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RESUMO

O desbalancgo nutricional e a inatividade fisica emergem como as principais causas
de doengas associadas ao sobrepeso e obesidade. Estudos demonstram que o
consumo materno de dieta com alto teor de gordura altera o crescimento hepatico e
aumenta o estresse oxidativo. O objetivo deste trabalho foi avaliar as influéncias da
atividade fisica voluntaria materna durante periodos criticos do desenvolvimento,
sobre o metabolismo hepatico da prole submetida a uma dieta hiperlipidica do
periodo pés-desmame a fase adulta jovem. Para isto, 13 ratas da linhagem Wistar
foram colocadas individualmente em gaiolas de atividade fisica voluntaria (GAFV)
por um periodo de 30 dias, para a adaptagao, recebendo dieta de laboratério
(LABINA®). Apos esse periodo, as ratas foram classificadas em trés grupos
experimentais: inativo, ativo e muito ativo. Apds a classificagdo, as ratas foram
acasaladas, e quando detectada a presengca de espermatozoide na cavidade
vaginal, os animais foram recolocados individualmente nas GAFV. Os
cicloergbmetros foram travados ao 14° dia pos-natal. Pés desmame, as proles foram
divididas em dois grupos, de acordo com a dieta ofertada. Os animais receberam
dieta LABINA (controle) ou hiperlipidica (dieta ocidentalizada) até atingirem a idade
de realizacdo do protocolo experimental. Aos 70 dias de vida, os animais foram
decapitados por guilhotina para a remogao do tecido hepatico. Posteriormente, foi
avaliada a massa corporal total, do tecido hepatico e atividade de enzimas chaves
das principais vias bioenergéticas: fosfofrutoquinase 1 (PFK1), glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), B-hidroxyacil-CoA desidrogenase (3-HAD), citrato sintase,
e acido graxo sintase (FAS). Nossos resultados ndo mostraram diferengas
significativas entre os grupos em relagdo a massa corporal total e do figado. No
entanto, ao analisarmos a atividade enzimatica da PFK foi observado aumento na
prole de ratas ativas (7,32 + 0,8 nmol/min/mg de proteina, n=6, p<0,0001) e na prole
de ratas muito ativas (14,35 + 2,57 nmol/min/mg de proteina, n=5, p<0,0001) quando
comparadas com os animais de ratas sedentarias (3,91+0,29 nmol/min/mg de
proteina, n=4). Observamos também, aumento na atividade da G6PDH na prole de
ratas muito ativas (76,6 £ 1,8 nmol/min/mg de proteina, n=4, p<0,05) quando
comparados com a prole de ratas sedentarias (42,12 £ 3,49 nmol/min/mg de
proteina, n=4). A atividade da B-Had foi maior na prole de ratas muito ativas
(0,21+£0,05 nmol/min/mg de proteina, n=6, p<0,0001) quando comparado com a
prole de ratas sedentarias (0,03 + 0,009 nmol/min/mg de proteina, n=4). De forma
contraria, observamos redugao na atividade da acido graxo sintase na prole de ratas
ativas (0,06 + 0,01 nmol/min/mg de proteina, n=7, p<0,0001) e nos animais de prole
muito ativas (0,01 £ 0,007 nmol/min/mg de proteina, n=7, p<0,0001) quando
comparados com a prole de ratas sedentarias (0,12 + 0,01 nmol/min/mg de proteina;
n=4). Em relacdo a atividade do ciclo de Krebs, foi observado um aumento na
atividade da citrato sintase na prole de ratas muito ativas (33,35 + 2.9 nmol/min/mg
de proteina, n=5, p<0,05) quando comparados com a prole de ratas sedentarias
(20,73 £ 1,01 nmol/min/mg de proteina; n=5). Assim, os resultados sugerem que 0s
beneficios da atividade fisica voluntaria materna sao repassados para a
descendéncia mesmo quando a ela é imposto um insulto nutricional.

Palavras—chave: Atividade fisica. Metabolismo energético. Dieta rica em gordura.
Figado.



