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RESUMO

A gestacgao, lactacao e os primeiros anos apos o nascimento sao periodos iniciais da
vida e cruciais para o desenvolvimento do organismo, pois este periodo € critico e
pode sofrer alteracbes quando expostos a estimulos ambientais como fumo, alcool,
alimentacdo e exercicio fisico. Sendo assim, o objetivo foi investigar os efeitos do
treinamento fisico aerdbico sobre massas dos tecidos adiposo e muscular, tolerancia
a glicose e a atividade e expressao de proteinas envolvidas na via de sinalizagéo de
insulina no musculo esquelético em prole jovem de ratos submetidos a dieta
obesogénica materna. Para isso, utilizamos ratas Wistar, que foram alimentadas
com uma dieta obesogénica ou dieta padrao durante a gestacao e lactagao, apos
término da lactacéo a prole foi alimentada com a dieta padrdo do biotério até ultimo
dia de protocolo. No dia 30 de vida os animais foram divididos em quatro grupos de
acordo com a dieta e o protocolo de treinamento fisico, totalizando 4 grupos: grupo
controle, grupo obesogénico, grupo controle exercitado e grupo obesogénico
exercitado. Com 74-75 dias, foi realizada a eutanasia da prole treinada e sedentaria
para analise de tecido. Foram analisados: o consumo alimentar e peso corporal nas
maes; na prole, foi analisada a tolerancia a glicose e insulina aos 60 dias de idade; a
massa de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal e dos musculos séleo, EDL,
tibial anterior e gastrocnémio; a expresséo das proteinas Akt, GSK3-8 e RP-S6 nos
musculos sdleo e EDL. As ratas alimentadas com a dieta obesogénica tiveram
aumento no peso e acumulo de gordura; a prole das ratas da dieta obesogénica com
30 dias diminuiu O peso corporal materno das ratas alimentadas com a dieta
obesogénica aumentou. O peso da prole dos 24 DPN até 72 DPN do grupo
DMatOb+TF teve um aumento comparagcdo ao grupo DMatOb. Apéds o fim do
protocolo avaliamos tolerancia a glicose ndo houve diferenga significativa entre os
animais dos grupos DMatOb+TF e DMatOb. Também n&o houve diferenca
significativa na massa de tecido adiposo epididimal e tecido retroperitoneal entre os
grupos. Ja o peso seco, houve aumento significativo nos musculos EDL
(DMatOb+TF=0,0112 vs DMatOb+NTF=0,008), soéleo (DMatOb+TF=0,083, vs
DMatOb+NTF=0,059) e tibial anterior (DMatOb+TF=0,329 vs DMatOb+NTF=0,034)
do grupo DMatOb+TF comparado ao controle, bem como aumento da massa do
encéfalo (DMatOb+TF=1,931 vs DMatOb+NTF=1,654) e peso do rim
(DMatOb+TF=1,4546 vs DMatOb+NTF=1,243). A expressao da proteina GSK3[3 no
musculo EDL foi observada aumentada nos grupos que realizaram o protocolo de
treinamento fisico quando comparado aos animais nao realizaram. No musculo
s6leo, o conteudo de RPS6 total do grupo Dieta Materna Controle e Treinamento
Fisico (DMatCtrl+TF) foram menores em relagdo aos respectivos grupos controle
que néo realizou o TF (DMatCtrI+NTF). Concluimos que o treinamento fisico pode
ser uma promissora estratégia para melhora da resisténcia a insulina induzida pela
dieta obesogénica materna. No musculo EDL, a expressao génica da proteina GSK-
3B parece esta envolvida no mecanismo molecular e mais estudos sdo necessarios.

Palavras-chave: plasticidade do desenvolvimento; obesidade materna; resisténcia a
insulina; treinamento aerobico.



ABSTRACT

Pregnancy, lactation and the first few years after birth are early periods in life and
crucial for the body's development. This period is critical and can be altered when
exposed to environmental stimuli such as smoking, alcohol, food and physical
exercise. Therefore, the aim was to investigate the effects of aerobic exercise
training on adipose and muscle tissue mass, glucose tolerance and the activity and
expression of proteins involved in the insulin signaling pathway in skeletal muscle in
young offspring of rats subjected to a maternal obesogenic diet. To do this, we used
Wistar rats, which were fed either an obesogenic diet or a standard diet during
gestation and lactation. After lactation, the offspring were fed the standard animal
house diet until the last day of the protocol. On day 30 of life, the animals were
divided into four groups according to diet and physical training protocol, totaling 4
groups: control group, obesogenic group, exercised control group and exercised
obesogenic group. At 74-75 days of age, the trained and sedentary offspring were
euthanized for tissue analysis. The following were analyzed: food consumption and
body weight in the mothers; glucose and insulin tolerance in the offspring at 60 days
of age; the mass of epididymal and retroperitoneal adipose tissue and of the soleus,
EDL, tibialis anterior and gastrocnemius muscles; the expression of Akt, GSK3- and
RP-S6 proteins in the soleus and EDL muscles. The rats fed the obesogenic diet had
an increase in weight and fat accumulation; the offspring of the rats fed the
obesogenic diet at 30 days decreased. The maternal body weight of the rats fed the
obesogenic diet increased. The weight of the offspring from 24 DPN to 72 DPN of the
DMatOb+TF group increased compared to the DMatOb group. After the end of the
protocol, we assessed glucose tolerance and there was no significant difference
between the animals in the DMatOb+TF and DMatOb groups. There was also no
significant difference in the mass of epididymal adipose tissue and retroperitoneal
tissue between the groups. As for dry weight, there was a significant increase in the
EDL (DMatOb+TF=0.0112 vs DMatOb+NTF=0.008), soleus (DMatOb+TF=0.083, vs
DMatOb+NTF=0.059) and tibialis anterior (DMatOb+TF=0, 329 s
DMatOb+NTF=0.034) of the DMatOb+TF group compared to the control, as well as
an increase in brain mass (DMatOb+TF=1.931 vs DMatOb+NTF=1.654) and kidney
weight (DMatOb+TF=1.4546 vs DMatOb+NTF=1.243). The expression of the GSK3[3
protein in the EDL muscle was observed to be increased in the groups that
underwent the physical training protocol when compared to the animals that did not.
In the soleus muscle, the total RPS6 content of the Maternal Diet Control and
Physical Training (DMatCtrl+TF) groups was lower than that of the respective control
groups that did not undergo physical training (DMatCtrl+NTF). We conclude that
physical training may be a promising strategy for improving insulin resistance
induced by maternal obesogenic diet. In the EDL muscle, gene expression of the
GSK-3B3 protein seems to be involved in the molecular mechanism and further
studies are needed.

Keywords: development plasticity; maternal obesity; insulin resistance; aerobic
training.
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1 INTRODUGAO

A plasticidade do desenvolvimento é a capacidade de um gendtipo de
produzir variagdes de fendétipos a fim de se adaptar as circunstancias ambientais, em
termos de comportamento, morfologia e funcionamento (HANSON et al., 2011). As
implicagdes entre o desenvolvimento no inicio da vida e o risco posterior de
desenvolvimento de doengas nao transmissiveis sdo pensadas para refletir
mudancas na qualidade do ambiente intrauterino. Condi¢gdes ambientais como
nutricdo, suprimento de oxigénio e exposi¢do hormonal sdo capazes de modular
fendtipos em curto e em longo prazo que podem predispor a prole a diversos
disturbios metabdlicos (BARROS et al., 2018).

