respiratéria,

inchamento mitocondrial e producao de espécies reativas);

- Biomarcadores de estresse oxidativo (niveis de malonealdeido-MDA e
carbonilas), atividade de enzimas antioxidantes (superdxido dismutase-SOD,
catalase-CAT, glutationa peroxidase-GPx e glutationa-S-transferase-GST) e
avaliagdo do sistema antioxidante n&do enzimatico (niveis de glutationa
reduzida-GSH, glutationa oxidada-GSSG e sulfidrilas- SH);

- Avaliar a atividade de enzimas-chave de vias metabdlicas da glicose, de
acidos graxos e ciclo de Krebs: fosfofrutoquinase 1-PFK1, glicose-6-fosfato
desidrogenase-G6PDH, B-hidroxiacil-CoA desidrogenase-B-HAD, acido graxo

sintetase-FAS e citrato sintase-CS.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizadas 24 ratas albinas da linhagem Wistar (peso corporal 220-
260g, idade entre 85-95 dias) provenientes da coldnia do Departamento de
Nutricdo da UFPE. Os animais foram mantidos em biotério de experimentacao,
em condi¢des padronizadas e livre acesso a agua e alimentacdo. O manejo e
os cuidados para com os animais seguiram as recomendacfes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica no uso de Animal (CEUA) do Centro de Biociéncias da
UFPE (n°23076.017125/2017-47-Anexo A).

5.2 Protocolo de atividade fisica voluntéria e dieta experimental

A gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV) é feita de acrilico com as
seguintes dimensdes: 27 cm de largura, 34 cm de altura e 61 cm de
comprimento (Figura 12A). Em uma das extremidades foi posicionado um
cicloergbmetro com 27 cm de diametro, composto por acrilico e raios em aco
inoxidavel (Figura 12B e C). Acoplado a gaiola e ao cicloergdmetro ha um
sistema de monitoramento por sensor (ciclocomputador Cataye, model CC-
VL810, Osaka, Japan) (Figura 12D-F). A atividade fisica das ratas foi avaliada
pela movimentacao do cicloergdmetro, sendo quantificado diariamente através
dos sensores que permite o registro das seguintes grandezas fisicas: Distancia
percorrida (km), tempo de atividade (mim) e estimativa do gasto calérico (kcal)
(Tabela 1).

Figura 12. Dimensdes da gaiola de atividade fisica voluntaria

B
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Figura 12. Dimensdes da gaiola de atividade fisica voluntaria (A); Gaiola de atividade fisica
voluntaria com cicloergdbmetro e comedouro (B), Cicloergbmetro (C), Esquema do
funcionamento do ciclocomputador com os sensores [Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan]
(D); Posicionamento de um sensor na por¢éo externa da GAFV, acoplado ao ciclocomputador
(E); Visao interna dos sensores, um aclopado ao cicloergdmetro e outro na GAFV (F).

As ratas nuliparas (60 dias de idade) (n=24) foram colocadas
individualmente nas GAFV por um periodo de 30 dias para adaptagdo e apds
esse periodo, as ratas foram classificadas em dois grupos de acordo com o
nivel de atividade fisica diério: Inativo (I, n=8), Ativo (A, n=8) e Muito Ativo (MA,
n=8) de acordo com os parametros e valores apresentados na tabela 1. As
ratas foram colocadas em gaiola padrdo de biotério feita de polipropileno
(33x40x17cm) para o acasalamento e apds a visualizacdo da presenca de
espermatozoides na cavidade vaginal (MARCONDES, BIANCHITANNO, 2002),
as ratas foram recolocadas individualmente nas GAFV para composi¢cdo dos
grupos experimentais. No dia do desmame, os filhotes receberam dieta
ocidentalizada baseada na Pesquisa de Or¢camento Familiar (IBGE, 2004) ou
dieta Labina (Presence, Purina®). A dieta ocidentalizada é composta por
20,18% de proteina, 31,99% de lipidios (30,36% de &cidos graxos saturados,
33,7% de monoinsaturados e 35% de acidos graxos poli-insaturados) e 47,82%
de carboidrato (Tabela 1), a dieta Labina considerada dieta controle é
composta por 28,3% de proteina, 10% de lipidios e 60,76% de carboidrato.
(CARVALHO et al., 2013; FERRO CAVALCANTE et al., 2013) até atingirem a

idade de realizagao do protocolo experimental (70 dias de vida).
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Figura 13: Modelo experimental

Manutengédo dos

21 dias Filhotes
Lactagao Oferta da dieta ocidentalizada
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™ Adaptagio (GAFV)  Gestagio T g .
% | sodias | -2tdies | @ |
Peso corporal: I
220-260g
Idade entre 85-95 dias (n=24) Ao 14° dia: Trava do Aos 70 dias:
cicloergdmetro Eutandsi

Tabela 1: Classificagdo dos grupos experimentais de acordo com a atividade fisica diaria
(distancia percorrida, gasto calérico e tempo de atividade) no cicloergdmetro.

Grupos Distancia percorrida Gasto Cal6rico Tem_po de
experimentais n (km.dia®) (kcal.dia®) at'.V'dad_e
(min.dia®)
Inativo 8 <1,0 < 10,0 < 20,0
Ativo 8 >1,0<5,0 >10,0<40,0 >20<120,0
Muito Ativo 8 >5,0 >40,0 >120,0

(MUNIZ, 2013)

Tabela 2: Composicéo da dieta de acordo com o total energético

Ingredientes Nutrientes
Dieta Dieta

ocidentalizada ocidentalizada/

/100g 100g
Amido de milho 11.8 Proteina 20.8
Farinha de trigo 12 Proteina Animal 16
Biscoito maisena 7.2 Proteina Vegetal 48
Farinha de soja 8.5 Lipidios 14.7
Chiclete 0.1 Carboidrato 51.7
Banha de porco 55 Fibras (Celulose) 0.3
Margarina  (65% de 35 Mix Mineral 25
lipidios)
Creme de leite (20% de 3.0 Mix Vitaminico 0.7
lipidios)
Caseina 20 Metionina 0.3
Sacarose 20 Bitartato de Colina 0.25
Oleo de soja 4.0 BHT 0.0014
Fibra (celulose) 0.3 Composicdo de acordo com o

total energético (%)

Mix Mineral 25 Proteina 20.18
Bitartato de colina 0.25 Lipidios 31.99
Metionina 0.3 Carboidrato 47.82
BHT 0.0014
Cloreto de Sédio 0.36
Total 100
Energia Total (kcal/g) 4.2

Nota: Adaptada de FERRO-CAVALCANTIet al., 2014. Fonte: Dieta ocidentalizada adaptada da Pesquisa de
Orcamento Familiar (POF) 2002/2003; *Calculos baseados na informagédo composi¢ao nutricional enviada pelo
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fornecedor do produto e da Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (TBCA). A composi¢ao centesimal foi

analisado no Laboratério de Andlise de Alimentos / UFPE.
5.3 Coleta do tecido hepatico para analises bioquimicas

Todos os animais foram eutanasiados através do uso da guilhotina e em
seguida, realizada dissecacao para a remog¢édo do tecido hepético, aos 70 dias

de vida.

5.4 Preparo do homogeneizado do tecido hepatico para utilizagdo nas
técnicas bioquimicas

O tecido hepatico foi homogeneizado em tamp&o de extracéo (Tris base
50 mM e EDTA 1 mM, pH 7,4; com adi¢do de ortovanadato de sodio 1 mM e
PMSF 2 mM). Apds a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a
11809, a 4° C, por 10 minutos e os sobrenadantes submetidos & quantificacéo

proteica.

5.5 Isolamento das mitocéndrias hepaticas

As mitocOndrias foram isoladas a partir do figado de ratos jovens,
utilizando a técnica de centrifugacédo diferencial, segundo SCHNEIDER e
HOGEBOOM (SCHNEIDER e HOGEBOOM, 1951). O figado, retirado apds a
morte do animal, foi lavado em solugéo de sacarose 250 mM contendo tampéao
10 mM de HEPES (pH 7,2) e 0,5 mM de EGTA, picado com tesoura e
homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi
centrifugado a 461 g, por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi
centrifugado a 4722 g por 10 minutos, sendo a fase lipidica superior retirada
com pipeta de Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso em 250 mM de sacarose, 5 mM de HEPES (pH 7,2) e 0,3 mM de
EGTA, e novamente centrifugado como na condicdo anterior. A fracédo
mitocondrial foi ressuspensa na mesma solugdo, porém isenta de EGTA, e

posteriormente submetida a dosagem proteica.

5.6 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de
BRADFORD (BRADFORD, 1976). O principio do método baseia-se na
determinacdo da concentracdo de ligagdes peptidicas através da medida da
absorbancia do complexo proteina-corante. Este complexo absorve luz em

comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia é considerada diretamente
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proporcional & concentracdo de proteina na solugcdo analisada, onde uma

solucéo de BSA (2mg/mL) foi utilizada como padréo.

5.7 Condigdes experimentais

Os experimentos com mitocondrias isoladas foram realizados a 28 °C
em meio de respiracdo o qual continha 120 mM de KCI, 4mM de Hepes, 5mM
de K2HPO4, 1mM de EGTA, BSA a 0,2%, com pH final de 7,2. Como substrato
respiratorio foi utilizada uma mistura de substratos para o complexo | da cadeia
respiratoria (2mM de malato, 1mM de piruvato, 1mM de a-cetoglutarato e 1mM
de glutamato). Os experimentos foram feitos na presenca e/ou auséncia de 0,5
mM de EGTA.

5.8 Medida do consumo de oxigénio mitocondrial

O consumo de oxigénio mitocondrial foi medido polarograficamente
utilizando-se um eletrodo do tipo OXIGY conectado a um oxigrafo (Hansatech
Instruments®), em uma camara de vidro fechada (1mL) e termostatizada
(280C), equipada com agitador magnético (ROBINSON; COOPER, 1970). Esse
tipo de eletrodo compreende um catodo de platina e um anodo de prata,
imersos numa solucao eletrolitica (geralmente KCI). A superficie do catodo é
revestida por uma fina membrana de teflon ou polietileno, que sao permeéaveis
ao oxigénio. Quando uma pequena voltagem é aplicada entre os eletrodos, a
platina torna-se negativa em relacdo a prata, tornando-se polarizada. O
oxigénio é entdo reduzido a peroxido de hidrogénio na superficie da platina,

funcionando como aceptor de elétrons, segundo as reagdes:
O2 + 2H20 + 2e- —» H202 + 2 OH-
H202 + 2e- — 2 OH-
Na superficie do anodo, a prata é oxidada gerando cloreto de prata,
segundo as reagdes:
4 Ag — Ag+ + 2e-
4 Ag+ + 4Cl- — 4 AgCl

A corrente gerada pela diferenca dos eletrodos € relacionada

estequiometricamente a concentracdo de Oz na superficie do cétodo. Os
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impulsos elétricos séo transmitidos ao oxigrafo, onde foi feita a leitura (Figura

14). Os resultados forma expressos em nmolOz/min/mg de proteina.

Figura 14. Medida do consumo de oxigénio

2
Mitocéndria W

= [0
Oxigafro (Hansatech Instrument) SN
= ;

T 4

7

Tempo (5)

Estados da respiragdo mitocondrial representada por: |: adicdo se substratos a cuba do
oxigrafo, II: adicdo de mitocondria para avaliagdo do estado basal; Ill: consumo de oxigénio
obtido pela adicdo de ADP exdgeno, permitindo sintese de ATP pela ATP sintase pelo
fornecimento de elétrons, representando o consumo maximo de oxigénio (Estado de
fosforilagdo méaxima); IV: estado de repouso, obtido pela adi¢do de oligomicina, inibidor de ATP
sintase, reduzindo o consumo de Oa.