ABSTRACT

Nutritional imbalance and physical inactivity emerge as the main causes of diseases
associated with overweight and obesity. Studies have shown that maternal
consumption of a high-fat diet alters liver growth and increases oxidative stress. The
objective of this study was to evaluate the influence of voluntary maternal physical
activity during critical periods of development on the hepatic metabolism of offspring
submitted to hyperlipidic diet from the post-weaning period to the young adult stage.
For this, 13 Wistar rats of were placed individually in voluntary physical activity cages
(VPAC) for a period of 30 days, for adaptation, receiving standard laboratory diet
(LABINA®). After this period, the rats were classified on three experimental groups:
inactive, active and very active. After the classification, the rats were mated, and
when the presence of spermatozoa was detected in the vaginal cavity, the animals
were individually reassembled in the VPAC. The cycle ergometers were locked at the
14" postnatal day. After weaning, the offspring were divided into two groups,
according to the diet offered. The animals received LABINA® (control) diet or
hyperlipidic (Westernized diet) until reaching the age of experimental protocol. At 70
days of age, animals were decapitated by guillotine to remove hepatic tissue.
Subsequently, total body mass, liver tissue and key enzyme activity of the main
bioenergetic pathways were evaluated: phosphofructokinase 1 (PFK1), glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PDH), B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-HAD),
citrate synthase, and fatty acid synthase (FAS). Our results showed no significant
difference between the groups in relation to total body mass and liver. However, we
verified greater PFK-1 activity in the offspring of active rats (7.32+0.8 nmol/min/mg
protein, n= 6, p<0.0001) and very active offspring (14.35 £ 2.57 nmol/min/mg protein,
n= 5, p<0.0001) when compared to the animals of sedentary rats (3.91 + 0.29
nmol/min/mg protein, n = 4). We also observed G6PDH activity increase in the
offspring of very active rats (76.6 = 1.8 nmol/min/mg protein, n=4, p<0.05) when
compared to the sedentary rats offspring (42.12 £ 3.49 nmol/min/mg protein, n=4). 3
-Had activity was higher in the offspring of very active rats (0.21 £ 0.05 nmol/min/mg
protein, n=6, p<.0001) when compared to the offspring of sedentary rats (0.03 %
0.009 nmol/min/mg protein, n=4). In contrast, we observed a reduction on the fatty
acid synthase activity in the offspring of active rats (0.06 + 0.01 nmol/min/mg of
protein, n= 7, p<0.0001) and very active offspring (0.01 £ 0.007 nmol/min/mg protein,
n= 7, p<0.0001) when compared to the offspring of sedentary rats (0.12 £ 0.01
nmol/min/mg protein, n=4). In relation to Krebs cycle activity, it was observed an
increase on the citrate synthase activity in the offspring of very active rats (33.35 *
2.9 nmol/min/mg protein, n= 5, p<0.05) when compared to the offspring of sedentary
rats (20.73 £ 1.01 nmol/min/mg protein, n= 5). Thus, the results suggest that the
benefits of voluntary maternal physical activity are passed on to offspring even when
it is imposed a nutritional insult.

Keywords: Physical activity. Energy metabolism. High fat diet. Liver.
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1 INTRODUGAO

A preferéncia por alimentos palataveis, ricos em carboidratos simples e
gordura economicamente favoraveis, e a baixa procura por alimentos de origem
animal e outros como raizes e graos, define o padréo alimentar mundial, direcionado
a maior obtencdo de energia através de alimentos ricos em gordura
(DREWNOWSKI; POPOKIN, 1997). A medida que a transi¢do nutricional cresce,
concomitante a ela aumentam-se as doencas crénicas nao transmissiveis
(POPOKIN, 2015).

O desbalango nutricional e a inatividade fisica emergem como as causas das
doencgas associadas ao sobrepeso e obesidade. Dentre elas destaca-se a diabetes
mellitus tipo Il, que esta associada ao aumento da deposigdo de gordura no figado,
levando a disfungdo hepatica (TIRAPEGUI, 2003; YKI-JARVINEN, 2015). Os
mecanismos para tais altera¢des ainda nao sao totalmente elucidados, mas podem
ser decorrentes de estimulos ambientais (fendtipo) que repercutem no
desenvolvimento dos sistemas organicos (genoétipo) durante periodos criticos do
desenvolvimento, de forma persistente (LEANDRO et al., 2009).