A obesidade esta associada a multiplas causas, dentre os fatores, o fator
ambiental, dieta enriquecida com alto teor de calorias, que €& importante para a
génese e progressao da obesidade (MATIAS et al., 2018). Segundo a Organizagao
mundial da saude (OMS), a prevaléncia de sobrepeso e obesidade quase triplicou
no mundo entre 1975 e 2016, esse numero inclui as criangas menores de 5 anos,
que somou aproximadamente 38 milhdes no ano de 2019 (WHO, 2021). O principal
responsavel pelo aumento da prevaléncia da obesidade s&o os baixos niveis de
atividade fisica diaria, associado a um maior consumo de alimentos palataveis e de
grande densidade caldrica favorece um ganho excessivo de massa adiposa corporal
(PEREIRA et al., 2018). Ademais, a obesidade materna como um dos principais
problemas de saude publica na atualidade e esta relacionada a maior frequéncia de
complicagdes no periodo puerpério (PAIVA et al., 2012).

A maior parte de individuos com excesso de peso, especialmente, os que
apresentam elevada concentragdo de gordura visceral, possuem resisténcia a
insulina periférica, hiperglicemia, com elevado risco para o surgimento de doencgas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer, e consequentemente, reducdo da
expectativa de vida (PICHE et al., 2020). O tecido adiposo tem um papel central no
desenvolvimento das desordens metabdlicas, pois produz e secreta varios fatores
peptidicos e nado peptidicos, que direta ou indiretamente aumenta a produgao e
circulacao de fatores pro-inflamacgao, promovendo alteragcbes no metabolismo de
controle da ingestdo alimentar e balango energético, metabolismo lipidico, sistema
imune, sensibilidade a insulina e homeostase corpora (PRADO et al., 2009). A

resisténcia a insulina trata-se da diminuicdo na resposta metabdlica da célula-alvo a
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insulina prejudicando no controle da glicemia circulante ou injetada, por
consequéncia prejudica a utilizagao e o armazenamento dos carboidratos em tecidos
periféricos, principalmente, no musculo esquelético, aumentando concentracdo de
glicose sanguinea, a hiperglicemia, e estimula o aumento compensatorio da
secregcdo de insulina, atingindo a condicdo de hiperinsulinemia (CZECH, 2017).
Estudos experimentais ja demonstraram que a hiperinsulinemia materna esta
associada a repercussdes fenotipicas em longo prazo através de mecanismos
epigenéticos, favorecendo o surgimento de disfungdes metabdlicas na prole, tais
como resisténcia a insulina e obesidade (SAMUELSSON et al., 2007; FERNANDES-
TWIIN et al., 2014).

A atividade fisica vem sendo recomendada tanto na prevencdo quanto no
tratamento de sindromes metabdlicas, a pratica de atividade fisica vigorosa melhora
o perfil lipidico, pressdo arterial, sensibilidade & insulina (CARDENAS-CARDENAS
et al., 2014; SANTOS et al.,, 2020). Brandt et al., (2010) demonstraram que uma
dieta cafeteria (obesogénica altamente palatavel - 15% proteina, 69% carboidrato e
16% gordura) por 12 semanas em ratos Wistar foi capaz desenvolver obesidade,
diminuir a sensibilidade a insulina e o treinamento fisico nas ultimas 4 semanas de
experimento reverteu esses efeitos.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do
treinamento fisico aerébico sobre massas dos tecidos adiposo e muscular, tolerancia
a glicose e expressao proteinas envolvidas na via de sinalizagdo de insulina no

musculo esquelético em prole jovem de ratos submetidos a dieta materna.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Origem desenvolvimentista da saude e da doenca e plasticidade do

desenvolvimento

Dr. David Barker (1938-2013) foi um dos pioneiros pesquisadores a propor a
hipétese da programacgdo metabdlica que hoje ja ha o estudo da Origem
Desenvolvimentista da Saude e da Doenca (sigla em inglés DOHaD). Afirma-se que
influéncias adversas no inicio da vida, durante as fases criticas de desenvolvimento,
e particularmente durante a vida intrauterina, podem resultar em mudangas
permanentes no metabolismo, que resultam em aumento do risco de doengas na
idade adulta sem alteragdo no cdédigo genético, mas por modificagdes epigenéticas
(OLSEN, 2014).

As modificacbes epigenéticas promovem mecanismos subjacentes, sendo
estimuladas por fatores ambientais, programando a atividade metabdlica, estimulos
como: a nutricdo, estresse, exposi¢cdes quimicas ou fatores de estilo de vida,
contribuem para uma melhora ou piora na saude do individuo (BARKER et al.,
2019). Essas modificacbes epigenéticas tem capacidade de serem transmitidas de
geragado para outra através de “memoria” molecular da exposi¢céo, podendo estar
associadas a mudangas na expressao genica (YAMADA; CHONG, 2016).

A hipétese DOHaD é investigada no campo da nutricdo e os pesquisadores
da area observaram que a desnutricdo durante o periodo fetal estava relacionada ao
comprometimento do crescimento fetal e a um maior risco de desenvolvimento de
doencga coronariana em idade adulta (HEINDEL et al., 2017). Em estudos sobre a
restricdo alimentar materna em populagdao humana durante o “inverno de fome”
holandés da Segunda Guerra Mundial correlacionou os descendentes a maior risco
a doencas cardiovasculares e doengas metabdlicas, como obesidade, sindrome
metabdlica e diabetes na idade adulta (HAUGEN et al., 2014).

Ao passar do tempo, houve um maior reconhecimento da nutrigdo durante o
desenvolvimento e como a ma nutricdo no inicio da vida impacta posteriormente na
vida, o crescente numero de estudo focados na nutricdo bem como a replicacdo de
exposi¢cdes ambientais em modelos de animais levaram ao estabelecimento da
hipotese DOHaD (HEINDEL et al., 2017).
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2.2 Modelos de dieta obesogénica gestacional em roedores

O modelo mais comum de dieta hipercalérica materna em roedores € o
consumo de uma Dieta Rica em Gordura (HFD) ou Dieta Rica em Gordura e Agucar
(HFHS), sendo a ultima mais semelhante da dieta ocidental obesogénica, a
quantidade de gordura varia entre 25 a 50% kcal nos estudos, e principalmente,
compostos por gorduras saturadas, a oferta desta dieta a ratas prenhas por 6 a 10
semanas antes do acasalamento resulta no fenétipo de obesidade e intolerancia a
glicose durante gestacdo em ratos (O’HARA; GEMBUS; NICHOLAS, 2021).

Poudyal et al, (2012) investigaram os efeitos de uma dieta rica em
carboidratos (HFS) como amido de milho em relagdo a uma dieta HFD e
suplementacdo de semente de chia administrada em ratos por 32 semanas, a
suplementagao da semente de chia comegou a partir da 8 semana. A dieta HFS foi
capaz de alteracgdes fisiologicas crénicas com aumento da massa gorda e redugao
do conteudo mineral 6sseo, com alteragdes cardiovasculares com aumento de
marcadores plasmaticos de lesdo hepatica. A alimentagcdo HFD por 32 semanas
induziu acumulo de adiposidade visceral com redu¢do da massa magra, tolerancia a
glicose diminuida sensibilidade a insulina, esteatose hepatica e alteragcdes
cardiovasculares, o grupo que suplemento por 24 semanas com sementes de chia
nao teve alteracdo na adiposidade corporal total, mas diminuiu o indice de
adiposidade visceral, a gordura abdominal e a circunferéncia abdominal. Desse
modo, foi demostrado que as sementes de chia podem servir como uma estratégia
dietética no controle da adiposidade central (POUDYAL et al., 2012).