5.9 Avaliacdo do inchamento e transicéo de permeabilidade mitocondrial
(TPM)

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. A
luz espalhada é uma funcao da diferenca entre o indice de refracdo da matriz e
do meio, e, qualquer processo que diminua esta diferenc¢a ira diminuir a luz
espalhada e aumentar a transmitancia (Figura 15) (NICHOLLS e AKERMAN,
1982). Assim, um aumento no volume da matriz mitocondrial, associado com a
entrada de solutos permeaveis, resulta numa aproximacgdo entre o indice de
refracdo da matriz e do meio de reagdo com a consequente diminuicdo da luz
espalhada. Esta propriedade das mitocéndrias fornece um método qualitativo
simples para se estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial
interna. As mitocondrias séo ideais a aplicacao desta técnica porque sua matriz
pode sofrer grandes variagées de volume, ja que a membrana interna sofre
desdobramento de suas pregas. O acompanhamento espectrofotométrico da
reducdo da absorbéncia a 520 nm (MACEDO et al, 1988) foi feito em um
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espectrofotdbmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA) utilizando mitocéndrias
isoladas (0,5 mg de proteina/mL). Essa técnica também pode ser utilizada para
avaliar o fenbmeno de TPM, o qual resulta em inchamento da organela. A
confirmacéo do aumento do volume mitocondrial em decorréncia da TPM foi
feita através do uso de inibidores do poro de transicdo de permeabilidade,

como ciclosporina A (CsA) e EGTA (quelante de célcio).

Figura 15: Inchamento mitocondrial.

ﬂ Luz Incidente (A 520 nm)

520 nm)

A.U. Absorbance (A

A seta indica o feixe de luz que reflete ao incidir sob mitocondrias
integras e que podem ser menos espalhadas em situagcdes de inchamento
mitocondrial, por exemplo. O gréafico representa a absorbancia a 520 nm em

fung&o do tempo.
Fonte: SILVA-FILHO, 2014.

5.10 Avaliacdo da producdo de espécies reativas

A geracdo de espécies reativas (oxigénio e nitrogénio) mitocondriais foi
monitorada espectrofluorimetricamente utilizando-se 0 probe
diclorodihidrofluoreceina (H2DCF-DA), da Sigma. O H2DCF-DA (5 uM), ndo é
especifico apenas para espécies reativas de oxigénio. A fluorescéncia foi

monitorada em um espectrofluorimetro (FLUOstar Omega - BMG Labtech,
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USA) usando comprimentos de onda de 488 nm para excitagédo e 525 nm para
emissdo (Figura 16) (LEBEL; ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992; GARCIA-
RUIZ et al., 1997). Os resultados foram expressos como unidades de
fluorescéncia (F.U.) de DCF.

5.11 Avaliagdo dos niveis de peroxidagdo lipidica pela metodologia da
substancia Reativa ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

Para a dosagem de TBARS foi utilizada a técnica colorimétrica de Buege
e Aust (BUEGE e AUST, 1978), sendo uma técnica muito utilizada para avaliar
a lipoperoxidacgéo, pois o 4cido tiobarbitarico reage com os produtos da LPO,
entre eles o malondialdeido e outros aldeidos. Adicionou-se a uma aliquota
(300 ug proteina) do homogeneizado ao acido tricloroacético (TCA) a 30%, o
material foi centrifugado a 1180g por 10 minutos, o sobrenadante retirado e
adicionado ao &cido tiobarbitirico a 0,73% que reage com o0s produtos da
lipoperoxidacdo formando um composto de coloracdo rosada. A mistura foi
incubada por 15 minutos a 100°C e em seguida resfriada, utilizada para a
leitura da absorbancia a 535nm em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12
Visible, USA), utilizando cubetas de quartzo. Os resultados foram expressos

em pumol/mg de proteina.

5.12 Medida dos niveis de oxidagao de proteinas (Carbonilas)

A avaliagdo da oxidacdo de proteinas dar-se através da reagdo com o
composto 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) descrito por Zanatta (ZANATTA et
al.,, 2013). As proteinas (80 pg proteina) foram precipitadas em TCA a 30%
seguido de centrifugagdo a 1180g por 15 minutos, 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 adicdo ao TCA 20% foram centrifugadas e passaram por uma
série de lavagens com tampado contendo acetato de etila e etanol, até o
precipitado ser ressuspenso em cloridrato de guanidina e levado ao
espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA) para leitura em um
comprimento de onda de 370nm (37°C). Os resultados foram expressos em

umol/mg de proteina.
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5.13 Avaliacdo da atividade enzimatica da Superdxido dismutase (SOD)

A determinacéo da atividade da SOD foi feita de acordo com Misra e
Fridovich (MISRA e FRIDOVICH, 1972). Homogenato de figado (80 pg de
proteina) foi incubado no tampéao carbonato de sédio (0,05 %, pH 10,2, 0,1 mM
de EDTA) em banho-maria a 37°C, antes da avaliacédo da atividade enzimatica.
A reagdo teve inicio pela adicdo de 20 uM de epinefrina (150 mM), em acido
acético (0.05%). A absorbancia foi lida a 480nm por 3 min em
espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram
expressos em U/mg de proteina. Uma unidade de SOD foi definida como a
guantidade de proteina requerida para inibir a auto-oxidacdo de lumol de

epinefrina por minuto.

5.14 Avaliagdo da atividade enzimatica da Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi monitorada de acordo com Aebi. O principio
do ensaio é baseado na determinac@o da constante k de decomposi¢do de
H202, que nas nossas condi¢cdes de temperatura e pH foi definido como 4,6 x
107. Assim, 0,3M de H20: foi adicionado a amostra (80ug de proteina), seguido
de adicdo do tampao fosfato 50mM, pH 7,0 a 20°C, a absorcao de decaimento
foi monitorizada por 4 min a 240nm, em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12
Visible, USA). 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 H202 em H20 por minuto (AEBI, 1984).

5.15 Avaliacdo da atividade enzimatica Glutationa Peroxidase (GPx)

As amostras foram previamente preparadas, adicionando-se uma
mistura de cianetos para inibir a atividade pseudo-peroxidase da hemoglobina,
transformando-a em cianometaemoglobina. A atividade da glutationa
peroxidase (GPx) foi monitorada pela diminuicdo de absorbancia do NADPH a
340 nm, em um meio contendo: amostra (80ug de proteina), tampédo fosfato
(50mM) e EDTA (5mM), NADPH (0,28mM), Azida sddica (3,75mM), GSH
(5mM) e Glutationa redutase (GR). A reagdo comegou com 2,2mM de H202. A
absorbancia foi registrada por um periodo de 3 minutos, a 37°C, em
espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). O
consumo de NADPH foi monitorado por aproximadamente 5 minutos, com 0s
resultados expressos em U/mg de proteina. Uma unidade de GPx foi definida
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como quantidade de proteina requerida para oxidar 1umol de NADPH por
minuto (PAGLIA, 1967).

5.16 Avaliagdo da atividade enzimatica da Glutationa-S-Transferase

A atividade da glutationa-S-transferase é diretamente proporcional a
taxa de formagédo 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, adicionou-se a amostra (80ug
de proteina) ao tampao fosfato (0.1M) e EDTA (1mM), amostra, GSH (1ImM) e
CDNB (1mM). A absorbancia (340mm) foi registrada por um periodo de
aproximadamente 3 min com controle da temperatura (30°C), em
espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). 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
1umol do composto DNP-SG por minuto (HABIG, PABSTJAKOBY, 1974).

5.17 Dosagens dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)

A quantificagéo dos niveis de GSH e GSSG foram realizadas segundo o
método de Hissin e Hilf (1976). Em tampao 0,1M fosfato contendo 5mM de
EDTA (pH 8.0) foi adicionado 100 ug do homogenato do figado e o fluorescente
ortoftaldeido (1uM), e entéo incubado 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-ethylmaleimide por 30 minutos, seguido da adicdo de tampao
NaOH a 0.1M. Em seguida, os mesmos passos de GSH foi executado para
determinar GSSG (HISSIN e HILF, 1976). Os resultados foram expressos em
uM/mg proteina.

5.18 Avaliacdo do conteudo total de Sulfidrilas-SH

O contetdo de sulfidrila foi determinado a partir da reagdo com o
composto DTNB (5,5'-dithiobis (2 nitrobenzoic acid) (ELLMAN, 1959). A
aliquota do homogenato (300 pg de proteina) foi incubada no escuro apés a
adicdo de DTNB 10mM e o volume final foi de 1 mL completado com tampao

de extracdo pH 7,4 e realizada a leitura com absorbancia (30°C) a 412nm em
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espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram

expressos em umol/mg de proteina.

5.19 Determinacdo da atividade da fosfofrutoquinase 1 (PFK1)

A fosfofrutoquinase 1 € a enzima que catalisa a fosforilagéo da frutose-6-
fosfato gerando frutose-1,6-bifosfato, a terceira reacdo da via glicolitica. A
atividade maxima da enzima foi determinada segundo método descrito por
Opie e Newsholme (1967) e Mansur (1963). O sistema de reacdo consistiu de
Tris-HCI 50 mM pH8.0, MgCl2 5 mM, EDTA 1.0 mM, mercaptoetanol 5 mM,
NADH+ 13 mM, ATP 20mM, AMP 10 mM, aldolase 5 mM, glicose-6-fosfato
desidrogenase 5 mM e triose-fosfato-isomerase 5mM, ao qual foi adicionada a
amostra (80ug de proteina) em um volume final de 0,25 mL. O ensaio teve
inicio pela adicdo do substrato (frutose-6-fosfato 1mM) e as determinacdes
enzimaticas foi realizadas a 25°C, por 10 min, a 340 nm em espectrofluorimetro
modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA) (OPIE e NEWSHOLME, 1967;
Mansur et al, 1963). Os resultados foram expressos como pmol/min/mg

proteina.

5.20 Determinacdo da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH)

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) catalisa a primeira reacéo
do shunt da hexose-monofosfato, a via das pentoses. A atividade maxima foi
avaliada pelo método descrito por BERGMEYER et al. (1974). O sistema de
reacdo enzimatico continha Tris-HCI 86 mM, MgClz 6,9 mM, NADPH + 0,4 mM,
glicose-6-fosfato 1,2 mM, Triton X-100 0.05 % (v/v), pH 7,6. Foi adicionado ao
sistema de reacdo, 80ug de proteina total e o ensaio iniciado pela adicdo do
substrato (glicose-6-fosfato). As determinag¢bes enziméticas foram realizadas a
25°C, por 4 min, a 340 nm em um volume final de 0,25mL, em
espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os

resultados foram expressos como pmol/min/mg proteina.

5.21 Determinagdo da atividade da B-hidroxyacil-CoA desidrogenase (B-
HAD)
A atividade da B-HAD foi determinada segundo Ito (ITO et al.,, 2010).

Essa enzima possui especificidade absoluta para o isdmero L do substrato com
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a hidroxiacila, converte a hidroxila em C-3 em uma cetona e gera NADH. Sua
atividade foi avaliada em espectrofluorimetro a um comprimento de onda de
340nm, volume final de 0,25mL. Preparou-se uma solu¢do de Imidazol a 50
mM, depois um mix de reacdo (Imidazol 50mM + EDTA 12mM + NADH
0,18mM). Incubou-se por um minuto o mix de Reagédo com 0,08 mg proteina de
cada amostra e adicionou-se Acetoacetil-CoA 0.1mM para iniciar a reacdo. A
leitura foi realizada a 340nm de absorbancia a 30°C durante 4 min, em
espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os

resultados foram expressos como pmol/min/mg prot.

5.22 Avaliagao da atividade da citrato sintase (CS)

A citrato sintase € uma enzima importante do ciclo de Krebs, pois
catalisa a entrada de carbono neste ciclo. A enzima catalisa a reacao:
oxaloacetato + acetil-CoA + H20 gerando citrato + CoA + H*. A atividade
méxima da enzima foi determinada segundo Alp, a partir da quantificacdo do
complexo formado entre a CoA liberada com o DTNB do meio (ALP,
NEWSHOLMEZAMMIT, 1976). O tampao de ensaio continha Tris-
aminometano 50 mM, EDTA 1 mM, DTNB 0,2 mM, acetil-CoA 0.1 mM,
oxaloacetato 0,5 mM, Triton X-100 0.05% (v/v), pH 8.1 e amostra (80ug de
proteina). A reacdo foi iniciada pela adicdo de oxaloacetato ao meio e a
atividade enzimatica foi avaliada a 25°C, por 10 min, a 412 nm em
espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Como
marcador de treinabilidade moderada também foi realizada a atividade da
citrato sintase no musculo séleo e no muasculo EDL. Os resultados foram

expressos como pumol/min/mg prot.