A atividade fisica durante gestacao e lactagdo, surge como um importante
componente no combate ao aumento da prevaléncia de diabetes e obesidade
(STANFORD, 2015). Estudos com camundongos demonstraram que a atividade
fisica materna é capaz de atenuar o volume de massa gorda e os niveis de leptina
em seus descendentes (SHELDON et al., 2016; FERRARI et al., 2018), além disso a
atividade fisica materna durante a gestacédo parece ser capaz de induzir na prole
maior propensao para um estilo de vida ativo, sendo assim, um importantes fator
para o combate da inatividade fisica e obesidade (ECLARINAL et al., 2016).

Diante disto, nosso trabalho teve como proposta avaliar as influéncias da
atividade fisica voluntaria materna durante periodos criticos do desenvolvimento,
sobre 0 metabolismo hepatico da prole submetida a uma dieta hiperlipidica pos-
desmame a fase de adulto jovem, na tentativa de entender se os efeitos benéficos
da atividade fisica voluntaria materna sao transmitidos aos seus descendentes, e se
sdo capazes de tornar o animal mais resistente a fatores externos, como por

exemplo, um insulto nutricional.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRANSIGAO NUTRICIONAL

A implementacao de politicas socioeconémicas no Brasil teve como objetivo
reduzir a desigualdade social e a fome (FREITAS, 2014). Entretanto, o aumento no
consumo de alimentos ultra processados, altamente caldricos e de baixa qualidade
nutricional, associado a um estilo de vida sedentario, acarretaram em menor
dispéndio energético e aumento da massa corporal. Por consequéncia, houve um
rapido declinio da desnutricdo e um vertiginoso aumento na prevaléncia de

sobrepeso e obesidade na populagao brasileira (POPOKIN, 2001).

Uma provavel consequéncia das mudangas no comportamento alimentar, € o
aumento na incidéncia de doencgas crénico-metabdlicas, uma vez que a deficiéncia
de micronutrientes continuam sendo um problema de saude nos paises em
desenvolvimento (CAl, 2014). Doengas cardiacas e diabetes est&do relacionadas ao
frequente desequilibrio energético entre o consumo de alimentos ricos em energia e
a reducgao do gasto fisico diario, caracteristicas que sao cada vez mais comuns na

populacao de paises em desenvolvimento (MAIRE, 2002).

Os resultados da Pesquisa de Orgamento Familiar (POF), responsavel por
caracterizar o perfil nutricional da populagcdo brasileira em 2008-2009, indicaram
mudangas no padrdo alimentar da populagcdo. O consumo de gordura saturada
cresceu em relagao ao de proteinas (IBGE, 2010). Em uma pesquisa realizada por
Carvalho (2013), ratas fémeas da linhagem Wistar foram submetidas a uma dieta
baseada na POF, durante a gestacdo e lactagdo. Como resultado, os animais
tiverem seu desempenho reprodutor afetado, assim como o crescimento e
desenvolvimento de seus filhotes. Além disso, o uso de dieta ocidentalizada com
altos teores lipidicos no inicio da vida pode alterar a homeostase da glicose,
aumentando o risco de desenvolvimento de diabetes e alteracdo no metabolismo
lipidico, caracterizando riscos de disturbios metabdlicos na idade adulta
(CAVALCANTE et al., 2014).
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2.2 FIGADO E DIETA HIPERLIPIDICA

O figado, maior viscera do corpo humano, esta localizado na regido superior
direita da cavidade abdominal, correspondendo a aproximadamente 3% da massa
corporal total (ABDEL-MISIH; BLOOMSTON, 2010). Ele € um 6rgdao de suma
importancia para diversas fungdes fisiologicas essenciais. O papel do figado no
controle do metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios é enfatizado na
homeostase de lipideos e colesterol, deposi¢cao de glicose na forma de glicogénio
(quando o aporte energético € maior que o despendido), e biodisponibilidade de
glicose em durante a privagdo energética e na formagdo de ureia e proteinas
plasmaticas (TREFTS; GANNO; WASSERMAN, 2017).

A doenga hepatica gordurosa nao alcoolica é a causa mais comum de doencga
hepatica e esta relacionada ao acumulo progressivo de gordura no figado, de forma
cronica (LOOMBA; SANYAL, 2013). A hiperatividade da lipogénese hepatica
(producgao de lipidios a partir de carboidrato e proteina) esta associada ao disturbio
do acumulo excessivo de gordura (SANDERS; GRIFFIN, 2016). Isso sugere que n&o
sO os lipideos, mas também o carboidrato em excesso, pode modular a deposicéo
lipidica no figado (SILVA-SANTI et al. 2016).