Fleur et al. (2007) realizaram dois experimentos, no primeiro investigaram o
comportamento motivado pela alimentacao de ratos Zucker sob a dieta HFHS por 1
semana, em um segundo experimento foi observada a motivacdo dos ratos para
realizar uma pressiao em uma alavanca por recompensa de pastilha de sacarose em
ratos alimentados 2 semanas HFHS. Além disso, foi avaliado a massa de gordura e
concentragcbes hormonais de leptina. A dieta HFHS resultou em obesidade e
acumulo plasmatico de glicose e leptina, aumentou a motivacido para pressionar e
ganhar pastilhas de sacarose, os deixando mais obesos, quanto maiores os niveis
de leptina maior motivagao para sacarose, demonstrando que ratos Zucker obesos
tém um mau funcionamento do receptor da leptina (FLEUR et al., 2007).

Kerry et al. (2009) investigaram o tempo do estabelecimento da resisténcia a
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adiponectina e a insulina induzida pela dieta rica em gordura saturada com a
hipdétese de que o estabelecimento da resisténcia a adiponectina antecede a
resisténcia a insulina em ratos. Para isso, os animais foram alimentados com HFD
por 3 dias, 2 semanas, ou 4 semanas. A adiponectina € uma adipocina, que
aumenta a sensibilidade a insulina, € capaz de estimular a oxidagao de acidos
graxos do musculo esquelético e reduzir o acumulo de lipidios. A adiponectina se
liga ao seu receptor no musculo esquelético, AdipoR1, estimula a AMPK, que por
sua vez, fosforila e inativa a acetil-CoA carboxilase (ACC), reduzindo assim a
formacdo de malonil-CoA e ativando a carnitina palmitoil transferase (CPT-1)
permitindo que os acidos graxos entrem na mitocdndria para ser oxidado (KERRY et
al., 2009). Foi observado que apds apenas 3 dias os animais alimentados com HF
tinha se estabelecido resisténcia a adiponectina com funcionamento normal de seu
receptor resultando em menor fosforilacdo da ACC e aumento de translocacao de
acidos graxos FAT/CD36 na membrana plasmatica do musculo esquelético (KERRY
et al., 2009).

Fernandez-Twinn et al., 2014 verificaram os efeitos da obesidade materna na
sinalizacao de insulina do tecido adiposo de filhotes de camundongos com 8
semanas de idade. Em comparagao ao controle, os filhotes de maes obesas com 8
semanas tiveram peso corporal, tecido adiposo branco e tolerancia a glicose
semelhantes aos filhotes controle, apesar de serem hiperinsulinémicos, sugerindo
necessidade da concentracdo aumentada de insulina para manter a glicemia
(FERNANDEZ-TWIIN, et al., 2014). Além disso, os resultados do estudo mostraram
que a via de sinalizagao de insulina do tecido adiposo branco foi prejudicada nos
animais, com reducao da expressao das proteinas IRB, IRS-1 e das subunidades
cataliticas p110pB e reguladoras p85a de PI3K contribuindo na resisténcia a insulina
periférica (FERNANDEZ-TWIIN, et al., 2014). A resisténcia a insulina leva a maior
demanda das células B pancreaticas para produzir insulina, podendo contribuir para
a eventual hiperinsulinemia e tolerancia a glicose diminuida observada na prole de
maes obesas aos 6 meses de idade (FERNANDEZ-TWIIN, et al., 2014). O IRS-1 foi
a proteina da via de sinalizac&o de insulina teve redug¢ao no tecido adiposo branco e
no musculo esquelético com diminuicdo da atividade da PI3K e Akt, resultando em
menor captagdo de glicose estimulada por insulina (FERNANDEZ-TWIIN, et al.,
2014).
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2.3 Mecanismo de acao da insulina

A insulina é secretada nas células 3 das ilhotas pancreaticas em resposta ao
aumento da glicemia e niveis de aminoacido pds-prandial, sendo um horménio
anabdlico, com fungbes metabdlicas de regulacdo na homeostase da glicose. No
figado, reduz gliconeogénese (sintese de glicose a partir de substratos do
metabolismo energético) favorece a entrada de glicose e estimula a glicogénese
(sintese de glicogénio); no tecido adiposo branco aumenta a lipogénese (sintese de
acidos graxos); no musculo esquelético estimula captacdo de aminoacidos, sintese
proteica e de glicogénio. No tecido adiposo branco e musculo esquelético aumenta a
captacao de glicose por aumentar a translocagcdo do GLUT-4 para membrana celular
através da ativacdo da via IRS-1/PI3K/Akt (CARVALHEIRA et al., 2002).

O receptor da insulina (IR) é uma tirosina quinase receptora constituida a
partir de duas subunidades a extracelulares, que se ligam a insulina, e duas
subunidades B que atravessam a membrana, cada uma das quais contém um
dominio de tirosina quinase (PETERSEN et al., 2018). A insulina ao se ligar ao IR
subunidade a promove ativagao da atividade da tirosina quinase da subunidade j,
permanecendo em atividade através de uma fosforilagdo da subunidade a para 3, o
que provoca uma mudanga conformacional, que promove uma atividade quinase
resultando no recrutamento de substratos receptor de insulina (IRS) (SALTIEL,
2021).

O IRS ¢ o principal mediador da insulina e fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF1) (BARBOUR et al., 2007). O IRS regula processos, como
crescimento, proliferagdo, metabolismo e sobrevivéncia, e responde a estimulos de
esteroides, citosinas, hormoénios e integrinas (MACHADO-NETO et al., 2018;
BARBOUR et al., 2007).

As proteinas IRS tém dominio PH e dominio PTB, proximo do terminal N que
tem funcdo pelo reconhecimento destes substratos para o IR (TANIGUCHI et al.;
2006). Apds a fosforilagdo pelo IR, se ligam a moléculas intracelulares que contém
dominios SH2 como a proteina citosolica fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K).

A PI3K é enzima essencial nas fungbes metabdlicas e mitogénicas da
insulina, e inibidores ou delecdo de PI3K bloqueiam as acbes metabdlicas da
insulina. PI3K compreende de uma unidade reguladora p85 e na subunidade

catalitica p110, e € acionada pelos dominios SH2 na subunidade reguladora
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interagindo com proteinas IRS fosforiladas em tirosina (CARVALHEIRA et al., 2002).

A PI3K fosforila a hidroxila do 3° carbono do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2) resultando produgé&o do segundo mensageiro lipidico fosfatidil 3,4,5-trifosfato
(PIP3), esse fosfolipidio atua recrutando proteinas citoplasmaticas para locais
especificos da membrana plasmatica ou endomembrana. O PIP3 desempenha um
papel importante no processo de ativagao da proteina quinase B (PKB), também
conhecida como Akt (HODAKOSKI et al.; 2013). A atividade da via do PIP3 pode ser
interrompida por Fosfatase supressora de tumor e homdlogo de tensina deletado no
cromossomo 10 (PTEN), que pode reverter a fosforilagdo no carbono trés do PIP3
resultando em PIP2 (HODAKOSKI et al., 2013).

O PIP3 recruta a proteina Akt causando alteragdes conformacionais e dupla
fosforilagcdo, a nio fosforilagdo resulta inatividade da Akt, levando a um quadro de
resisténcia a insulina (XIE et al., 2019; SALTIEL, 2021). A Akt ativada as proteinas
AS160/Tbc1d4 possibilitando o carregamento de GTP de moléculas Rab, que
auxiliam na translocacdo das vesiculas contendo GLUT-4-(SHARMA; DEY, 2021,
HATAKEYAMA et al., 2019).

A proteina TBC1D4 ¢é expressa em varios tecidos diferenciados, incluindo
adipdcitos e musculos esqueléticos, enquanto a TBC1D1 é altamente expressa em
musculos esqueléticos (HATAKEYAMA et al., 2019).