5.23 Anédlise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente através do software
GraphPad Prism 5® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Os
resultados foram expressos em média + DP. Inicialmente foi realizado o teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para dados paramétricos, para
comparagdo entre os grupos, foi utilizado o teste ANOVA Two-way, tendo como
fatores a dieta e 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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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacdo das maes
6.1.1 Classificagdo das mées

Para a classificagdo quanto ao nivel de atividade fisica diaria das mées
em sedentarias, ativas e muito ativas, foram observados do decimo quinto ao
trigésimo dia de adaptacéo, a distancia percorrida por dia (Figura 16), o tempo
de atividade fisica diaria (Figura 17) e a estimativa de gasto caldrico (Figura 18)
com base em MUNIZ e colaboradores (2013). As maes classificadas como
sedentarias foram as que percorreram < 1.0 (km.dia?) (Figura 16A), quanto ao
tempo de atividade fisica diaria praticaram < 20 (min.dial) (Figura 17A) e
tiveram gasto caldrico (kcal.dia®) < 10.0 (Figura 18A). As méaes classificadas
como ativas foram as que percorreram > 1.0 < 5.0 (km.dia) (Figura 16B),
quanto ao tempo de atividade fisica diaria praticaram > 20 < 120.0 (min.dia™)
(Figura 17B) e tiveram os gastos caldricos diario de > 10.0 < 40.0 (Figura 18B).
As mdes classificadas como muito ativas foram as que percorreram > 5.0
(km.dia!) (Figura 16C), quanto ao tempo de atividade fisica diaria praticaram
>120.0 (min.dia!) (Figura 17C) e tiveram gasto caldrico (kcal.dia?) > 40.0
(Figura 18C).
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Figura 16. Distancia percorrida
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Figura 18. Gasto caldrico diario.

Graficos representativos: Distancia diaria percorrida em km (Figura 16), tempo de
atividade fisica em minutos (Figura 17), e estimativa de gasto calérico (Figura 18)
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considerando Ultimos 15 dias de adaptagdo. Durante os periodos de adaptagdo os
grupos foram constituidos por ativos (n = 8), inativos (n = 8) e muito ativo (n = 8).

6.1.2 Ganho de peso corporal

Quando avaliado o peso corporal das mées, durante as fases de
adaptacédo, gestacao e lactacao, foi observada uma diminui¢cdo entre os grupos
de mées ativas e muito ativas (A vs MA: *p<0.05), sem diferenca entre os
demais grupos (I vs A: p=0.573; | vs MA: p=0.0648 n=8) (Figura 19A). Na fase
de gestacdo ndo foi vista diferenga significativa entre os grupos (I vs A:
p=0.828; | vs MA: p=0.400; A vs MA: p=0.343) (Figura 19B), o0 mesmo também
foi observado na fase de lactacdo (I vs A: p=0.657; | vs MA: p=0.343; A vs MA:
p=0.657) (Figura 19C).
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Figura 19. Ganho de peso corporal das maes durante o periodo de adaptagéo,
gestacdo e lactagdo. Durante os periodos de adaptagdo, gestacdo e lactagdo os
grupos foram constituidos por inativos (n=8), ativos (n = 8) e muito ativo (n = 8). Para
andlise foi usado o teste Mann-Whitney para avaliar as diferengas entre os grupos (p<
0.05).

6.1.3 Peso do tecido hepético e tecido adiposo (subcutéaneo e visceral) no
periodo que os filhotes foram desmamados

Na avaliacdo do peso do tecido hepatico das mées, foi observado um
aumento quando comparado 0s grupos de maes Inativas vs Ativas (I:
12.07+0.93 g vs A: 14.20+1.09 g, ***p<0.001), e uma diminuicdo na
comparagdo de méaes Ativas vs Muito ativas (A: 14.20£1.09 g vs MA:
12.67+1.02 g, *p<0.05) (Tabela 3).

O peso do tecido adiposo visceral apresentou uma diminuicdo quando
comparado os grupos de maes Inativas com os grupos de maes Ativas e Muito
Ativas (I: 3.77£0.59 g vs A: 3.15+0.51 g, *p<0.05; I: 3.77+0.59 g vs MA:
2.70+0.29 g, ***p<0.001) (Tabela 3).
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Em relacdo ao peso do tecido adiposo abdominal foi observada uma
diminuicdo quando comparado os grupos de mdes Inativas vs Ativas (I:
5.1940.66 g vs A: 3.82+0.77 g, ***p<0.001) e um aumento significativo na
comparagdo dos grupos de mées Ativas vs Muito Ativas (A: 3.82+0.77 g vs MA:
4.68+0.44 g, *p<0.05) (Tabela 3).

Figado Tecido adiposo Tecido adiposo
visceral abdominal
Inativa 12.07+0.93 3.77+0.59 5.19+0.66
Ativa 14.20+1.09*** 3.15+0.51* 3.82+0.77***
Muito Ativa 12.67+1.02* 2.70+0.29*** 4.68+0.44*

Tabela 3. Peso do tecido hepatico, tecido adiposo visceral e abdominal de ratas fémeas que
praticaram atividade fisica voluntaria durante periodos criticos do desenvolvimento. Os animais
gue compdes 0S grupos experimentais realizaram atividade fisica voluntaria, e o tecido foi
coletado no dia do desmame dos filhotes; n=7-8 animais por grupo. Todos os valores foram
expressos como média + SD. *p<0.05; **p<0,01; ***p<0.001 realizado com o teste ANOVA de

uma via seguido do teste de comparagao multipla TUKEY.

6.1.4 Avaliacao da capacidade funcional da cadeia respiratéria

Em relagdo a avaliagdo da respiragdo basal foi verificada uma
diminui¢&@o entre os grupos de maes Ativas e Muito Ativas (A: 3.159+0.72 nmol
O2min/mg de proteina vs MA: 2.192+0.46, *p<0.05) (Figura 20A). Na avaliacdo
do estado de fosforilacdo méxima (Estado 3) foi visto um aumento da
velocidade de respirac@o entre os grupos de mées Inativas e Ativas (I: 8.609
1+1.06 nmol Ozmin/mg de proteina vs A: 13.374£2.26, ***p<0.001) e diminuigdo
entres 0s grupos Ativa e Muito Ativa (A: 13.37£2.26 nmol Ozmin/mg de proteina
vs MA: 8.328+1.24, ***p<0.001) (Figura 20B). J& a velocidade de respiragdo
mitocondrial no estado de repouso, na presenca de oligomicina (Estado 4),
apresentou diminuicdo entre os grupos Ativa e Muito Ativa (A: 1.868 +0.49
nmol Oz2min/mg de proteina vs MA: 1.184+0.16, *p<0.05) (Figura 20C). A
velocidade de respiracdo no estado desacoplado, obtido pela adicdo do
protonoforo CCCP, apresentou aumento entre os grupos de mdaes Inativas e
Ativas (I: 7.138+0.93 nmol Oz2min/mg de proteina vs A: 11.91+1.96, ***p<0.001)
(Figura 20D) e uma diminuicdo entre os grupos Ativa e Muito Ativa (A:
11.91+1.96 nmol O2min/mg de proteina vs MA: 7.591+1.56, ***p<0.001) (Figura
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20D). O controle respiratorio, obtido pela razdo entre o estado 3 e o estado 4,
mostrou-se aumentado em funcéo da pratica da atividade fisica materna, como
observado na comparacao entre os grupos de mées Inativas e Ativas (I: 5.562
+1.23 vs A: 7.322+0.96, *p<0.05) (Figura 20E) e entre mées Inativas e Muito
Ativas (A: 5.562 +1.23 vs MA: 7.054+0.71, *p<0.05) (Figura 20E).
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Figura 20. Capacidade respiratéria mitocondrial. A) Consumo de Oz mitocondrial no estado
basal (estado 2), B) Estimulado com ADP (estado 3), C) Estimulado com Oligomicina (estado
4), D) Estado desacoplado com protonéforo carbonil cianeto p-(Trifluorometoxi) hidrazona
(CCCP) e a E) taxa de controle respiratério (RCR) em mitocdndrias hepéticas de ratas que
praticaram atividade fisica voluntaria durante periodos criticos do desenvolvimento. Os animais
que compdes 0s grupos experimentais realizaram atividade fisica voluntaria e o tecido hepatico
foi coletado no dia do desmame dos filhotes; n=8. Todos os valores foram expressos como
média + DP. *p<0,05; ***p<0,001 realizado com o teste ANOVA One way seguido do teste de
comparacgao multipla TUKEY.
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6.1.5 Avaliagdo do inchamento mitocondrial e da transicdo de
permeabilidade mitocondrial

A avaliagdo do inchamento mitocondrial na presenca do ion Ca?*
mostrou uma diminuicdo quando comparados os grupos de maes Inativas e
Muito Ativas (I: 1.26+0.17 AUC vs MA: 0.93+0.23; *p<0.05), sem diferenca

significativa na compara¢&o entre 0s outros grupos experimentais (Figura 21A).

No entanto, ndo houve diferenca significativa no inchamento entre os
grupos na presenca de EGTA, um quelante de Ca?" (I: 0.340+0.07 AUC; A:
0.4340.12; MA: 0.46+0.12) (Figura 21B), bem como na presenca de
Ciclosporina A, um inibidor classico do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (I: 0.31+0.11 AUC: A: 0.33+0.11; MA: 0.43+0.10) (Figura 21C).
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Figura 21. Inchamento mitocondrial. A) Inchamento mitocondrial na presenca de ion Ca2*
(10uM), B) EGTA (200 uM) um quelante de Ca?* e C) Ciclosporina A (CsA, 1 uM) , um inibidor
do poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial, em mitocéndrias hepéticas de ratas que
praticaram atividade fisica voluntaria durante periodos criticos do desenvolvimento. Os animais
gue compdes 0s grupos experimentais realizaram atividade fisica voluntaria, e o tecido
hepético foi coletado no dia do desmame dos filhotes; n=8 animais por grupo. Todos os valores
foram expressos como média + DP. *p<0.05; realizado com o teste ANOVA One Way seguido
do teste de comparagao multipla TUKEY.
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6.1.6 Avaliacdo de biomarcadores de estresse oxidativo

Na avaliacao de biomarcadores de estresse oxidativo, os niveis de MDA
(expressos em umol/mg de proteina) mostrou diminuicdo quando comparado
0s grupos de mées Inativas vs Ativas (I: 2.70+0.21 pmol/mg de proteina vs
A:1.36£0.19, ****p<0.0001), e na comparacao dos grupos de mées Inativas vs
Muito Ativas (I: 2.70+0.21 vs MA: 1.66+0.29, ****p<0.0001). Um aumentos dos
niveis de MDA foi visualizado entre os grupos de maes Ativas e Muito Ativas
(A:1.36+0.19 vs MA: 1.6620.29, *p<0.05) (Figura 22A).

A avaliagdo dos niveis de oxidagdo de proteinas (resultados expressos
em mmol/mg de proteina) mostrou uma diminuicdo quando comparado 0s
grupos de maes Inativas vs Ativas (I: 3.27+0.58 vs A:1.86+0.51 **p<0.01), o
gue também foi observado na comparacdo dos grupos de maes Inativas vs
Muito Ativas (I: 3.27£0.58 vs MA: 2.23+0.32 ****p<(0.0001) (Figura 22B).