O acumulo de metabdlitos toxicos derivados de triglicérideos em tecidos
ectopicos como o figado, resultando em lipotoxicidade seguido de ativacédo de vias
inflamatdrias, disfuncdo celular e apoptose, resultando na doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (CUSI, 2012). A prevaléncia da DHGNA é maior
em populagdes com disfungdes metabdlicas preexistentes, como obesidade e
diabetes tipo Il. Com a crescente epidemia de sobrepeso e obesidade, a prevaléncia
e o impacto da DHGNA continuam aumentando, e tornando-se a causa mais comum
de doencga hepatica avangada para as proximas décadas (VERNON; BARANOVA;
YOUNOSSI, 2011).

Estudos com camundongos C57BL/6 demonstraram que o consumo materno
de dieta com alto teor de gordura alterou o crescimento hepatico e aumentou o
estresse oxidativo, o que pode contribuir para a desregulacdo da homeostase do
colesterol de seus descendentes (KIM, 2016). Carmiel-Haggai e colaboradores

(2005) observaram que uma dieta rica em gordura leva a progressédo da DHGNA em
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ratos obesos. Além disso, estudos relatam que pacientes com DHGNA apresentam
maior risco para o desenvolvimento de aterosclerose, mortalidade cardiovascular e
mortalidade geral em comparagdao com a populagdo em geral (PERAZZO;
POYNARD; DUFOUR, 2014). Ademais, sabe-se que 0 consumo excessivo de
lipideos desde os periodos iniciais da vida induz DHGNA (HUANG et al., 2016).

2.3 ATIVIDADE FiSICA

A atividade fisica € definida como todo movimento articular gerado pela agao
do musculo esquelético, que promove aumento da necessidade caldrica acima do
gasto energético em repouso (CASPERSEN, 1985). Ao longo do desenvolvimento
humano observou-se que ser fisicamente ativo € um dos principais pilares para uma
vida saudavel, por outro lado, a inatividade fisica esta associada com aumento da
morbidade e mortalidade associadas ao estilo de vida sedentario. Assim, ser
fisicamente ativo é essencial para a manutencdo da integridade e fungdes
fisiolégicas ao longo da vida (HARRIDGE; LAZARUS, 2017).

A atividade fisica atua sobre o metabolismo de repouso, visto que afeta uma
série de horménios que controlam a taxa metabdlica e a fome. Com isso, a atividade
fisica tem a capacidade de influenciar na ingestdo alimentar (CARTER, 2012;
MUNIZ, 2014). Recomenda-se que mulheres gestantes e puérperas saudaveis
pratiquem atividade fisica aerdbica regularmente ao menos 150 minutos por semana
(na maioria dos dias ou todos os dias) em intensidades que podem variar de
moderada a vigorosa (FERRARI; GRAF, 2017).

Evidéncias sugerem que a atividade fisica materna esta relacionada a
melhorias nos parametros metabdlicos a longo prazo na prole, incluindo melhor
captacao de glicose e mobilizacdo de acidos graxos do tecido adiposo (CARTER et
al. 2012). Além disso, a atividade fisica voluntaria materna parece ser capaz de
reduzir a suscetibilidade a esteatose hepatica induzida por dieta com alto teor de
lipideos na prole (SHELDON et al. 2016). A atividade fisica materna néo é so6
benéfica durante a gestacdo, mas também durante a lactagdo, e tem a capacidade
de atenuar os efeitos prejudiciais de uma dieta hiperlipidica materna no pefrfil
metabdlico da prole, tornando a pratica de atividade fisica antes e durante a gravidez
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um componente critico para combater as crescentes taxas de diabetes e obesidade
(STANFORD, 2015).

Visto que a atividade fisica materna é segura e saudavel tanto para mae
como para a prole (PERALES et al., 2016), a mesma representa uma intervencéo
atraente para influenciar positivamente o ambiente intrauterino e melhorar a saude
metabolica da prole (HARRIS; BAER; STANFORD, 2018), como também
proporciona melhora no desenvolvimento cognitivo da prole (ALVAREZ-BUENO,
2018). Desse modo, a promogdo da um estilo de vida materno ativo surge como
condicao preventiva para os futuros desafios ambientais que possam ser impostas a
prole, tais como um ambiente rico em dietas hiperlipidicas. Assim, podemos concluir
que é segura a pratica de atividade fisica durante gestacéo e lactagdo, uma vez que
a atividade fisica promove beneficios que podem ser duradouros e essenciais para a

saude da prole.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar as influéncias da atividade fisica voluntaria materna de ratas durante
periodos criticos do desenvolvimento sobre o metabolismo hepatico da prole
submetida a uma dieta hiperlipidica do periodo pds-desmame a fase de adulto

jovem.