TBC1D4 e TBC1D1 sao proteinas ancoradoras das vesiculas de
armazenamento que contém GLUT-4, no estado fosforilado, TBC1D4/1 dissociam-se
das vesiculas de armazenamento de GLUT-4, o que possibilita a translocacao de
GLUT-4 para a membrana celular, que através da difusdo facilitada promove a
captagao de glicose (MJLLER et al., 2016).
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Figura 1 - Via de sinalizagao da insulina, translocagaéo de GLUT-4 para membrana

da célula e captagao de glicose
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Quando a insulina se liga ao seu receptor, ela desencadeia a autofosforilagdo do receptor que gera
locais de ancoragem para as proteinas do substrato do receptor de insulina (IRS-1), que por sua vez
induz a ativagao de varias proteinas, incluindo a via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) que ativa a PKB
também chamada de Akt, que inibi a atividade GAP através de seu substrato AS160/Tbc1d4
resultando na translocagao de vesiculas GLUT-4 para a membrana plasmatica possibilitando o
transporte de glicose para a célula através da membrana plasmatica por difusao facilitada.

Fonte: Imagem adaptada do artigo de Estrada-Garcia et al. (2019)

2.4 Sintese de glicogénio

Assim como a captagdo de glicose nos tecidos, a sintese de glicogénio
desempenha um papel critico na regulacdo da homeostase da glicose no corpo
inteiro. O musculo esquelético € o maior reservatério de glicogénio no corpo
humano. As reacdes de sintese e degradagao sao reagdes antagonistas, sendo a
insulina a responsavel por inibir a glicogénese, via Akt/PKB no figado e no musculo
(DUAN et al., 2022). Além da fosforilagdo dos substratos TBC1D4/1, a Akt modula o
metabolismo celular inibindo o ativando atividade de outras quinase, como
glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) que através da fosforilagédo inibi sua atividade

quinase, permitindo desfosforilagdo e ativacdo do glicogénio sintase (GS)
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promovendo assim a sintese de glicogénio (DUAN et al., 2022).

No diabético tipo 2, tanto a captagao de glicose quanto a atividade da GS em
resposta a insulina sdo prejudicadas no musculo esquelético, e desempenha um
papel importante no desenvolvimento de intolerdncia a glicose e resisténcia a
insulina (BOUSKILA et al., 2007). A sintese de glicogénio necessita que a glicose
esteja disponivel em células musculares onde sera fosforilada pela hexoquinase
para formar glicose 6-fosfato (G-6-P). O G-6- P tera dois destinos, ou sintese de
glicogénio ou para via glicolitica onde sera metabolizado (BOUSKILA et al., 2007).
Na gliconeogénese, o G-6-P é convertido em UDP-glicose, e 0 GS em seguida,
catalisa a sintese de glicogénio pela transferéncia de uma porgao glicosil da UDP-
glicose para uma molécula de glicogénio (BOUSKILA et al., 2007).

O tecido adiposo na obesidade libera acidos graxos livres (AGL), espécies
reativas de oxigénio (ERO) e citocinas pro-inflamatérias, os AGL ao ser armazenado
em células de 6rgaos, como figado, pancreas e musculo, em excesso gera um
estado de lipotoxicidade, promovendo uma desregulagdo das organelas celulares,
por exemplo, mitocédndrias, reticulo endoplasmatico e lisossomos, tal desregulagao
liberam excesso de ERO e pro-inflamacao, resultando em inflamacao sistémica, que
de baixo grau em longo prazo impede a agao da insulina, perturbando a homeostase
da glicose e resulta em desregulacao sistémica (AHMED; SULTANA; GREENE,
2021).

Para que ocorra o armazenamento dos AGL nas células musculares
necessita de translocases (CD36), proteina de ligacdo a acidos graxos (FABP), e
proteina de transporte de acidos graxos (FATP). Dentro da célula, os acidos graxos
sao convertidos em acil-CoA pela acil-CoA sintase para oxidagdo ou
armazenamento, para a B oxidagcdo o acil-CoA deve ser transportado para a
mitocondria através da CPT1 (SPAULDING; YAN, 2022).

2.5 Efeitos do treinamento fisico e via sinalizagao da insulina

A contragcdo muscular durante o treinamento fisico (TF) ativa uma via
independente a insulina que permite a mobilizacdo de vesiculas de GLUT4,
aumentando a fosforilagdo de AS160 nos musculos esquelético independente a
insulina em ratos e humanos através do AMPK (proteina quinase ativada por AMP)
(JESSEN et al., 2011).
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A AMPK é uma quinase que preserva a sobrevivéncia celular sob restricao
calérica ou alta demanda de energia, a regulagédo positiva do AMPK aumenta
significativamente a translocacdo de GLUT-4 e a captagdo muscular de glicose,
garantindo eficiéncia metabdlica e melhorando as respostas pds-prandiais de glicose
e insulina (JAKUBOWICZ et al., 2017).

Em resposta as contragbes musculares aumenta o consumo de energia,
elevagao do calcio celular, éxido nitrico, espécies reativas de oxigénio e AMP/ADP
como sinais de estresse, esse sinas ativam quinase e vias de sinalizacdo como da
AMPK, que contribui na fosforilagdo dos TBC1D1 e TC1D4, permitindo a
translocacao de GLUT4 ao mesmo tempo em que desativa as vias anabdlicas que
consomem o ATP, como a sintese de acidos graxos, a diminuicdo da malonil-CoA
permite o aumento da atividade da carnitina acil transferase 1, que aumenta a
eficiéncia do transporte de acidos graxos para as mitocdéndrias e consequente
oxidagao (PAULI et al., 2009; JESSEN et al., 2011).

A utilizacdo dos acil-CoA como fonte de energia em condi¢des basais €
limitada devido a funcédo inibitéria do produto acetil-CoA carboxilase, malonil-CoA,
em relacdo ao CPT1, as concentragdes de malonil-CoA durante o exercicio sao
reduzidas devido a acado do AMPK, que fosforila o ACC, inibindo a formacéao acil-
CoA em malonil-CoA, aumentando a oxidagao de acidos graxos durante o exercicio
(SPAULDING; YAN, 2022).

Exercicio aerdbico utiliza grandes grupos musculares onde a via energética
predominante é B oxidacdo, que quando realizado em intensidade e frequéncia
suficientes, esse tipo de exercicio resulta no aumento da aptidao cardiorrespiratoria
e reducgao do tecido adiposo em longo prazo (SIGAL et al., 2004; SPAULDING; YAN,
2022).

Durante o exercicio aerdbico, as fibras musculares oxidativas sdo recrutadas,
nelas s&o abundantes em enzimas oxidativas e mitocondrias, baixa abundéncia e
atividade de bombas de calcio consumidoras de energia no reticulo sarcoplasmatico.
Essas caracteristicas diminuem significativamente a demanda por ATP, contribui
para sua resisténcia a fadiga e permitir periodos prolongados de atividade de baixa a
moderada intensidade (LEBRASSEUR; WALSH; ARANY, 2011).
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3 HIPOTESE

O treinamento fisico aerébico modula a expressao de proteinas envolvidas na
via de sinalizagdo da insulina no musculo esquelético em ratos jovens de modo a

mitigar alteragbes metabdlicas causadas por dieta obesogénica materna.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do treinamento fisico aerébico sobre massas dos tecidos
adiposo e muscular, toleréncia a glicose e expressao de proteinas envolvidas na via
de sinalizagdo de insulina no musculo esquelético em prole jovem de ratos

submetidos a dieta obesogénica materna.