Os niveis de sulfidrilas (SH) (resultados expressos em mmol/mg de
proteina) apresentaram-se aumentados quando comparado os grupos de méaes
Inativas e Ativas (I: 73.40+2.53 vs A: 84.34+1.75 ****p<0.0001) e apresentou
uma diminuigdo na comparacdo dos grupos de maes Inativas e Muito Ativas (I:
2.70+0.21 vs MA: 1.66+0.29 ****p<0.0001), bem como entre 0s grupos de maes
Ativas e Muito Ativas (A: 84.34+1.75 vs MA: 1.66+0.29 ****p<0.0001) (Figura
22C).
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Figura 22. Biomarcadores de estresse oxidativo. A) Niveis de malondealdeido-MDA; B)
Contetido de carbonilas e C) Sulfidrilas (-SH) no tecido hepatico de ratas que praticaram
atividade fisica voluntaria durante periodos criticos do desenvolvimento. Os animais que
compdes 0s grupos experimentais realizaram atividade fisica voluntaria e o tecido hepético foi
coletado no dia do desmame dos filhotes; n=7-8 animais por grupo. Todos os valores foram
expressos como média + DP. *p<0.05; **p<0,01; ****p<0.0001 realizado com o teste ANOVA
One Way seguido do teste de comparacao multipla TUKEY.

6.1.7 Avaliacdo do sistema de defesa antioxidante enzimético

Na avaliagdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico foi
observado um aumento na atividade da enzima superdxido dismutase-SOD
(resultados expressos em U/mg de proteina) de acordo com o aumento do
nivel de atividade fisica materna entre maes dos grupos Inativas e Ativas (I
0.48+0.07 vs A: 0.65+0.05, **p<0.01) e na comparagdo dos grupos Inativas vs
Muito Ativas (I: 0.48+0.07 vs MA: 1.02+0.09, ****p<0.0001), o0 mesmo se aplica
na comparagdo dos grupos de mées Ativa vs Muito Ativas (A: 0.65+0.05 vs MA:
1.02+0.09, ****p<0.0001 (Figura 23A).
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Na atividade da enzima catalase-CAT (resultados expressos em U/mg
de proteina) os efeitos foram semelhantes ao que foi visto na enzima SOD, ou
seja, a atividade da enzima apresentou aumento em fungcdo do nivel de
atividade fisica materna, como visto entre mées Inativas e Ativas (I: 2.58+0.59
vs A: 3.5910.61, *p<0.05) e na comparacgdo dos grupos Inativas e Muito Ativas
(I: 2.58+£0.59 vs MA: 4.91+0.59, ****p<0.0001), como também na comparacéo
dos grupos de maes Ativas e Muito Ativas (A: 3.59+0.61 vs MA: 4.91+0.59,
**p<0.01) (Figura 23B).

Na atividade da enzima Glutationa-S-transferase-GST (resultados
expressos em U/mg de proteina) observou-se aumento na atividade da enzima
apenas entre os grupos de maes Inativas e Ativas (I: 13.58+2.40 vs A:
16.83+1.341, *p<0.05), ja na comparacao dos grupos de méaes Ativas e Muito
Ativas (A: 16.83+1.341 vs MA: 10.83+4.34, **p<0.01), foi visualizada diminui¢éo

na atividade da enzima (Figura 23C).
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Figura 23. Sistema antioxidante enzimético. A) Atividade da superéxido dismutase (SOD), B)
Atividade da catalase (CAT), C) Atividade da Glutationa-S-transferase (GST) no tecido hepatico
de ratas que praticaram atividade fisica voluntaria durante periodos criticos do
desenvolvimento. Os animais que compdes 0s grupos experimentais realizaram atividade fisica
voluntaria, e o tecido foi coletado no dia do desmame dos filhotes; n=7-8. Todos os valores
foram expressos como média + DP. *p<0.05; **p<0,01; ****p<0.0001 realizado com o teste

ANOVA One Way seguido do teste de comparacéo miltipla TUKEY.

6.1.8 Avaliacdo do sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico
Avaliando os niveis de glutationa reduzida-GSH (resultados expressos
em uM/mg de proteina) observou-se aumento apenas entre 0s grupos de maes
Inativas e Ativas (I: 1713.31+136.52 vs A: 2204.4+104.91, ****p<0.0001), j& na
comparacgdo dos grupos de méaes Ativas e Muito Ativas (A: 2204.4+104.91 vs
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MA: 1760.29+95.74, ****p<0.0001) foi visualizada diminuicdo no conteddo de
GSH (Figura 24A).

Os niveis de glutationa oxidada-GSSG (resultados expressos em pM/mg
de proteina) apresentou seu conteddo aumentado apenas entre os grupos de
maes Inativas e Ativas (I: 35.45+1.36 vs A: 39.50+1.13, ****p<0.0001) e uma
diminuicdo na comparagdo dos grupos de mées Ativas e Muito Ativas (A:
39.50+1.13 vs MA: 35.72+1.48, ****p<0.0001) (Figura 24B).

A avaliacdo do estado REDOX, obtido pela razdo GSH/GSSG, foi maior
nos grupos de maes Inativas e Ativas (I: 48.29+2.87 vs A:
55.86+3.44,***p<0.001) e diminuido na comparagdo dos grupos de maes Ativas
e Muito Ativas (A: 55.86+3.44 vs MA: 49.37+3.77 **p<0.01) (Figura 24C).
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Figura 24. Sistema antioxidante ndo enzimatico. A) Niveis de glutationa reduzida (GSH), B)
niveis de glutationa oxidada (GSSG) e C) Estado REDOX no tecido hepético de ratas que
praticaram atividade fisica voluntaria durante periodos criticos do desenvolvimento. Os animais
gue compdes 0s grupos experimentais realizaram atividade fisica voluntéria, e o tecido foi
coletado no dia do desmame dos filhotes; n=7-8 animais por grupo. Todos os valores foram
expressos como média + DP. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0.0001 realizado com o teste

ANOVA One Way seguido do teste de comparacéo multipla TUKEY.

6.1.9 Avaliacdo da atividade de enzimas metabdlicas

A avaliacdo do metabolismo das maes foi realizado a partir da atividade
de enzimas chave do ciclo glicose-acido graxo no tecido hepatico. A enzima
Fosfofrutoquinase 1, importante para via glicolitica, mostrou aumento de sua
atividade nas mdes que realizaram atividade fisica voluntéria (I: 3.57+£0.71
nmol/min/mg de prot. vs A: 6.56+0.68, ****p<0.0001; I: 3.57+0.71 nmol/min/mg
de prot. vs MA: 10.366+0.66, ****p<0.0001). O aumento da atividade enzimatica
também foi observado entre maes ativas e muitos ativas (A: 6.56+0.68
nmol/min/mg de prot. vs MA: 10.37+0.66, ***p<0.001) (Figura 25A).

68



Na atividade da glicose 6-fosfato desidrogenase, um das enzima
regulatdrias da via das pentoses fosfato, o0 aumento foi observado nas mées
gue realizaram atividade fisica voluntaria quando comparadas as maes inativas
(I: 30.1944.19 nmol/min/mg de prot. vs A: 49.84+3.36, ****p<0.0001; I
30.19+4.19 nmol/min/mg de prot. vs MA: 70.63+2.81 , ****p<(0.0001). Além
disso, foi observado um aumento significativo no grupo de mées muito ativas
na comparagdo com maes ativas (A: 49.84+3.36 nmol/min/mg de prot. vs MA:
60.63+2.81, ***p<0.001) (Figura 25B).

Na avaliacdo do metabolismo lipidico, a atividade da B-Hidroxiacil CoA
desidrogenase, enzima chave da B-oxidacdo de &cidos graxos, ndo foi
observado aumento no grupo de maes inativas comparado com o grupo de
mées ativas (I: 0.039+0.008 nmol/min/mg de prot. vs A: 0.049+0.012, p=
0,4916). Porém, apresentou aumento significativo nas méaes muito ativas
quando comparadas ao grupo de maes inativas (I: 0.039+0008 nmol/min/mg de
prot. vs MA: 0.091+0.033, ****p<0.0001), bem como entre mais ativas e muito
ativas (A: 0.049+0.012 nmol/min/mg de prot. vs MA: 0.091+0.033,
****n<0.0001) (Figura 25C).

Em relagdo a atividade da acido graxo sintase (FAS), enzima
responsavel pela sintese de acidos graxos, observou-se aumento no grupo de
maes ativas e muito ativas quando comparado com o grupo de méaes inativas
(I: 0.065+£0.010 nmol/min/mg de prot. vs A: 0.041+0.008, ****p<0.0001; (I
0.065+0.010 nmol/min/mg de prot. vs MA: 0.031+0.004, ****p<0.0001). Em
comparagdo as maes ativas e maes muito ativas, foi também observado um
aumento significativo (A: 0.041+0.008 nmol/min/mg de prot. vs MA:
0.03140.004, ***p<0.001) (Figura 25D).

A atividade da enzima citrato sintase, que participa do Ciclo de Krebs,
apresentou aumento no grupo maes ativas e muito ativas, em comparacéo ao
grupo de maes inativas (I: 16.91+1.63 nmol/min/mg de prot. vs A: 20.08+2.41,
*p<0.05; I: 16.91+1.63 nmol/min/mg de prot. vs MA: 25.17+2.11, ****p<0.0001)
e entre 0s grupo mées ativas e muito ativas (A: 20.08+2.41 nmol/min/mg de
prot. vs MA: 25.17+2.11, ***p<0.001) (Figura 25E).
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Figura 25. Atividade de Enzimas metabdlicas no tecido hepatico. A) Atividade da
fosfofrutoquinase (PFK), B) Atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), C)
Atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (B-Had), D) Atividade da Acido graxo sintase
(FAS) e E) Atividade da citrato sintase no tecido hepético de ratas que praticaram atividade
fisica voluntéria durante periodos criticos do desenvolvimento. O tecido foi coletado no dia do
desmame dos filhotes; n=7-8 animais por grupo. Todos os valores foram expressos como
média + SD. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0.0001 realizado com o teste ANOVA One way

seguido do teste de comparagao multipla de TUKEY.
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6.2 Avaliacdo na prole

6.2.1 Avaliacdo do peso do animal e peso do tecido hepético da prole

A avaliagdo do peso do tecido hepatico mostrou aumento entre os
grupos dos animais que receberam dieta ocidentalizada (O) com seus
respectivos grupos controle (C) (IC: 13.466+0.915 g vs 10: 15.755+0.751 g,
**p<0.01; AC: 12.196+0.502 g vs AO: 16.179+1.218, **p<0.01; MAC:
13.71840.966 g vs MAO: 16.435+1.662, ***p<0.001; ) (Tabela 4).

Quando avaliado o peso do animal foi observado aumento quando
comparados 0s grupos de maes Inativas com 0s grupos de mées Ativas e
Muito Ativas que receberam dieta ocidentalizada (10: 276.286+11.889 g vs AO:
321.125+7.913 g, ****p<0.0001; 10: 276.286+11.889g vs MAO: 328.125+16.736
g, ****p<0.0001). Na comparacao entre grupos, observamos um aumento da
média do peso do grupos de maes Muito Ativas que receberam dieta
ocidentalizada, quando comparada com o grupo que recebeu dieta controle
(MAC: 278.000+11.034 g vs MAO: 328.125+16.736 g, ***p<0.0001).

Peso do tecido hepatico Peso do animal

Controle Ocidentalizada Controle Ocidentalizada

Inativa  13.466+0.915  15.755+0.751%  261.429+10.953 276.286+11.889 P

Ativa 12.196+0.502  16.179+1.218 2 284.625+7.272 321.125+7.913"

Muito 13.718+0.966  16.435+1.6622 278.000+11.034  328.125+16.736 2°
Ativa

Tabela 4. Avaliagao do peso do tecido hepatico e peso corporal dos filhotes. Avaliagdo na
prole de ratas que praticaram atividade fisica voluntaria durante periodos criticos do
desenvolvimento. O tecido hepatico foi coletado aos 70 dias de vida dos filhotes; n=7-8 animais
por grupo. Todos os valores foram expressos como média + DP. *p<0.05; realizado com o teste
ANOVA two way seguido do teste de comparagdo mdultipla de TUKEY. a: comparacdo com o
grupo controle no mesmo nivel de atividade fisica materna; b: compara¢do com o grupo de

mesma dieta e diferente nivel de atividade fisica materna.