3.2 Objetivos Especificos:

Avaliar o peso corporal dos animais e do figado;

Avaliar no tecido hepatico da prole, a atividade de enzimas chaves das

principais vias metabdlicas de carboidrato e lipideos:

o Fosfofrutoquinase 1 (PFK1);

. Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH);
. B-hidroxyacil-CoA desidrogenase (3-HAD);
. Acido graxo sintase (FAS)

. Citrato sintase;



18

4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 13 ratas albinas da linhagem Wistar (massa corporal 220-
260g, idade entre 85-95 dias) provenientes da colénia do Departamento de
Antibidticos da UFPE. Os animais foram mantidos em biotério de experimentagao,
em condigdes padronizadas e livre acesso a agua e alimentacdo. O manejo e os
cuidados para com os animais seguiram as recomendagdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
uso de Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da UFPE (23076.017125/2017-47).

4.2 PROTOCOLO DE ATIVIDADE FiSICA VOLUNTARIA E DIETA EXPERIMENTAL

Na gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV) foi acoplado em sua
extremidade um cicloergdbmetro com sistema de monitoramento por sensor
(ciclocomputador Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan) que viabiliza o registro
das seguintes grandezas fisicas: distancia percorrida em quildmetro (km), tempo de
atividade em minuto (mim) e estimativa do gasto calérico em quilocaloria (kcal). A
atividade fisica das ratas foi avaliada pela movimentacao do cicloergbmetro, de onde
eram extraidos os dados registrados diariamente de acordo com Ferro Cavalcante
(2013). As ratas nuliparas (n=13) foram colocadas individualmente nas GAFV por
um periodo de 30 dias para a adaptacdo e receberam durante o periodo dieta
LABINA®. Apos esse periodo, as ratas foram classificadas de acordo com a tabela 1,

segundo Carvalho e colaboradores (2013).
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Tabela 1 - Critérios para classificagao das ratas quanto ao nivel de atividade fisica

Classificacdo N Distancia Tempo de Estimativa do gasto
, : atividade - .
percorrida(km/dia) (min/dia) caldrico (kcal/dia)
Inativo 3 =10 <20.0 <10.0
Ativo 5 >1.0s<5.0 >20.0 =120.0 >10.0 =40.0
Muito ativo 5 >50 >120.0 >40.0

Fonte: Pereira, A. R., 2019.

ApOs a classificagao as ratas foram colocadas em gaiola padréo de biotério feita
de polipropileno (33x40x17cm) para o acasalamento, quando detectada a presenca
de espermatozoide na cavidade vaginal (MARCONDES ET AL., 2002), os animais
foram recolocados individualmente nas GAFV. Os cicloergdmetros foram travados
ao 14° dia pos-natal. Pés desmame, as proles foram divididas em dois grupos, de
acordo com a dieta ofertada. Os animais receberam dieta LABINA® (controle) e dieta
hiperlipidica baseada no POF. A composi¢ao nutricional da dieta controle foi: 25g de
proteinas, 53,7g de carboidratos, 4,39 de lipideos e 17g de microcomponentes. A
composi¢cado da dieta hiperlipidica foi de: 23,99 de proteina, 51,6g de carboidratos,
14,1g de lipideos e 10,4g de microcomponentes até atingirem 70 dias de idade
(FERRO CAVALCANTE et al., 2013)

4.3 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL

A massa corporal da prole foi obtida aos 70 dias de vida pés-natal, e o peso

foi registrado utilizando balanga digital Marti® modelo AY220.

4.4 COLETA DO TECIDO HEPATICO PARA POSTERIORES ANALISES

Aos 70 dias de vida, os animais foram decapitados por guilhotina para a
remogao do tecido hepatico. Logo apdés a remogéao, o tecido foi pesado em uma

balanga de precisao, e os valores da massa foram registrados em gramas (g).
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4.5 PREPARO DO HOMOGENEIZADO DO TECIDO HEPATICO PARA
UTILIZAGAO NAS TECNICAS BIOQUIMICAS

O tecido hepatico foi homogeneizado em tampao de extragdo (Tris base 50
mM, pH 7,4, EDTA 1 mM; ortovanadato de sodio 1 mM; PMSF 2 mM). Apds a
homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas a 1.180 g, a 4° C, por 10 minuto
e o sobrenadante foi submetido a quantificagéo proteica e utilizado para as analises

metabdlicas.