4.2 Objetivo Especifico

Protocolo 1

Nas maes:

1) Determinar a ingestao alimentar e peso corporal;

Na prole:

2) Analisar a tolerancia a glicose aos 60 dias de idade;

3) Medir massa de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal, dos musculos séleo,
EDL, tibial anterior e gastrocnémio e dos 6rgéos coragao, rins, figado e encéfalo
Protocolo 2

Investigar os efeitos do treinamento fisico aerdbico sobre e expressado génica de
proteinas envolvidas na via de sinalizagdo de insulina no musculo esquelético em
prole jovem de ratos submetidos a dieta obesogénica durante a gestagao e lactagao.
1) Medir a expressao génica das proteinas Akt, GSK3-B, e RP-S6 nos musculos

sbleo e EDL.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 PROTOCOLO 1

Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, vindos do Biotério de criagédo do
Departamento de Nutricdo da UFPE onde foram realizados todos os procedimentos.
Os animais foram mantidos em biotério de experimentagdo, com temperatura de
23°Cx2°C, em ciclo 12/12h e livre acesso a agua e alimentacao. O projeto seguiu as
normas do Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA), de
acordo com a lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, e com as normas internacionais
estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal n: 0069/2021
da UFPE (Anexo A).

Desenho experimental

Uma semana antes do acasalamento, as ratas (n=4) foram alimentadas com
dieta obesogénica HFHS + leite condensado em garrafa de alimentagdo, a
caracteristica hipercalorica e altamente palatavel (Leite Condensado Integral
camponesa, Lagoa da Prata, Minas Gerais, Brasil) (MARTIN-GRONERT et al, 2010).
ApoOs a primeira semana de alimentagao as ratas foram postas para acasalamento,
com a confirmagédo da prenhes, através do teste de esfregago vaginal com
constatagdo do espermatozoide na secregéo vaginal, caracterizando o dia zero da
gestacdo. A manipulacao dietética durou da semana anterior da gestacao até o final
da lactagédo da ninhada. Os filhotes foram desmamados no 22° dia pds-natal (DPN),
apos esse periodo os animais foram alimentados com dieta padrao de biotério. No
30° dia de vida da ninhada houve as divisdes dos grupos de acordo com a dieta e
exercicio fisico de forma aleatéria dentro do grupo de dieta que a mae fazia,
totalizando 2 grupos com 8 animais cada, sendo eles: Grupo Dieta Materna
Obesogénica (DMatOb+NTF; n=8) — filhotes de maes que receberam dieta
obesogénica no periodo perinatal e Grupo Dieta Materna Obesogénico Treinamento
Fisico (DMatOb+TF; n=8) — grupo experimental submetido ao exercicio aerdbico. No
dia 68° 69° de vida dos animais foi realizado o Teste de tolerancia a glicose (GTT)
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dos grupos DMOb+TF e DMatOb+NTF respectivamente. No 74° - 75° dia de vida os

animais treinados e sedentarios foram eutanasiados.

Figura 2 - Desenho experimental
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Dieta obesogénica

A manipulagédo dietética durou de duas semanas antes da gestacdo até o final da lactacdo da
ninhada. Apés desmame os animais serdo alimentados com dieta padrdo, no 30° dia de vida da
ninhada havera as divisbes dos grupos de acordo com a dieta e treinamento fisico. No 74° e 75° dia
de vida os animais DMatOb+TF e DMatOb+NTF foram eutanasiados, foi coletado o sangue, tecidos
adiposos e musculares para a realizagdo de avaliagdes.

Dieta obesogénica

A producdo da dieta obesogénica, ocorreu inicialmente com a mistura e
peneiracdo dos ingredientes secos buscando uma maior homogeneizagdo dos
ingredientes, em seguida e adicionado os produtos liquidos e pastosos, misturando
manualmente, sovando, e adicionado agua fervendo até chegar ao ponto da massa
€ passado o rolo para afinar, e cortado para colocar na forma de aluminio e levados
a estufa com circulacdo de ar seco por dois dias. Apds pronta e armazenada em
recipientes plasticos, sob refrigeragdo (SILVA, 2021).
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Tabela 1 — Composicao centesimal das dietas experimentais

Constituintes (%g9) AING93 (crescimento) Dieta obesogénica
Amido de milho 39,75 11,70
Amido dextrinizado 13,20
Racao comercial de biotério - 8,00
Biscoito maisena de - 5,00
chocolate
Farinha de soja 4,00
Caseina 20,00 20,00
Celulose 5,00 4,00
Oleo de milho - -
Oleo de soja 7,00 3,00
Banha - 5,30
Manteiga - 4,00
Margarina (85% lipidio) - 4,00
Creme de leite (20% lipidio) - 4,00
Acucar 10,00 22,00
Sais — mix mineral 3,50 2,50
Vitaminas 1,00 0,70
Colina 0,25 0,25
Metionina 0,30 0,25
BHT = 0,14mg 0,0014 0,0014
NaCl (39,34% de Na) - 0,30
Glutamato Monossdédico - 1,00
(12,3% de Na)
Calorias (g/100) 3,60 4,00

Tabela 2 - Composi¢ao de macronutrientes das dietas segundo o valor energético

total (VET)
DIETAS PROTEINA CARBOIDRATO LIPIDIO VET
(%kcal VET) (%kcal VET) (%kcal VET) (%Kcallg)
Obesogénica 18 43 39 4,0
(crescimento)
AING93 19 63 18 3,6

(crescimento)
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Tabela 3 - Composi¢ao de macronutrientes da dieta segundo o valor energético total

(VET)
Dieta PROTEINA  CARBOIDRATO LIPIDIO VET
(%kcal VET) (%kcal VET) (%kcal VET) (%Kcallg)
Nuvilab 25,9 63,4 10,6 3,39

Protocolo de exercicio fisico aerébico

Aos 30 dias de vida, os animais do grupo exercitado DMatOb+TF passaram
por um periodo de adaptagcdo a esteira. Apds adaptagcdo, os animais foram
submetidos a um teste incremental para avaliagcdo da fadiga, onde fizeram
progressao da velocidade em 0,1km/h a cada 3 minutos e a fadiga foram definidos
quando nao for possivel manter o ritmo da esteira por mais de 10 segundo
(BROOKS, 1978; RODRIGUES, 2007). Houve um dia de descanso e no dia seguinte
foi realizada a padronizagcado do exercicio a 60% do VO2 max, depois, a cada dez
dias foi refeito a padronizacéo para garantir a intensidade do exercicio moderado. O
protocolo foi realizado da seguinte forma: 5 minutos de aquecimento (velocidade
média de 0,3 a 0,4 quildbmetros por hora de exercicio), 50 minutos na velocidade
principal (velocidade média de 0,5 a 0,7 km/h no inicio e no final do treinamento do
protocolo) e 5 minutos de resfriamento (velocidade média de 0,3 a 0,4 km/h). O
protocolo de exercicio fisico aerdbico foi realizado até o dia 64° de vida entre as 8:00

a 14:00 nos dias da semana de segunda a sexta (SILVA, 2021).
ANALISES EXPERIMENTAIS
Massa corporal
As ratas gestantes tiveram o peso corporal aferido semanalmente por uma
balanca de alta precisdo digital (MARTE - Carga Maxima / Pesagem Minima

1010g/4g). Os filhotes tiveram o peso corporal aferido diariamente durante a
lactagao (1° ao 21° DPN), apoés este periodo o peso foi aferido semanalmente.
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Consumo Alimentar

Durante a gestacdo e lactacdo, o consumo alimentar foi realizado
semanalmente. O consumo foi determinado pela diferenca entre a quantidade de
dieta ofertada durante o inicio do ciclo escuro (08:00 h) e a quantidade de dieta
rejeitada 7 dias depois (LOPES DE SOUZA et al., 2008).