6.2.2 Peso do tecido adiposo (subcutaneo, abdominal e visceral)
Em relacdo ao peso do tecido adiposo subcutaneo néo foi visualizada
diferenca significativa na comparacdo entre 0S grupos experimentais

independente do nivel de atividade fisica materna e dieta ofertada.
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Quando avaliado o peso do tecido adiposo abdominal foi observado
aumento quando comparados os grupos de maes Inativas e Ativas que
receberam dieta ocidentalizada (10: 4.836+0.393 g vs AO: 6.572+0.864 g,
**p<0.001).

Em relagdo ao peso do tecido adiposo visceral foi observado aumento
quando comparada a prole dos grupos de mées Ativas que receberam dieta
ocidentalizada (AO: 3.627+0.631 g vs MAO: 4.614+0.378 g, **p<0.01). E na
avaliacdo entre grupos, observamos aumento entre o grupo de MAC e MAO
(MAC: 3.723+0.428 g vs MAO: 4.614+0.378, **p<0.01) (Tabela 5).

Subcutineo Abdominal Visceral

Controle Ocidentalizada Controle Ocidentalizada  Contrele Ocidentalizada
Inativa 5.09930.831 6.123#0.851 5.11020.576 4.83620.383%  3.60420.612  4.05620.434
Ativa 5.576+1.104 5.72020.386 4,388=20.570 6.57220.864° 203320484 3.62720.631"
Muito
Ativa

6.31320.683 6.78020.880 5.28820.525 5.69640.806 372320428 4.614%0373%°

Tabela 5. Avaliagdo do peso dos tecido adiposo subcutaneo, abdominal e visceral.
Avaliagdo na prole de ratas que praticaram atividade fisica voluntéria durante periodos criticos
do desenvolvimento. O tecido hepatico foi coletado aos 70dias de vida dos filhotes; n=7-8
animais por grupo. Todos os valores foram expressos como média + DP. *p<0.05; **p<0.01;
realizado com o teste ANOVA de two way seguido do teste de comparacdo multipla de TUKEY.
a: comparagdo com o0 grupo controle no mesmo nivel de atividade fisica materna; b:
comparagéo com o grupo de mesma dieta e diferente nivel de atividade fisica.

6.2.3 Avaliacdo do consumo alimentar da prole

Consumo Controle Consumo Ocidentalizada
40+
-+ Inativa
= 30 -& Ativa
% = Muito Ativa
(=]
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Figura 26. Consumo de dieta na prole ap6s o desmame. Tracado representativo com
valores que expressam a quantidade de dieta ingerida pelos filhotes provenientes de maes
que realizaram o protocolo de atividade fisica voluntaria materna.

72



Semana 7 (g)
195.42+3.05
240.58+5.67
129.42+2.7424
215.83+0.79
154.88+5.99=

Semana 6 (g)

206.2+2.35
234.67+3.74
130.33+.0874
206.79+4.82
138.29+3.24=

Semana 5 (g)
205.13+2.63
209.33+2.67
138.08+1.49=
198.92+5.50
137.50+2.252

Semana 4 (g)

180.29+2.29
196.08+2.17
121.00£1.2124
181.63+5.43
129.42+1.962

Semana 3 (g)
153.58+2.45
106.17+3.01=
151.00+4.53
104.63+2.44=

76.00£1.202bc 99.88+1.312bc 110.25+1.972bc 128.71+1.522bc 117.46+1.4028c 118.50+2.332bc
168.83+2.2

Semana 2 (g)
117.54+2.02
123.75+1.50
88.33+£1.21=
117.46+3.50
80.17+1.312

Semana 1 (g)
74.25+1.69
57.71+0.90=
76.67+0.55
62.08+0.82=
74.17+2.00
60.58+0.90=

Ocidentalizada
Ocidentalizada
Ocidentalizada

Controle
Controle
Controle

Inativa
Ativa
Muito Ativa

Tabela 6. Consumo de dieta da prole em gramas por semana. Considera-se, a: diferenca
entre os grupos que receberam dieta ocidentalizada com seus respectivos grupos de dieta
controle, dentro do mesmo nivel de atividade fisica materna; b: diferenga entre os grupos de
mées inativas e ativas que receberam dieta ocidentalizada; c: diferenca entre os grupos de
maées inativas e muito ativas que receberam dieta ocidentalizada; d: diferenca entre os grupos
de mées ativas e muito ativas que receberam dieta ocidentalizada. Todos os valores foram
expressos como média + DP, apo6s realizacdo do teste ANOVA two-way seguido do teste de
comparacao mdultipla de TUKEY. Nota: O célculo foi feito a partir da soma da dieta consumida
por semana pela prole, a partir dos 21 dias de vida.
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Tabela 7: Consumo de dieta em gramas e Kcal respectiva por macronutriente. Nota: O

célculo foi feito a partir da soma da dieta consumida por semana pela prole, considerando

assim, a partir do dia do desmame. A distribuicdo de macronutrientes levou-se em

5.2 Protocolo de atividade fisica

6pico:

das deitas descritas no té

840 a composicéo

considerac

voluntéria e dieta experimental. (Abreviaturas: Ptna: Proteina; Lip: Lipidios; CHO: Carboidrato).
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6.2.4 Avaliacdo da capacidade funcional da cadeia respiratéria

Os resultados do consumo de oxigénio em mitocéndrias isoladas de
figado mostraram aumento na respiracdo basal (estado 2) entre os grupos
MAC e MAO (MAC: 0,963 = 0,17 nmolO2/min/mg prot vs MAO: 2,45 + 0,39,
*p<0,05), sem diferenca significativa entre os demais grupos experimentais
(Figura 27A). A capacidade de fosforilagcdo mitocondrial (Estado 3) (Figura
26B), a velocidade de respiracédo no estado de repouso (estado 4) (Figura 26C)
e no estado desacoplado, (Figura 27D) nao apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. O controle respiratério (obtido pela razéo estado
3/estado 4) de mitocdndrias hepaticas da prole também ndo mostrou diferenca

significativa entre os grupos (Figura 27E).
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Figura 27. Capacidade respiratoria mitocondrial. A) O consumo de Oz mitocondrial no
estado basal (estado 2), B) estimulado com ADP (estado 3), C) estado de repouso (estado 4),
D) desacoplado com CCCP e a E) taxa de controle respiratério (RCR) foram determinados em
mitocdndrias hepéticas de ratos machos com 70 dias de vida nascidos de maes que praticaram
atividade fisica durante periodos criticos do desenvolvimento. n=7-8 animais por grupo. Os
animais que compdem o grupo da dieta ocidentalizada receberam a dieta desde o desmame
até os 70 dias de vida. Todos os valores foram expressos como média + DP, *p<0,05; realizado
com o teste ANOVA two way seguido do teste de comparagéo mdltipla de TUKEY.

6.2.5 Avaliagdo do inchamento mitocondrial e da transicdo de
permeabilidade mitocondrial

Nossos experimentos mostraram inchamento (diminuicdo da
absorbancia) na presenca do ion Ca?* (10 uM) quando comparados 0s grupos
ICelO (IC: 1,05 + 0,44 AUC vs |0: 2,74 + 0,62, ****p<0,0001). A diminuicdo do
inchamento mitocondrial foi observada entre os grupos 10 e AO e IO e MAO
(10: 2,74 £ 0,62 AUC vs AO: 1,39 + 0,16, ****p<0,0001; 10: 1,05 + 0,44 AUC vs
MAO: 1,91 + 0,037, ***p<0,001). O aumento do inchamento mitocondrial foi
observado entre os grupos AO e MAO (AO: 1,39 + 0,16 AUC vs MAO: 1,91 +
0,37, *p<0,05) (Figura 28A).

Na presenca do EGTA (200uM), um quelante de ion Ca?*, foi observada
diminui¢cdo do inchamento mitocondrial entre os grupos 10 com AO e MAO (IO:
0,50 + 0,11 AUC vs AO: 0,29 + 0,07, ***p<0,001; 10: 0,50 + 0,11 AUC vs AO:
0,25 + 0,01, **p<0,01) (Figura 28B).

Na presenca da ciclosporina A (CsA 1uM), um inibidor classico do poro
de transicao da permeabilidade mitocondrial, foi observado aumento entre IC e
10 (IC: 0,39 + 0,07 AUC vs 10: 0,55 + 0,05, **p<0,01) e entre AC e AO (AC:
0,44 = 0,06 AUC vs AO: 0,59 + 0,09,**p<0,01). A diminuigdo do inchamento
mitocondrial foi verificada quando comparados 10 e MAO (10: 0,55 + 0,05 AUC
vs MAO: 0,20 + 0,02, ****p<0,0001) e AO e MAO (AO: 0,59 + 0,09 AUC vs
MAO: 0,20 + 0,02,****p<0,0001) (Figura 28C).
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Figura 28 Inchamento mitocondrial. A) Inchamento mitocondrial na presenga de ion Ca2*
(10uM), B) EGTA (200 pM) um quelante de Ca?* e C) Ciclosporina A (CsA, 1 uM), um inibidor
do poro de transi¢cdo da permeabilidade mitocondrial, no figado mitocondrias de ratos machos
aos 70 dias de idade nascidos de médes que praticaram atividade fisica durante periodos
criticos do desenvolvimento. n=7-11 animais por grupo. Os animais do grupo da dieta
ocidentalizada receberam a dieta desde o desmame até os 70 dias de vida. Todos os valores
foram expressos como média + DP. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 realizado com

o teste ANOVA two way seguido do teste de comparagéo multipla de TUKEY.
6.2.6 Avaliacdo da producédo de espécies reativas

A producdo de espécies reativas mitocondriais apresentou aumento
quando comparados os grupos IC e 10 (IC: 22,55 + 2,02 U.F vs 10: 29,91+3,10,
****n<0,0001) e diminuicdo quando comparados 10 com AO e MAO (IO:
29,91+3,10 U.F vs AO: 13,75%£2,11, ****p<0,0001 e 10: 29,91 * 3,10 U.F vs
MAO: 21,60 + 2,19, ****p<0,0001). No entanto, quando comparado AO com
MAO (AO: 14,69 + 2,65 U.F vs MAO: 21,60 + 2,19, ***p<0,001) e MAC com
MAO (MAC: 16,09 + 2,39 U.F vs MAO: 21,60+2,19, **p<0,01) foi observado
aumento na producédo de espécies reativas (Figura 29A).
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Na presenca de EGTA nédo foi observada diferenca entre os grupos,
indicando a participacéo do fon Ca?* na produgdo de espécies reativas (Figura
29B).
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Figura 29. Producéo de espécies reativas (ER). A) Produgédo de ER mitocondriais na presenga
de fon Ca?* (10 uM) e B) EGTA (200 puM), quelante de Ca?*, em mitocdndrias hepaticas de
ratos machos aos 70 dias de vida nascidos de mées que realizaram atividade fisica durante
periodos criticos do desenvolvimento. n= 5-7 animais por grupo. Os animais do grupo de dieta
ocidentalizada receberam a dieta desde o desmame até os 70 dias de vida. Todos os valores
foram expressos como médiatDP. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 realizado com o teste
ANOVA two way seguido do teste de comparacédo multipla de TUKEY.

6.2.7 Avaliacdo de biomarcadores de estresse oxidativo

Em relacdo a avaliagcao da peroxidacgéo lipidica, os resultados mostraram
que os filhotes alimentados com dieta ocidentalizada cujas mées praticaram
AFVM apresentaram queda significativa nos niveis de MDA, como pode ser
observado entre os grupos |10 e AO (I0: 23,17 = 1,69 uM / mg prot. vs 13,97
2,67, **p<0,01) e 10 e MAO (IO: 23,17 + 1,69 uyM / mg prot. vs MAO: 13,45 +
1,31,**p<0,01) (Figura 30A).

A avaliagdo da oxidagdo de proteinas ndo mostrou diferenca significativa
nos grupos independentemente da dieta e da atividade fisica materna (Figura
30B).