4.6 DOSAGEM DE PROTEINA

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de BRADFORD et
al. (1976). O principio do método baseia-se na determinagdo da concentragcao de
ligacbes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo proteina-
corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A
absorbancia é considerada diretamente proporcional a concentragdo de proteina na

solugdo analisada, onde uma solugédo de BSA (2mg/mL) foi utilizada como padréao.

4.7 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA FOSFOFRUTOQUINASE 1 (PFK1)

A fosfofrutoquinase 1 é a enzima que catalisa a fosforilagcdo da frutose-6-
fosfato gerando frutose-1,6-bifosfato, a terceira reagcao da via glicolitica. A atividade
maxima da enzima foi determinada segundo método descrito por Opie & Newsholme
(OPIE e NEWSHOLME, 1967). O sistema de reagao consiste de Tris-HCI 50 mM pH
8.0, MgCl, 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, (0.08 mg de proteina) em um
volume final de 0,25 mL. O ensaio teve inicio pela adicdo do substrato (frutose-6-
fosfato 1mM) e para determinar a atividade enzimatica foram realizadas 14 leituras a

cada 10 segundos a uma tempetura de 25°C, a 340 nm em espectrofluorimetro
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modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados foram expressos

como umol/min/mg proteina.

4.8 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DA GLICOSE-6-FOSFATO
DESIDROGENASE

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) catalisa a primeira reagao do
shunt da hexose-monofosfato, a via das pentoses. A atividade maxima foi avaliada
pelo método descrito por Bergmeyer et al. (1972). O sistema de reacdo enzimatico
contem Tris-HCI 86 mM, MgCl, 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 reacao, 0,08 mg de
proteina total e o ensaio foi iniciado pela adicdo do substrato (glicose-6-fosfato). As
determinagdes enzimaticas 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 umol/min/mg proteina.

4.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA 8-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 isdbmero L do substrato com a
hidroxiacila, converte a hidroxila em C-3 em uma cetona e gera NADH. Sua
atividade foi avaliada em espectrofluorimetro FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA)
a um comprimento de onda de 340nm a 25°C, para um volume final de 0,25mL. Foi
preparada uma solucdo de Imidazol a 50 mM, depois um mix de reag¢ao (Imidazol
50mM + EDTA 12mM + NADH 0,18mM). Apés incubagdo por 1 min do mix de
Reacdo com 0,08 mg proteina de cada amostra foi adicionado acetoacetil-CoA
0,1'mM para iniciar a reagado. Os resultados foram expressos como pmol/min/mg

proteina.
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4.10 AVALIAGAO DA ATIVIDADE DA ACIDO GRAXO SINTASE

A atividade da &acido graxo sintase foi avaliada seguindo a diminuicdo na
absorbancia a 340 nm resultante da oxidacdo de NADPH dependente da adi¢cédo de
malonil-CoA. Cada reagdo conteve 0,08 mg de proteina, 0,1 M de fosfato de
potassio, 0,025 mM de acetil-CoA, 0,18 mM de NADPH, 3 mM de EDTA, 1 mM de
DTT e 24 mg de albumina, mantidos a 25°C. A reacao foi iniciada pela adicdo do
substrato da enzima (GOODRIDGE, 1972) e a |leitura realizada em
espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados

foram expressos como umol/min/mg proteina.

4.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA CITRATO SINTASE

A citrato sintase € uma enzima importante do ciclo de Krebs, pois catalisa a
entrada de carbono neste ciclo. A enzima catalisa a reag¢ao: oxaloacetato + acetil-
CoA + H,O gerando citrato + CoA + H'. A atividade maxima da enzima foi
determinada segundo Alp, a partir da quantificagcdo do complexo formado entre a
CoA liberada com o DTNB do meio (ALP, NEWSHOLME e ZAMMIT, 1976). O
tampé&o de ensaio contém Tris-aminometano 50 mM (pH 8,1), EDTA 1 mM, DTNB
0,2 mM, acetil-CoA 0,1 mM, oxaloacetato 0,5 mM e Triton X-100 0,05% (v/v) 0,08 mg
de proteina. A reacao foi iniciada pela adicdo de oxaloacetato ao meio, a atividade
enzimatica foi avaliada em 14 leituras por amostra, cada leitura teve o tmepo de 10
segundos e temperatura de 25°C, a 412 nm em espectrofluorimetro modelo
FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados foram expressos como