Protocolo do GTT

Foi realizado no dia 68° 69° de vida dos animais. Apos 12 horas de jejum e
uma coleta de sangue inicial no tempo 0, os animais receberam inje¢ao por via
intraperitoneal (i.p.) de solu¢do de glicose a 50% (2,0 g/Kg de peso corpéreo). A
glicemia foi medida através de um glicosimetro (Roche Diagnostics Corporation) nos
tempos (0, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos). Os dados obtidos foram utilizados para

calcular a area sob a curva.

Massas dos depdsitos de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal

O peso da gordura das ratas foi avaliado ao final da lactagéo para avaliagao
de obesidade gestacional. Posteriormente, aos 74-75 dias de vida os animais foram
eutanasiados por decapitacdo e os coxins de tecido adiposo branco epididimal e

retroperitoneal foram retirados, pesados e armazenados para analises.

Massa seca dos musculos séleo, extensor longo dos dedos (EDL),

gastrocnémio e tibial anterior

Aos 74-75 dias de vida foi realizada a eutanasia, o anestésico utilizado foi o
cetamina, os musculos foram isolados por incisdo dos tenddes proximais e distais
dos mesmos e colocados em estufa a 60 °C. Apds 72 horas, os musculos foram
pesados e os valores expressos foram normalizados pelo comprimento do osso da

tibia do animal.
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5.2 PROTOCOLO 2

Foram utilizadas ratas wistar e colocadas para acasalar na proporgao de duas
fémeas para um macho. Com a confirmagao da prenhes, as ratas prenhas foram
divididas em dois grupos de acordo com a suas dietas Controle DMatCtrl (n=8) que
recebeu dieta de biotério e o grupo DMatOb (n=8) e foram alimentadas da gestagao
até o fim da lactagdo. Apds o desmame a prole macho recebeu a dieta controle até o
fim do experimento. Nos dias 26°, 27° e 28° de vida os animais foram submetidos a
um teste incremental até a fadiga, ao qual todo sabado era refeito para a
manutencgao da intensidade, os animais € ndo conseguirdo terminar o teste, foram
para o grupo sedentario formando 4 grupos Controle ndo Treinado (DMatCtrl+NTF;
n=5); Controle Treinado (DMatCtrl+TF; n=5); DMatOb+NTF (n=8) e
DMatOb+TF(n=8). Apds 2 dias de descanso, os animais treinados DMatCtrl+TF e
DMatOb-TF realizaram o protocolo até 60 dias de vida, no qual ocorreu a eutanasia
para coleta de tecidos. Foi coletado o tecido muscular para analisar a expressao das
proteinas Akt, GSK-3p, RPS6 através do Western-Blotting.

Analises molecular

Western Blotting

As amostras de musculos esquelético foram homogeneizados em tampao de
extragcdo (100 mM Tris base, pH 7,5, 10 mM EDTA; 100 mM fluoreto de sddio; 10
mM pirofosfato de sédio; 10 mM ortovanadato de sbédio; 2 mM
fenilmetilsulfonilfluoreto — PMSF; 0,01 mg/mL aprotinina), a 4 °C, por 30 segundos.
Apés homogeneizagao, Triton-X-100 a 1% foi adicionado e as amostras foram
incubadas por 30 minutos a 4 °C. Foi separado e 5 pL foram utilizados para a
determinacao do conteudo total de proteinas pelo método de Bradford (1976).

A reacado é colorimétrica e a absorbancia foi determinada a 595 nm no
espectrofotdmetro. Os resultados de absorbancia obtidos foram utilizados no calculo
da equacdo da reta de uma curva padrdo de albumina sérica bovina. Para
elaboracdo da curva padrdao de proteinas, foram utilizadas as seguintes
concentragcdes (mg/mL) de albumina: 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,062.

Quantidades iguais (25 a 40 ng) de proteinas de cada amostra foram diluidas



30

em tampao Laemmli contendo ditiotreitol (DTT) a 1 M. As proteinas foram separadas
de acordo com o peso molecular utilizando a técnica de eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida. Apos a separagao, as proteinas do gel foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. Posteriormente, as liga¢gdes inespecificas foram
bloqueadas incubando-se a membrana em solugéo salina (TBST) contendo 10 mM
Tris, pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20, por 2 horas, contendo albumina na
concentracao final de 5% e a temperatura de 4 °C.

As membranas foram lavadas por 3 vezes (7 minutos cada) com solugao
salina (TBST) e entdo incubadas com anticorpo primario especifico por 4 horas a
temperatura de 4 °C em solugdo basal contendo albumina a 5%. Em seguida, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario ligado a uma peroxidase,
em solugdo salina (TBST), contendo albumina na concentragao final de 5%, a
temperatura ambiente, por 1 hora. As membranas foram lavadas novamente e entao
incubadas com solugdo contendo substrato para a peroxidase ligada ao anticorpo
secundario e um amplificador quimioluminescente por dois minutos. A luminescéncia
foi detectada pelo equipamento de captura de imagens ChemiDoc (Biorad). As
bandas foram quantificadas por densitometria o6tica utilizando programa Image J
1.37 (NIH, Wayne Rasband, Bethesda, Maryland, Estados Unidos,)
(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Para a normalizacdo dos conteudos das proteinas de interesse, o valor obtido
foi corrigido pela quantidade total de proteinas de cada amostra colocada no gel,
conforme indicada pela coloragdo de Ponceau, e o valor sera entao relativizado ao
grupo controle. A técnica de Western Blotting esta descrita seguindo o protocolo do
laboratério (VASCONCELOS et al., 2019).

Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média e erro padrao da média. O teste de
normalidade utilizado foi o Shapiro-Wilk. Para comparar dados paramétricos do
protocolo 1 foi utilizado o teste t de student, e para o protocolo 2, a analise de
variancia ANOVA two-way seguido do teste de comparagées multiplas Bonferroni
tendo como fatores a dieta e o treinamento fisico aerdbico. Os resultados foram

considerados estatisticamente significantes para valores com alfa de 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 PROTOCOLO 1

Descrigao da ingestao alimentar e peso corporal materno das ratas que

receberam dieta obesogénica materna

As ratas foram alimentadas uma semana antes do periodo de acasalamento
até o fim da lactagdo por uma dieta obesogénica com a presenga de leite
condensado em uma garrafa. As medigdes do consumo foram realizadas
semanalmente entre a primeira semana da gestacao até o fim da lactacdo. A média
do consumo das ratas foi calculada, na primeira semana gestacional a média do
consumo foi de 57,3 g; segunda semana gestacional foi consumida 77,3 g; na
terceira semana gestacional foram consumidas 69,5g; sendo essa a ultima semana
gestacional, durante a primeira semana de lactacdo a média consumida foi de 72,1
g, na segunda semana de lactagao foram consumidos 96,6 g, na terceira semana
lactacéo 90,3 g.

O consumo do leite condensado pelas ratas. Na primeira semana gestacional,
a média do consumo foi de 72,5 ml; segunda semana gestacional foi consumida
92,75 ml; na terceira semana gestacional foram consumidos 97,5 ml; sendo essa a
ultima semana gestacional, durante a primeira semana de lactacdo a média
consumida foi de 86 ml, na segunda semana de lactagdo foram consumidas 45 ml,
na terceira semana lactagao 27 ml, e no periodo de 4 dias para encerrar a lactagao
foi consumido 19,75 ml.