Na avaliacdo do conteudo de sulfidrilas foi observado aumento quando
comparados os grupos IO e MAO (I0O: 0,025 £ 0,002 uM / mg prot. vs MAO:
0,132 + 0,014,***p<0,001) (Figura 30C).
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Figura 30. Biomarcadores de estresse oxidativo. A) Niveis de malondealdeido-MDA, B)
Conteldo de carbonilas e C) Sulfidrilas (-SH) no tecido hepatico de ratos machos com 70 dias
de vida nascidos de mdes que praticaram atividade fisica durante periodos criticos do
desenvolvimento. n = 7-8 animais por grupo. Os animais do grupo de dieta ocidentalizada
receberam a dieta desde o desmame até os 70 dias de vida. Todos os valores foram expressos
como média + DP. **p<0,01; ***p<0,001 realizado com o teste ANOVA two way seguido do

teste de comparagdo mdltipla de TUKEY.

6.2.8 Avaliacdo do sistema de defesa antioxidante enziméatico

Avaliando o sistema antioxidante enzimatico, a atividade superoxido
dismutase (SOD) ndo apresentou diferenga entre os grupos (Figura 31A). No
entanto, a atividade da CAT mostrou-se aumentada quando comparados 0s
grupos 10 e MAO (IO: 2,49 + 0,22 U/mg prot. vs MAO: 3,17 + 0,47, *p<0,05)
(Figura 31B). Em relacédo a atividade da GST, verificamos aumento quando
comparados os grupos IO e AO (I0: 7,35 + 0,73 U/mg prot. vs AO: 14,49 +

1,97, *p<0,05) (Figura 31C).
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Figura 31. Sistemas antioxidantes enzimaticos. A) Atividade da superodxido dismutase
(SOD), B) Atividade da catalase (CAT), C) Atividade da glutationa-S-transferase (GST) em
tecido hepético de ratos machos aos 70 dias de vida nascidos de mées que realizaram
atividade fisica durante periodos criticos do desenvolvimento. n = 7-9 animais por grupo. Os
animais do grupo da dieta ocidentalizada receberam a dieta desde o desmame até os 70 dias
de vida. Todos os valores foram expressos como média + DP. *p<0,05; realizado com o teste
ANOVA two way seguido do teste de comparacdo multipla de TUKEY.

6.2.9 Avaliacéo do sistema de defesa antioxidante néo enzimético

Em relagdo aos niveis glutationa reduzida (GSH) ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos que receberam dieta ocidentalizada
cujas maes praticaram AFVM. No entanto, observou-se que os grupos AO e
MAO apresentaram diminuicdo em seus niveis quando comparados aos seus
respectivos controles (AC: 1986,44 + 180,50 ymol/mg prot. vs AO: 1141,86 +
187,53, ***p<0,0001; MAC: 2692,29 + 294,77 pmol/mg prot. vs MAO: 1291,24 +
616,16,***p<0,0001) (Figura 32A).

Os niveis de glutationa oxidada (GSSG) mostraram diminui¢do entre IC
e |0 (IC: 78,41 + 4,52 ymol/mg prot. vs 10: 65,32+3,76, **p<0,01) e entre AC e
AO (AC : 73,09 + 7,87 ymol/ mg prot. vs AO: 59,12 + 10,11, **p<0,01). Foi

possivel observar niveis aumentados de GSSG quando comparados 0s grupos
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10 e MAO (10: 65,32+3,76 ymol/mg prot. vs MAO: 78,84 * 9,83, ****p<0,0001),
bem como AO e grupos MAO (AO: 59,12+10,10 umol/ mg prot. vs MAO: 78,84
+ 9,83, ****p<0,0001) (Figura 32B).

Avaliando o estado REDOX celular, ndo foi observada diferenca entre os
grupos que receberam dieta ocidentalizada cujas maes praticavam AFVM
(Figura 32C). Uma diminuicéo significativa foi observada quando comparados
0s grupos AC e AO (AC: 27,51 + 4,07 ymol/mg prot. vs AO: 19,40 + 1,28,
**p<0,01) e os grupos MAC e MAO (MAC: 32,25 * 3,87 umol/mg prot. vs MAO:
16; 679 + 8,376, ****p<0,0001).
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Figura 32. Sistemas antioxidantes ndo enziméticos. A) Niveis reduzidos de glutationa
(GSH) B) Niveis de glutationa oxidada (GSSG) e C) Estado REDOX no tecido hepatico de ratos
machos aos 70 dias de vida nascidos de mées que realizaram atividade fisica durante periodos
criticos do desenvolvimento. n=8-9 animais por grupo. Os animais do grupo da dieta
ocidentalizada receberam a dieta desde o desmame até os 70 dias de vida. Todos os valores
foram expressos como média + DP. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001; realizado com o teste

ANOVA two way seguido do teste de comparagdo multipla de TUKEY.
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6.2.10 Avaliacéo de enzimas metabdlicas da prole

A avaliacdo do metabolismo foi realizado a partir da atividade de
enzimas chave do ciclo glicose-acido graxo no tecido hepético da prole de
maées que realizaram atividade fisica voluntaria durante periodos criticos do
desenvolvimento. A Fosfofrutoquinase 1, importante enzima da via glicolitica,
mostrou aumento na sua atividade nos animais que receberam dieta
ocidentalizada, cujas mées realizaram atividade fisica voluntéaria (10: 2.69+1.24
nmol/min/mg de prot. vs AO: 4.27+0.334, ***p<0.0001; 10: 2.69+1.24
nmol/min/mg de prot. vs MAO: 13.937+1.695, ****p<0.0001). Esse aumento
também foi observado entre os grupos que receberam dieta ocidentalizada
provenientes de maes ativas e muitos ativas (AO: 4.27+0.334 nmol/min/mg de
prot. vs MAO: 13.937+1.695, ****p<0.0001) e entre os grupos MAC e MAO
(MAC: 10.61£1.69 nmol/min/mg de prot. vs MAO: 13.937+1.695, ****p<0.0001)
(Figura 33A).

Na atividade da glicose 6-fosfato desidrogenase, enzima importante da
via das pentoses fosfato, aumento significativo foi observado na prole que
recebeu dieta ocidentalizada provenientes de maes inativa com seu respectivo
grupo controle (IC: 30,19%+4.19 nmol/min/mg de prot. vs 10: 42.86+2.64,
*np<0.05). No grupo de maes inativas que recebeu dieta ocidentalizada também
foi observado aumento quando comparado com os grupos de maes ativas e
muito ativas que receberam a mesma dieta (10: 42.86+2.64 nmol/min/mg de
prot. vs AO: 60.97+2.19, **p<0.01; 10: 42.86+2.64 nmol/min/mg de prot. vs
MAOQO: 77.29+3.63, *p<0.05). Também houve aumento na atividade da G6PDH
entre 0s animais que receberam dieta ocidentalizada, provenientes de maes
ativas e muito ativas (AO: 60.97+2.19 19 nmol/min/mg de prot. vs MAO:
77.29+3.63, **p<0.01) (Figura 33B).

Em relagdo ao metabolismo lipidico, a atividade da B-Hidroxiacil CoA
desidrogenase, enzima chave da B-oxidacdo de acidos graxos, apresentou
aumento nos grupos da prole que receberam dieta ocidentalizada provenientes
de mées inativas comparado com o grupo de mdaes muito ativas (lO:
0.014+0.006 nmol/min/mg de prot. vs MAO: 0.208+0.049, ****p<0.0001), bem

como entre o grupo de maes ativas com o de méaes muito ativas (AO:
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0.033+0.007 nmol/min/mg de prot. vs MAO: 0.208+0.049, ****p<0.0001). Os
animais de mades muito ativa que receberam dieta ocidentalizada, também
mostraram aumento da atividade da enzima quando comparado com 0 grupo
muito ativo controle (MAC: 0.105%+0.018 nmol/min/mg de prot. vs MAO:
0.208+0.049, ****p<0.0001) (Figura 33C).

A atividade da é&cido graxo sintase (FAS), enzima responsavel pela
sintese de acidos graxos, apresentou-se aumentada no grupo de méaes inativa
que recebeu dieta ocidentalizada quando comparado com o grupo proveniente
de mées inativas que recebeu dieta controle (IC: 0.069+0.021 nmol/min/mg de
prot. vs 10: 0.125+0.014, ****p<0.0001), bem como na prole de mées ativa
controle e ativa que recebeu dieta ocidentalizada (AC: 0.042+0.008
nmol/min/mg de prot. vs AO: 0.068+0.018, **p<0.01). Os animais que
receberam dieta ocidentalizada, mas que as mées realizaram atividade fisica
voluntaria apresentaram diminuicdo na atividade da FAS (10: 0.125+0.014
nmol/min/mg de prot. vs AO: 0.068+0.018, ****p<0.0001; 10: 0.125+0.014
nmol/min/mg de prot. vs MAO: 0.022+0.006, ****p<0.0001). Também foi
observada diminuicdo da atividade da FAS entre os grupos que receberam
dieta ocidentalizada provenientes de méaes ativas e muitos ativas (AO:
0.068+0.018 nmol/min/mg de prot. vs MAO: 0.022+0.006, ****p<0.0001) (Figura
33D).

Em relag@o a atividade da citrato sintase, enzima que participa do Ciclo
de Krebs, foi observado um aumento quando comparado a prole de maes
inativas com a de maes muito ativas que receberam dieta ocidentalizada (10:
16,94+1.77 nmol/min/mg de prot. vs MAO: 33.64+2.51, ***p<0.001) e entre 0s
grupos muito ativo controle e muito ativo obesogénico (MAC: 24.67+2.33
nmol/min/mg de prot. vs MAO: 33.64+2.51, *p<0.05) (Figura 33E).
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Figura 33. Enzimas metabdlicas no tecido hepatico da prole. A) Atividade

da

fosfofrutoquinase (PFK), B) Atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), C)
Atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (B-Had), D) Atividade da Acido graxo sintase

(FAS), E) Atividade da citrato sintase no tecido hepético da prole de ratas que praticaram

atividade fisica voluntéria durante periodos criticos do desenvolvimento. O tecido foi coletado

aos 70 dias de vida dos filhotes; n=7-8 animais por grupo. Todos os valores foram expressos
como média + DP. *p<0.05; **p<0,01; ***p<0.001; ****p<0.0001; realizado com o teste ANOVA

two way seguido do teste de comparagdo mdltipla de TUKEY.
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7. DISCUSSAO

7.1. Efeitos nas mées

A busca por estratégias para minimizar o risco de doencas metabdlicas
tem se tornado cada vez mais frequente na ciéncia. Além da avaliagdo dos
efeitos da atividade fisica materna na prole de ratos machos submetidos a uma
dieta ocidentalizada ap6s o desmame, nosso estudo também buscou avaliar
nessas ratas os efeitos da atividade fisica voluntaria, visto que ha uma
escassez de estudos com esse objetivo, pois o foco da maioria dos artigos
cientificos sdo direcionados aos efeitos na prole. Dessa forma, avaliamos
nessas fémeas alguns parametros de bioenergética mitocondrial, balango
oxidativo e metabolismo hepdtico, a fim de observarmos os efeitos diretos da

atividade fisica voluntaria (AFV) antes, durante e apés a gestagao.

J& é bastante conhecido na literatura que uma atividade mitocondrial
adequada é critica para a sobrevivéncia de células eucariéticas. Desregulagéo
dessa atividade mitocondrial esta diretamente relacionada ao surgimento de
diversas doencas cronicas, uma vez que a disfun¢gdo mitocondrial pode
desencadear, por si sO, o estresse oxidativo, falha bioenergética, inflamagéo,
acumulo de proteinas e morte celular (BULLON et al., 2016), aspectos comuns

em distlrbios metabdlicos, como a sindrome metabdlica, por exemplo.