umol/min/mg proteina

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente através do software GraphPad
Prism 5® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente foi utilizado o

teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, para comparagao entre os grupos foi
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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 Tukey, considerando significativo
p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes da eutanasia verificamos a massa corporal total e do figado das proles
na tentativa de compreendermos se os niveis de atividade fisica voluntaria materna
seriam capazes de modular esses parametros na prole que recebeu dieta
hiperlipidica do periodo pos-desmame a fase de adulto jovem. Para tal, a massa
corporal total da prole de ratas sedentarias, ativas e muito ativas, que tiveram
acesso a dieta hiperlipidica foram comparadas com os animais da prole de ratas que
receberam dieta controle, contudo ndo observamos diferencas significativas na
massa corporal total, nem na massa do figado entre os grupos (Figura 1). Nossos
resultados ndo se assemelham aos encontrados por Sheldon e colaboradores
(2016), onde os mesmos encontraram diferenga na massa corporal total dos
animais. Acreditamos que esse resultado é devido ao tempo em que os animais no
trabalho do mesmo foram expostos a dieta experimental, totalizando 8 meses de

consumo.

Grafico 1 - Resultados da massa corporal total (A) e do figado (B) das proles de ratas
sedentarias, ativas e muitos ativas.
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Fonte: Pereira, A. R., 2019.
Valores expressos em gramas (g), representam média + erro padrdo da média. N=4-7 animais por

grupo.

Avaliamos as atividades de enzimas chaves no metabolismo de carboidratos
e lipideos, na tentativa de compreender o papel da atividade fisica voluntaria
materna durante periodos criticos do desenvolvimento e seus efeitos no
metabolismo hepatico da prole controle. Nossos dados apontam que os efeitos
benéficos da atividade fisica materna podem ser passados para a prole, uma vez
que foi verificado aumento na atividade de enzimas chaves do metabolismo
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energético do figado, associados a uma diminuicdo da atividade da acido graxo
sintase (FAS) (Tabela 2).

Tabela 2- Avaliagao do efeito da atividade fisica voluntaria materna sobre a atividade
de enzimas metabdlicas no figado da prole.

ENZIMAS PFK G6PDH B-HAD FAS Citrato sintase
Controle 2,422+1,501 31,116+5,161 0,013+0,007 0,067+0,024 16,685+2,057
Sedentaria

Controle 6,245+1,219*** 51,587+2,808* 0,049+0,011* 0,025+0,007* 20,6010+1,894*
Ativa

Controle -
Muito Ativa 10-803+0.982" 74 33743 206*  0,107+0,021* 0,025:0,007***  24,778+2,669**

Fonte: Pereira, A. R., 2019.

Valores de média expressos em nmol/min/mg de proteina. Dados expressos com média + DP.
*0=<0,05; **p=<0,01; *** p=<0,001. Teste ANOVA one-way e post teste de Tukey. Os grupos controle
ativa e muito ativa foram comparados com o grupo controle sedentaria. N=6-9 animais por grupo.

Ao analisarmos os efeitos da atividade fisica voluntaria materna sobre a
atividade de algumas enzimas chaves na regulagdo do metabolismo energético no
figado da prole alimentada com dieta hiperlipidica, observamos um aumento de
87,21% na atividade de PFK-1 (Figura 2A) na prole de ratas ativas (7,32 £ 0,8
nmol/min/mg de proteina, p<0,05) e 3,6 vezes na prole de ratas muito ativa (14,35 *
2,57 nmol/min/mg de proteina, p<0,0001) quando comparadas com o0s animais
provenientes de maes sedentarias (3,91 += 0,29 nmol/min/mg de proteina).
Observamos também, aumento na atividade da G6PDH de 81,6% na prole de ratas
muito ativas (76,6 = 1,8 nmol/min/mg de proteina, p<0,05) quando comparados com
a prole de ratas sedentarias (42,12 * 3,49 nmol/min/mg de proteina) (Figura 2B). A
atividade da B-Had foi 7 vezes maior na prole de ratas muito ativas (0,21 + 0,05
nmol/min/mg de proteina, p<0,0001) quando comparado com a prole de ratas
sedentarias (0,03 = 0,009 nmol/min/mg de proteina) (Figura 2C). De forma contraria,
observamos reducdo de 2 vezes na atividade da acido graxo sintase na prole de
ratas ativas (0,06 = 0,01 nmol/min/mg de proteina, p<0,0001) e de 12 vezes nos
animais provenientes de maes muito ativas (0,01 £ 0,007 nmol/min/mg de proteina,
p<0,0001) quando comparados com a prole de ratas sedentarias (0,12 + 0,01
nmol/min/mg de proteina) (Figura 2D). Em relagéo a atividade do Ciclo de Krebs