O peso corporal das ratas foi aferido semanalmente. A média do peso
corporal materno das ratas apds acasalamento foi de 230,5g; primeira semana
gestacional os peso médio das ratas foi 243g; na segunda semana gestacional o
peso médio foi 265,25¢g, a ultima semana gestacional o peso médio das ratas foi
300,5g; durante a primeira semana de lactacdo o peso médio das ratas foi 267,5g,
na segunda semana lactagéo o peso médio das ratas foi 252,759, durante a terceira
semana de lactagdo o peso médio foi 255¢, e no dia da eutanasia as ratas estavam

com peso médio de 252,75g.
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PROLE

A ingestao alimentar e peso corporal da prole

Foi medido o peso da prole dos 24 dias até 72 dias de vida para os grupos
que realizaram exercicio aerobico e grupo sedentario. Os animais do grupo
DMatOb+TF tiveram o peso corporal maior em comparagéo ao grupo DMatOb+NTF.
(Figura 3).

Figura 3 - Peso corporal da prole dos dois grupos experimentais investigados.
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Grupos estudados: prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica, Grupo Dieta Materna

Obesogénica (DMatOb+NTF; n=8); prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica e

submetido ao treinamento fisico, Grupo Obesogénico Treinamento Fisico (DMatOb+TF; n=8). Os

resultados estdo apresentados como média + EPM de seis animais por grupo e foram analisados

utilizando ANOVA two way e o pos-teste de Bonferroni.

Teste de tolerancia a glicose apds treinamento

Foi realizado o teste de tolerancia a glicose aos 68 e aos 69 dias de idade dos
animais treinados e sedentarios, respectivamente, apds 4 dias do fim do
treinamento. N&o houve diferenga significativa entre os animais dos grupos
DMatOb+TF e DMatOb+NTF (figura 4).
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Figura 4 - Teste de tolerancia a glicose apos protocolo de treinamento dos dois

grupos experimentais investigados
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Grupos estudados: prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica, Grupo Dieta Materna
Obesogénica (DMatOb+NTF; n=8); prole de méaes alimentadas com a dieta obesogénica e
submetido ao treinamento fisico, Grupo Obesogénico Treinamento Fisico (DMatOb+TF; n=6). Os
resultados estdo apresentados como média + EPM de seis animais por grupo e foram analisados
utilizando ANOVA two way e o pos-teste de Bonferroni.

Massas dos depodsitos de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal

Foram pesados os depdsitos de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal
dos animais. Nao houve diferenga significativa na massa de tecido adiposo

epididimal e tecido retroperitoneal entre os animais entre os grupos (Figura 5).
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Figura 5 - Massa dos depdésitos de tecido adiposo epididimal e do tecido adiposo

retroperitoneal dos dois grupos experimentais investigados
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Grupos estudados: prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica, Grupo Dieta Materna
Obesogénica (DMatOb+NTF; N=8); prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica e
submetido ao treinamento fisico, Grupo Obesogénico Treinamento Fisico (DMatOb+TF; N=8). Os
resultados estdo apresentados como média + EPM de seis animais por grupo e foram analisados
utilizando ANOVA two way e o pos-teste de Bonferroni.

Massa dos musculos séleo, extensor longo dos dedos (EDL), gastrochnémio e

tibial anterior

Foram pesados os musculos para determinagdo da massa seca e Umida dos
musculos séleo, EDL, gastrocnémio e tibial anterior. Nao foi observada diferenga
significativa entre o grupo treinado em comparagéao ao grupo sedentario referente a
massa umida dos musculos soéleo, EDL, gastrocnémio e tibial anterior (Figura 6). Ja
0 peso seco, houve aumento significativo nos musculos, EDL (DMatOb+TF=0,0112,
vs DMatOb+NTF=0,008 erro padrdo da média: 0.003792 + 0.001206), soleo
(DMatOb+TF=0,083, vs DMatOb+NTF=0,059 erro padrdo da média: 0.001758 =
0.0006814) e tibial anterior (DMatOb+TF=0,329, vs DMatOb+NTF=0,034 erro padrao
da média: 0.006342 + 0.002413) do grupo DMatOb+TF comparado ao controle
(Figura 7).
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Figura 6. Massa do musculo EDL, s6leo, gastrocnémio e tibial anterior dos dois

grupos experimentais investigados.
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Grupos estudados: prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica, Grupo Dieta Materna
Obesogénica (DMatOb+NTF n=8); prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica e submetido
ao treinamento fisico, Grupo Obesogénico Treinamento Fisico (DMatOb+TF n=8). Os resultados
estdo apresentados como média + EPM de seis animais por grupo e foram analisados utilizando o
teste t de student.
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Figura 7 Massa seca do musculo EDL, sdéleo, gastrocnémio e tibial anterior dos dois

grupos experimentais investigados.
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Grupos estudados: prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica, Grupo Dieta Materna
Obesogénica (DMatOb+NTF; N=8); prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica e
submetido ao treinamento fisico, Grupo Obesogénico Treinamento Fisico (DMatOb+TF; N=8). Os
resultados estdo apresentados como média + EPM de seis animais por grupo e foram analisados
utilizando ANOVA two way e o pos-teste de Bonferroni.

Massa dos 6rgaos

Foram pesados os 6rgaos encéfalo, coracdo, figado e rim. Foi observado que
0s animais do grupo treinamento tiveram um aumento da massa do encéfalo
(DMatOb+TF=1,931, vs DMatOb+NTF=1,654 erro padrao da média: 0.2771 +

0.07824) e peso do rim (DMatOb+TF=1,4546, vs DMatOb+NTF=1,243 erro padréo
da média: 0.2764 + 0.1027), quando comparados com o grupo sedentarios (Figura
8).
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Figura 8 Peso dos 6rgaos encéfalo, coracgao, figado e rim dos dois grupos

experimentais investigados.
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Grupos estudados: prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica, Grupo Dieta Materna
Obesogénica (DMatOb+NTF; N=8); prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica e
submetido ao treinamento fisico, Grupo Obesogénico Treinamento Fisico (DMatOb+TF; N=8). Os
resultados estdo apresentados como média + EPM de seis animais por grupo e foram analisados
utilizando ANOVA two way e o pos-teste de Bonferroni. Os valores sédo representados como média +
erro padrao da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado para os 6rgéos o
p* Encéfalo (p*=0,0033), Coracéo (p*=0,1518), Figado (p*=0,1585) Rim (p*=0,0176).

6.2 PROTOCOLO 2

Foi observado que o consumo do grupo dieta materna obesogénica foi menor
comparado ao grupo controle, apesar disso, a primeira semana o consumo do leite
foi maior nas primeiras semanas do que a ragao hiperlipidica. As ratas do grupo
DMatOb teve o peso maior durante a gestagao do que o grupo controle (DMatCtrl), o
ganho de peso foi acompanhado por maior peso de tecido adiposo. Foi observado
as maes do grupo DMatOb tiveram maiores niveis de glicose no sangue comparado

as maes do grupo DMatCtrl ultima semana de lactagéao.

Expressao de proteina Akt, GSK-33 e RPS6

Foi analisada a expressado das proteinas Akt e GSK-3B no musculo EDL, e

Akt e RPS6 no musculo séleo. Nao foi observada diferenca na expressao de Akt
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total no musculo EDL na prole com dieta materna obesogénico comparada aos
animais que as maes foram alimentadas com dieta controle (Figura 9). Ja a
expressao da proteina GSK3p foi observada aumentada nos grupos que realizaram
o protocolo de treinamento fisico quando comparado aos animais ndo realizaram
(Figura 9).