Considerando o figado como 6rgdo essencial no metabolismo de
macromoléculas e reconhecendo a importancia das mitocondrias no
metabolismo energético, nos propomos avaliar os efeitos da atividade fisica
voluntaria materna na bioenergética mitocondrial hepética. Avaliamos no figado
dessas ratas, a respiracdo mitocondrial observando um alta capacidade de
consumo de oxigénio principalmente em mées ativas (Figura 20), indicando
uma maior atividade metabdlica em funcdo da atividade fisica. A energia
necessaria para a fosforilagdo oxidativa é proveniente do AWm gerado pela
cadeia transportadora de elétrons que reduz Oz a H20 e pela atividade da ATP-
sintase que fosforila o ADP em ATP. Em nosso modelo experimental, a
mitocondria teve um aumento de velocidade de consumo de Oz no estado 3

(estimulado por ADP), sugerindo uma maior eficiéncia de fosforilacdo (Figura
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20B), no estado desacoplado (Figura 20D), como também apresentou um
maior controle respiratdrio (Figura 20E). O aumento da atividade mitocondrial
nas ratas que realizaram atividade fisica voluntaria parece favorecer o seu
metabolismo oxidativo. Nossos resultados de maior atividade da respiracdo
mitocondrial em ratas que praticaram atividade fisica corroboram com o estudo
de Mc Coin et al. (2019) que avaliou mitocéndrias hepaticas de camundongos
fémeas que praticaram atividade fisica voluntaria em roda, durante oito
semanas, e também apresentaram aumento da capacidade respiratéria

maxima, além de uma menor producédo de ERO’s (MC COIN, et al., 2019).

A saude celular depende da atividade mitocondrial, uma vez que essas
organelas séo as principais produtoras de energia necessaria para a realizacdo
de diferentes funcdes celulares. Diversas atividades mitocondriais, incluindo a
producédo de ATP, sdo reguladas pela sinalizagdo mediada pelo ion Ca?*. De
fato, o Ca?', um segundo mensageiro intracelular chave, pode alcangar o
espago intermembranas e em seguida a matriz mitocondrial, onde regula
proteinas, enzimas e transportadores responsaveis pela sintese de ATP
(ROSSI et al., 2018). No entanto, uma entrada desregulada ou excessiva de
calcio intramitocondrial pode levar ao aumento da producéo de EROs, estresse
oxidativo e abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(PTPM) (FIGUEIRA et al., 2013). Uma das formas de avaliarmos a integridade
da membrana mitocondrial interna € através da analise do inchamento
mitocondrial que ocorre em decorréncia do desdobramento das cristas
mitocondriais que podem tanto ser transitorios, decorrentes de uma resposta
fisiolégica, quanto permanentes uma vez associados a abertura do PTPM, o
qual estq diretamente relacionado a diversas consequéncias patoldgicas
(CROMPTON et al.,, 1999; HAMILTON et al.,, 2018; PAUPE e PRUDENT,
2018). Nossos dados mostraram que as mitocdndrias de figado de ratas que
realizaram atividade fisica voluntéria, classificadas em nosso estudo como
muito ativas, apresentaram maior resisténcia ao inchamento da organela
quando comparado com o grupo de ratas inativas (Figura 21A). Um estudo que
também avaliou como uma proposta de intervencdo a AFV em rodas por 12
semanas, em mitocondrias cardiacas de ratos, ndo observou essa maior

resisténcia ao inchamento mitocondrial na presenca de Ca?" e nenhuma
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alterac@o na expressdo da Ciclofilina D e do translocador de nucleotideo de
adenina (ANT), mas também n&o mostrou maior inchamento da organela em
decorréncia da atividade fisica praticada (MARQUES-ALEIXO et al., 2018). A
diferenca em relacé@o aos resultados observados nos dois estudos, pode esta
relacionada ao género, a intensidade da atividade fisica praticada, como

também ao tecido avaliado.

Muitas doencgas cronico-metabdlicas estdo relacionadas a um quadro
prévio de estresse oxidativo. A fim de avaliarmos se a AFV em ratas induziria
uma melhora do balango oxidativo hepatico, realizamos a dosagem de alguns
biomarcadores de estresse oxidativo, como também, avaliamos os sistemas
antioxidantes enziméaticos e ndo enzimaticos. Como Vvisto em nossos
resultados, houve uma diminuicdo na peroxidacao lipidica e na oxidacdo de
proteinas hepaticas, como também, um aumento no contelido de tidis totais
nos grupos que praticaram AFV em comparagdo com as fémeas inativas
(Figura 22). Outro estudo que também avaliou AFV praticada em rodas por
camundongos, durante 21 dias, mostrou diminuicdo do niveis de MDA no

figado, sem alterac&o nos niveis de tiois totais (CUNHA et al., 2020).

A avaliacdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico mostrou um
aumento na atividade da SOD, da catalase e da glutationa-s-transferase (GST)
no grupo de ratas ativas, comparado com as inativas (Figura 23), corroborando
com os achados de Powers e Sen (2000) (POWERS e SEN, 2000). Essa maior
atividade do sistema antioxidante enzimatico pode refletir positivamente na
sinalizagdo celular para manutencdo da homeostase entre agentes oxidantes e
antioxidantes durante a realizagdo do exercicio, minimizando a ativacéo de vias
de sinalizagdo que resultem numa situagdo de estresse oxidativo que antecede
o surgimento de doengas crénicas (DIMAURO, PARONETTOCAPOROSSI,
2020).

O sistema das glutationas tem papel fundamental como defesa
antioxidante ndo enzimatica, especialmente a glutationa reduzida (GSH), onde
sua acdo pode ser de forma direta nas espécies reativas de oxigénio e/ou
nitrogénio, ou como co-fator para outras enzimas como glutationa-s-transferase

e glutationa peroxidase, atuando assim na protecdo das células contra os
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efeitos do estresse oxidativo (DEPONTE, 2013). Em nosso estudo foi
observado que o0s niveis de GSH estavam aumentados nas fémeas
classificadas como ativas, comparadas com as inativas (Figura 24), dados que
corroboram com outro estudo que observou resultados semelhantes no figado
de ratas ativas (YAMAMOTO et al., 2002). Os niveis de GSH aumentados,
associados ao aumento do estado REDOX, indicam também uma melhora na
capacidade antioxidante hepatica ndo enzimatica, em funcéo da realizagdo da
AFV.

Sendo as mitocOndrias organelas onde ocorrem a oxidacdo de
moléculas provenientes da metabolizacdo de carboidratos, lipidios e proteinas
(GARCIA-GARCIA et al., 2020), além da avaliacdo de alguns parametros da
bioenergética mitocondrial e balance oxidativo de fémeas que praticaram AFV,
achamos importante avaliarmos também a atividade de enzimas chaves no
metabolismo de carboidratos, lipidios e ciclo de Krebs. Nossos resultados
sugerem maior atividade da via glicolitica e da via das pentoses fosfato em
decorréncia da AFV, fornecendo piruvato e NADPH, respectivamente. Esse
piruvato pode ser convertido em Acetil-CoA e seguir para a oxidacéo via ciclo
de Krebs e o NADPH, em funcdo dos resultados observados na melhora de
estado REDOX celular, possivelmente esta atuando como coenzima para o
ciclo das glutationas. Em relagdo ao metabolismo lipidico foi observado um
aumento da R-oxidagdo e diminuicdo da sintese de acidos graxos no figado de
fémeas ativas e muito ativas. A avaliacdo da atividade da citrato sintase sugere
uma maior atividade do ciclo de Krebs e melhora do metabolismo oxidativo
(Figura 25), o que pode explicar, pelo menos, em parte a diminuicdo de

adiposidade fun¢éo da atividade fisica praticada.

A literatura tem demonstrado que a atividade fisica ou exercicio
melhoram o metabolismo hepatico, em parte, por conta do aumento da
expressao do coativador ativado por proliferador de peroxissomo 1a (PGC-1 a),
o qual regula a gliconeogénese, biogénese mitocondrial, o fluxo do ciclo de
Krebs, como também aumenta a oxidacdo de gorduras (FERNANDEZ-
MARCOS e AUWERX, 2011; FLETCHER et al., 2014; LAYE et al.,, 2009;
SANTOS-ALVES et al., 2015). Estudo de Mc Coin et al., 2019 mostrou uma
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protecdo a danos hepéticos induzidos por dieta com alto teor e gordura em
camundongos fémeas que praticaram AFV (MC COIN et al., 2019).

De forma conjunta, nossos resultados mostram que a AFV em ratas,
antes, durante e apos a gestacéo, induz modulacdes positivas na bioenergética
mitocondrial, além de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, melhorar
0 estado REDOX celular e estimular o metabolismo energético hepético

favorecendo a oxidacao de carboidratos e lipidios.

7.2. Efeitos na prole

O ambiente pré-natal é amplamente considerado como tendo um
importante impacto no desenvolvimento do feto (BARKER, 1998; BARKER e
OSMOND, 1986; BARKER et al.,, 1989; RAIPURIA et al., 2015). Essas
alteracdes ambientais podem ter consequéncias de longa duracdo que
contribuem para a salde geral da prole, como sugerido pelo conceito da
“Origem de desenvolvimentista da saude e da doenga (DOHaD)” com base em
dados epidemiologicos (BARKER e OSMOND, 1986; HANSON e GLUCKMAN,
2014; MCMILLEN e ROBINSON, 2005).

Dados da literatura suportam a ideia que a atividade fisica materna
durante fases criticas do desenvolvimento, como gestagdo e lactacéo, pode
melhorar a saude da prole adulta envolvendo efeitos metabdlicos associados a
varios 6rgéos e tecidos, minimizando o desenvolvimento de doencgas cronicas
nao transmissiveis (CARTER et al., 2012; CARTER et al., 2013; LAKER et al.,
2014; STANFORD et al., 2015). No entanto, pouco ainda sdo os estudos que
se prop8em avaliar os mecanismos metabdlicos associados a essa prote¢do no
tecido hepético da prole, como também, se a mesma consegue ser mantida
quando a prole dessas maes que praticaram atividade fisica voluntéria for
submetida a uma alteracéo do ambiente nutricional ainda na primeira infancia.
Nesse sentido, nosso trabalho propde a avaliacdo da bioenergética
mitocondrial, balango oxidativo e metabolismo hepatico da prole de ratas que
praticaram AFV, durante periodos criticos do desenvolvimento, mas que foram
submetidas a uma dieta ocidentalizada desde o pés-desmame até a fase de

adulto jovem.
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O ambiente gestacional nas primeiras fases da vida é fundamental para
a delimitacdo funcional do organismo até fases posteriores de seu
desenvolvimento. A atividade fisica materna tem sido sugerida como método
terapéutico ndo farmacoldgico com o objetivo de melhorar eventos de
biogénese mitocondrial, autofagia/mitofagia em animais adultos, fornecendo
uma base para minimizar processos relacionados ao desenvolvimento de
patologias (CUNNINGHAM et al., 2018). Apesar de estudos indicarem que a
atividade fisica voluntaria exerce seus efeitos positivos na satde metabdlica da
prole, por meio de uma variedade de vias biolégicas, 0s mecanismos exatos
subjacentes a sua influéncia na salde nao sdo totalmente conhecidos. Uma
hipétese para explicar esse efeito benéfico é que a atividade fisica regular
materna tem um impacto positivo no fenotipo mitocondrial da prole com
melhoria da sua func¢éo, aumenta a atividade do sistema antioxidante e reduz o

estresse oxidativo.

A saude celular depende da atividade mitocondrial, uma vez que essas
organelas sdo as principais produtoras de energia necessaria para as fungdes
celulares. Em particular, as mitocondrias s&o cruciais para células de
eucariontes que produzem ATP, principalmente por meio da fosforilagcdo
oxidativa (ROSSI et al., 2018). A andlise da respiracdo mitocondrial em figado
de ratos mostrou que os animais do nosso estudo apresentaram aumento do
consumo de oxigénio no estado basal apenas no grupo de mées muito ativas
gue receberam dieta ocidentalizada, quando comparados ao seu respectivo
grupo controle. Nossos resultados mostraram que a dieta ndo causou
diminuicdo na capacidade respiratéria, 0 mesmo observado em um estudo com
dieta hiperlipidica em ratos machos e fémeas (MCCOIN et al., 2019). Outros
estudos tém demonstrado que deficiéncias na funcdo respiratéria das
mitocOndrias hepéticas podem ser causadas por dieta rica em gordura
(GARNOL et al.,, 2014; MAZZOLI et al,, 2019) observando aumento na
atividade do complexo | em ratos adultos jovens por mudangas no padrao

alimentar.