Figura 9 - Expressao de proteina Akt, GSK-3 e RPS6 total nos musculos EDL dos

quatro grupos experimentais investigados.
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Grupos estudados: prole de maes alimentadas com a dieta padrdo e ndo submetido ao treinamento
fisico, Grupo Dieta Materna Controle (DMatCtrI+NTF; N:5); prole de maes alimentadas com a dieta
padrao e submetido ao treinamento fisico Grupo Dieta Materna Controle e Treinamento Fisico
(DMatCtrl +TF; N=5); prole de maes alimentadas com a dieta obesogénica, Grupo Dieta Materna
Obesogénica (DMatOb+NFT; N:8); prole de mées alimentadas com a dieta obesogénica e
submetido ao treinamento fisico, Grupo Obesogénico Treinamento Fisico (DMatOb+TF; N:8). Os
resultados estdo apresentados como média + EPM de seis animais por grupo e foram analisados
utilizando ANOVA two way e o pos-teste de Bonferroni.

No musculo séleo, também nao foi observado diferenca significativa entre os
grupos analisados. Apenas, o conteudo de RPS6 total no grupo Dieta Materna
Controle e Treinamento Fisico (DMatCtr+TF) foi menor em relagéo ao grupo controle
que nao realizou o TF (DMatCtrl+NTF) (Figura 10).
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Figura 10. Conteudo da proteina Akt total e RPS6 total nos musculos séleo dos

quatro grupos experimentais investigados.
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Grupos estudados: prole de maes alimentadas com a dieta padrdo e ndo submetido ao treinamento
fisico, Grupo Dieta Materna Controle (DMatCtrl+NTF; N:5); prole de maes alimentadas com a dieta
padrao e submetido ao treinamento fisico Grupo Dieta Materna Controle e Treinamento Fisico
(DMatCtri+TF; N:5); prole de méaes alimentadas com a dieta obesogénica, Grupo Dieta Materna
Obesogénica (DMatOb+NFT; N:8); prole de mées alimentadas com a dieta obesogénica e
submetido ao treinamento fisico, Grupo Obesogénico Treinamento Fisico (DMatOb+TF; N:8). Os
resultados estdo apresentados como média + EPM de seis animais por grupo e foram analisados
utilizando ANOVA two way e o pOs-teste de Bonferroni.
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7 DISCUSSAO

Diante dos resultados obtidos nesse experimento, observou-se que o0s
animais do grupo no qual as maes foram expostas a dieta obesogénica nao tiveram
acumulo de gordura aos 74 e 75 dias de vida, porém, quando treinados esses
animais tinha um aumento da massa magra dos musculos EDL, séleo e tibial
anterior aliado a maior expressao de GSK-3f total no musculo EDL.

O objetivo do trabalho foi investigar os efeitos do treinamento fisico aerébico
sobre massas dos tecidos adiposo e muscular, tolerancia a glicose e a atividade e
expressdo génica de proteinas envolvidas na via de sinalizagdo de insulina no
musculo esquelético em prole jovem de ratos submetidos a dieta obesogénica
durante a gestacdo e lactagdo, periodo este descrito como critico no
desenvolvimento fetal.

A aplicacado de uma dieta hipercaldrica, como a dieta obesogénica, € o
modelo mais aproximado da sociedade humana onde as escolhas mais saudaveis
sao substituidas por alimentos mais praticos, com alta densidade energética e
palatavel. A associagao dessa dieta juntamente com o menor gasto energético leva
ao aumento da massa adiposa. O presente trabalho mostrou que as ratas
alimentadas com a dieta obesogénica obtiveram um aumento progressivo de peso
associado ao acumulo de gordura retroperitoneal apds 8 semanas de consumo.

No estudo realizado por Masi et al. (2017) foi avaliado os efeitos da HDF e
HFHS durante 8 semanas. Um grupo dos ratos recebeu junto a dieta leite
condensado, numa garrafa separada (Masi et al. 2017). Como resultado do consumo
dieta controle mais leite condensado e dieta hiperlipidica em comparagdo com o
controle sem leite condensado promoveu um aumento acentuado no peso corporal
(aumento de 4,8 vezes e 5,3 vezes, respectivamente) durante o periodo
experimental. A dieta hiperlipidica mais leite condensado levou a um aumento mais
pronunciado (em 9,3 vezes), a mesma dieta foram responsaveis por um aumento do
tecido adiposo visceral de 2 até 3 vezes (Masi et al. 2017). Isso mostra a capacidade
desta dieta aliada ao leite condensado de gerar um aumento no peso corporal.

Sabe-se que a dieta obesogénica materna leva a prole a resisténcia a insulina
(FERNANDEZ-TWINN; OZANNE, 2006). Em nosso estudo, a duragao a exposi¢ao a
dieta obesogénica foi de 2 semanas antes da prenhes até o fim da lactagéo, aos 21

dias de vida da prole, foi realizado o GTT para avaliar a sensibilidade a glicose dos
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ratos com 60 dias, foi demostrado nenhuma diferenga significativa na resposta da
insulina dos animais DMatOb+TF em relagdo aos DMatOb+NTF.

O TF aerdbico esta relacionado a melhoria na capacidade aerdbica, na
funcdo cardiovascular e na regulagdo metabdlica, para TF aerdbico seja eficiente em
induzir a hipertrofia muscular depende de estimulagdo necessaria da intensidade de
exercicio, duragao e frequéncia para acentuar a hipertréfica (KONOPKA; HARBER,
2014). Nosso resultado de mostrou que o protocolo de treinamento fisico aerobio, 5
vezes na semana, com uma duragao de 50 min e intensidade de 60% do VO2 max,
levou o grupo DMatOb+TF a ter um aumento da massa seca dos musculos EDL,
séleo, tibial anterior. Apesar disso, ndao houve diferenga significativa na massa
adiposa entre grupos. A limitagdo do nosso estudo se deve ao fato de n&o termos
grupo dieta controle, assim n&o podemos tirar mais conclusdes sobre uma possivel
resisténcia de utilizacdo de gordura como fonte de energia.

No protocolo 2 de nosso estudo foi avaliado a expressao de proteinas da via
de sinalizagdo da insulina no musculo esquelético da prole exposta a dieta
obesogénica durante a gestacdo e lactacdo. A expressdo de GSK3B total no
musculo EDL foi aumentada mostrando uma maior atividade da via glicolitica. O
GSK3pB esta relacionada sobrevivéncia e/ou proliferacdo de células cancerigenas
exercendo um efeito negativo na neurogénese do hipocampo, bem como depresséo
(SOUSA et al., 2021; GLAVIANO et al., 2023).

No musculo soleo a expressao de RPS6 total no grupo DMC+TF foi menor
em comparagao ao grupo DMatOb, a proteina RPS6 &€ mecanismo regulador da
proteina ribossdbmica S6, quando fosforilada RPS6 esta relacionada com aumento
da sintese proteica e uma maior atividade de Akt (MANDA; MAESTA; BURINI,
2010).
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8 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a dieta obesogénica ofertada as ratas
durante a gestacdo e lactacdo foi capaz de afetar o metabolismo da prole, e o
treinamento fisico aerdbico demostrou ser uma promissora estratégia no controle da
composi¢ao corporal dos ratos expostos a dieta obesogénica materna. No musculo
EDL, a expressao génica da proteina GSK-3B € mecanismo molecular que esta

associado ao fendtipo, porém, ainda mais estudos sao necessarios.
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GLOSSARIO

Atividade fisica: Qualquer movimento corporal produzido pelos musculos
esqueléticos, que resulta em gasto energético maior que os niveis de repouso.
(CASPERSEN et al., 1985)

Exercicio fisico: E uma atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva que tem
por objetivo a melhora e a manutengcdo de um ou mais componentes da aptidao
fisica (CASPERSEN et al., 1985).

Treinamento fisico: E um conjunto de procedimentos de indugdo de sobrecarga que
perturba a homeostase corporal e produzir fadiga aguda, objetivando a melhora do
desempenho fisico, se as sessdes de treinamento forem realizadas
sistematicamente com periodos de recuperacado adequados (TEIXEIRA-COELHO et
al., 2017).
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