As mitocondrias desempenham um papel fundamental no processo de
respiracdo celular e producdo de ATP, além de serem importantes locais de

producdo de EROs. A integridade da membrana mitocondrial é essencial para
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a manutencéo da homeostase da organela. A avaliacdo do inchamento esta
associada a andlise da integridade de membrana mitocondrial e & abertura do
poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial, que estd, portanto,
associado a progressdo de varias patologias, como cancer, diabetes,
obesidade, esteatose hepatica nédo alcodlica e doengas neuroldgicas (PAUPE e
PRUDENT, 2018; BAUER e MURPHY, 2020). Um aumento do inchamento
mitocondrial foi observado nos grupos que receberam dieta ocidentalizada
provenientes de maes inativas comparado com o controle, no entanto, nas
proles de maes que praticaram AFV e consumiram dieta ocidentalizada desde
0 periodo pos-desmame houve uma reducdo do inchamento mitocondrial
guando comparados aos grupos de mées inativas que receberam dieta
ocidentalizada. Este evento pode estar associado ao aumento da producéo de
EROS (KOWALTOWSKI et al.,, 2009) induzida por Ca?", uma vez que na
presenca de EGTA, um quelante de célcio, o inchamento mitocondrial induzido
pela dieta experimental foi prevenido (Figura 28). Na presenca de Ciclosporina
A, um inibidor classico do PTPM, o inchamento mitocondrial induzido pela dieta
ndo foi prevenido, sugerindo que o inchamento mitocondrial observado no
grupo que recebeu dieta ocidentalizada possivelmente ndo ocorre por meio da

abertura do poro classico de TPM.

O estresse oxidativo pode ocorrer pelo aumento da produgédo de EROS
e/ou pela diminuicdo dos sistemas de defesas antioxidantes, com
predominéncia de agentes oxidantes, e estd associado ao desenvolvimento de
obesidade, dislipidemias, esteatose hepatica, resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica (FIGUEIRA et al.,, 2013; PFANNER, WARSCHEIDWIEDEMANN,
2019). Um estudo recente com camundongos mostrou que o aumento da
producdo de EROS estava associado a ingestdo de dieta rica em lipidios
(FEILLET-COUDRAY et al., 2019). Nossos dados demonstraram aumento na
producao de espécies reativas no grupo de maes inativas que receberam dieta
ocidentalizada, e que a atividade fisica voluntéaria materna foi capaz de atenuar
essa producdo. Este efeito foi totalmente inibido na presenca de EGTA,
mostrando que o ion Ca?* desempenha um papel importante na produgdo de

espécies reativas mitocondriais.
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A fim de avaliarmos se 0 aumento da producgdo de espécies reativas em
mitocdndrias hepaticas no grupo que recebeu dieta ocidentalizada, proveniente
de maes inativas levaria a um quadro de estresse oxidativo e se a pratica de
AFVM seria capaz de melhorar o balan¢o oxidativo da prole, nos propomos
analisar biomarcadores de estresse oxidativo, atividade de enzimas
antioxidantes, além do sistema antioxidante n&o enzimatico. Entre os
biomarcadores de estresse oxidativo, considerando os niveis de MDA, houve
diminuicdo significativa nos grupos de maes ativas e muito ativas, em
comparagdo com o grupo de maes inativas que receberam dieta
ocidentalizada. A peroxidacao lipidica tem sido considerada um importante
componente no processo patoldgico da obesidade (VINCENT, 2008). Os niveis
de sulfidrilas aumentaram nos grupos de mées muito ativas em comparagao as

maes inativas, sugerindo aumento dos niveis de tiois totais.

Em relacdo a atividade do sistema antioxidante enzimatico, nossos
resultados mostraram aumento nas atividades da catalase (CAT) e da
glutationa-s-transferase (GST) na prole de mées ativas e muito ativas quando
comparadas ao grupo de mdes inativas que receberam dieta ocidentalizada
desde o periodo pés-desmame até a fase de adulto jovem. Alguns estudos ja
demonstraram o efeito da atividade fisica materna como um modulador positivo
nos sistemas antioxidantes enziméticos (MCCOIN et al., 2019; SAIYIN et al.,
2019).

O sistema das glutationas € considerado um importante antioxidante
enddgeno, podendo promover protegdo contra agentes oxidantes e danos
causados pela producdo de EROS. A glutationa reduzida (GSH) pode atuar
junto com a GST na expulsdo de xenobidticos toxicos produzidos pela
peroxidacgéo lipidica. Estudos observaram que os niveis reduzidos de glutationa
diminuiram significativamente nos grupos que receberam dieta ocidentalizada
(NOEMAN, HAMOODABAALASH, 2011; FEILLET-COUDRAY et al., 2019). A
diminuicdo dos niveis de GSH e do estado REDOX celular (obtido pela razdo
GSH/GSSG) observado em nossos resultados corroboram com dados da
literatura que mostraram o efeito da dieta ocidentalizada na alteracdo da
homeostase do estado REDOX (MAZZOLI et al., 2019). A menor atividade do

sistema antioxidante ndo enzimético em funcdo do consumo da dieta
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ocidentalizada pela prole ocorreu independentemente do nivel de AFV

materna.

A literatura tem mostrado que aumento de lipidios e acidos graxos livres
circulantes quando ndo catabolizados de forma eficiente podem resultar no
aumento de adiposidade visceral, além de uma modificacdo na distribuicdo de
gordura e consequente aumento da circunferéncia abdominal. Esta situacdo se
deve, em parte, ao fato da inabilidade do tecido adiposo em estocar o excesso
de energia, dessa forma, a sobrecarga de acidos graxos livres € acumulada no
musculo, coracao, figado, ou como gordura subcutanea (COOPER et al., 2007,
DESPRES e LEMIEUX, 2006). Sob essa condic¢es, redistribuicdo de gorduras
geralmente € acompanhada por infiltracdo de macréfagos, os quais liberam
molecular pro-inflamatérias, como interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral
(TNF), ou proteina C reativa gerando um quadro de resposta inflamatoria
crdnica de baixo grau, como observado em algumas doencas crdnicas, como a
sindrome metabdlica, por exemplo (BERG e SCHERER, 2005; GARCIA-
GARCIA et al., 2020; GETO et al., 2020).

Na avaliacdo do peso do animal observamos um aumento nos grupos da
prole que receberam dieta ocidentalizada, cujas maes realizaram AFV durante
periodos criticos de desenvolvimento. Em relagdo ao peso do tecido hepatico,
observamos um aumento nos grupos da prole que receberam dieta
ocidentalizada, na comparacdo com seus respectivos grupos controle,
independentemente das mées terem ou ndo praticado AFV. A avaliacdo do
peso tecido adiposo subcutaneo, abdominal e visceral mostrou um aumento do
tecido adiposo abdominal e diminuicdo do tecido adiposo visceral nos grupos
provenientes de maes ativas e que receberam dieta ocidentalizada pds

desmame, em comparagdo com seu respectivo grupo inativo.

O consumo alimentar na prole mostrou que 0s grupos que receberam
dieta ocidentalizada apresentaram menor ingestdo da dieta no decorrer das
semanas, no entanto, destaca-se que a ingestédo calérica dos grupos de dieta
ocidentalizada aumentou conforme a progressdo das semanas, porém
observamos dois fatores importantes que merecem destaques: o primeiro foi

que os filhotes que receberam dietas ocidentalizadas sempre consumiam
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menos componente caldrico observado semanalmente, o segundo é que
guando focamos em relacéo as calorias, aquelas derivadas dos lipidios foram

maiores em comparagao com o componente calérico da dieta controle.

A literatura tem mostrado respostas metabdlicas positivas na prole de
maes fisicamente ativas (HARRIS, BAERSTANFORD, 2018). Nosso estudo
observou que a atividade fisica materna foi capaz de causar alteragdes em
enzimas chaves de vias metabdlicas especificas do ciclo glicose acido graxo.
Foi observado uma maior atividade da PFK, de acordo com o aumento do nivel
de atividade fisica, sugerindo um maior catabolismo de carboidratos, podendo
também correlacionar devido a um grande aporte de nutrientes através de
ambas as dietas ofertadas a prole apés o desmame (observar valores de
carboidratos ingeridos nas dietas na tabela 8). O mesmo observado na
atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), uma enzima limitante
da velocidade da via das pentoses fosfato, com papel direto na producdo de
NADPH (coenzima ligada a atividade celular) (STANTON, 2012), seu aumento
sugere uma maior demanda de NADPH, podendo reduzir deficiéncias celulares
que poderiam levar a quadros patologicos, decorrentes de diminuicdo do

estado REDOX celular e estresse oxidativo.

A avaliacdo do metabolismo lipidico mostrou que a atividade da enzima
de sintese de acidos graxos (FAS), apresentou diminuicdo na prole que
recebeu dieta ocidentalizada de acordo com o nivel de atividade fisica materna,
e a atividade da B hidroxiacil-CoA-desidrogenase (B-Had), enzima chave da [3-
oxidacdo de acidos graxos apresentou comportamento inverso, com aumento
de sua atividade de acordo com o nivel de atividade fisica materna, mostrando
que as vias metabdlicas estdo atuantes e responsivas aos excessos causados
pela dieta. A citrato sintase, enzima com papel importante no ciclo do &cido
citrico, apresentou aumento de sua atividade na prole de mées muito ativas e
que receberam dieta ocidentalizada, sugerindo uma maior atividade desse ciclo
possibilitando uma maior oferta de coenzimas reduzidas NADHz e FADH: para
0 metabolismo mitocondrial, além das ofertadas pelo aumento da oxidacdo de
acidos graxos. Esse maior aporte de coenzimas reduzidas possibilita uma
maior velocidade da cadeia transportadora de elétrons e favorecimento da

bioenergética mitocondrial.
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Assim, os resultados visualizados na prole mostram que um ambiente de
exposicao a componentes nutricionais em desequilibrio pode resultar em maior
inchamento mitocondrial, aumento na producdo de espécies reativas e
diminuicdo de tidis totais , bem como altera¢Bes na atividade de enzimas
chaves relacionadas ao metabolismo energético hepatico que podem repercutir
negativamente na salde da prole a longo prazo e que a atividade fisica
voluntaria materna minimizou esses efeitos, como também melhorou o balango
desses animais. Em resumo, nossos resultados sugerem que a atividade fisica
voluntaria materna pode atenuar efeitos de deletérios na prole, decorrentes da
exposicao a dieta ocidentalizada desde o periodo pés-desmame até a fase
adulta.

CONCLUSOES

Estudos indicam que a exposicdo materna a roda de corrida exerce
efeitos positivos em vaérias vias biolégicas do organismo, porém poucos
mecanismos estdo elucidados ou totalmente determinados. Nosso estudo
sugere que a atividade fisica voluntaria antes, durante e apds a gestacéo pode
causar impactos positivos em alguns parametros da bioenergética mitocondrial,
balanco oxidativo e metabolismo, tanto nas mées quanto na sua prole e que
mesmo diante da exposi¢cdo a uma dieta ocidentalizada, o figado é capaz de

promover adaptagfes para minimizar danos decorrentes do desafio nutricional.
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Para: Prof.? Mariana Pinheiro Fernandes
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Centro Académico de Vitéria
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Processo n° 23076.017125/2017-47

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da atividade fisica voluntaria materna
e a bi gética mit drial no figado de filhotes de

sobre o

ratos submetidos a uma dieta ‘ocider pos-d tudo de

marcadores epigenéticos de enzimas envolvidas no ciclo glicose-acido graxo”,
registrada com o n° 23076.017125/2017-47, sob a responsabilidade de Prof.# Mariana
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