(rota central do metabolismo energético) foi observado um aumento de 60% na
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atividade da citrato sintase na prole de ratas muito ativas muito (33,35 + 2,9
nmol/min/mg de proteina, p<0,05) quando comparados com a prole de ratas

sedentarias (20,73 + 1,01 nmol/min/mg de proteina) (Figura 2E).

Grafico 2 - Atividade das enzimas metabdlicas Fosfofrutoquinase 1 (PFK-1)
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Fonte: Pereira, A. R., 2019.

(A); Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (B); B-hidroxyacil-CoA desidrogenase (B-Had) (C);
Acido Graxo Sintase (FAS) (D); Citrato Sintase (E) no figado da prole alimentada com dietas
hiperlipidica ou controle descendentes de ratas sedentarias, ativas e muito ativas. Valores expressos
em nmol/min/mg de proteina, representam média + erro padrao da média. N=4-7 animais para cada
grupo. *p<0,05 e ****p<0,0001.

Os dados apresentados apontam que os efeitos benéficos da atividade fisica
voluntaria materna, no metabolismo hepatico, podem ser passados para a prole

mesmo quando essa € exposta a um insulto nutricional. Em nosso estudo
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observamos que a atividade fisica voluntaria materna foi capaz de alterar a atividade
de algumas enzimas chaves do metabolismo energético do figado, uma vez que
houve aumento na atividade da PFK-1, G6PDH, B-Had e Citrato Sintase, associados
a uma diminui¢ao da atividade da FAS.

No metabolismo de carboidratos, a enzima PFK-1 participa da via de
degradagao da glicose (glicdlise), sendo responsavel pela conversao da glicose-6-
fosfato em frutose 1,6 bifosfato a partir de um processo ATP dependente
estritamente regulado. Assim sendo, a atividade da PFK-1 &€ um dos pontos de
regulagcdo da via, e por isso um importante foco de investigagdo sobre o
metabolismo energético da glicose (MOR; CHEUNG; VOUSDEN, 2011). Quando os
niveis de ATP estdo comprometidos a enzima tem atividade aumentada, com o
objetivo de reestabelecer os niveis energéticos (NELSON; COX, 2013). O aumento
da atividade da PFK-1 na prole indica que a glicose proveniente da dieta esta sendo
direcionada para a glicélise (HAN et al., 2016). Desse modo, nossos resultados
mostram que a atividade fisica voluntaria materna foi capaz de aumentar a
degradagao de glicose na prole, mesmo quando esses animais foram submetidos a

uma dieta hiperlipidica do periodo pos-desmame a fase de adulto jovem.

A principal funcdo bioquimica da via oxidativa das pentoses-fosfato é a
sintese de acidos nucleicos, e biomoléculas precursoras de fosfato. Além disso, atua
na formagcdo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), um
agente redutor necessario para contrapor os efeitos danosos do estresse oxidativo
(STINCONE et al., 2015). Diante dessas importantes fungdes, a regulagdo da via
das pentoses-fosfato foi um dos nossos alvos de investigagdo. A Glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) é reguladora da via das pentoses fosfato, responsavel pela
producao de NADPH, uma coenzima fundamental para atividade celular (STANTON,
2012). Sabendo que o NADPH ¢é importante em varios sistemas bioldgicos
essenciais (STANTON, 2012), nossos resultados de maior atividade de G6PDH
indicam que a atividade fisica voluntaria materna pode atenuar os efeitos deletérios
da dieta hiperlipidica na prole pelo o aumento dos niveis de NADPH, coenzima
importantissima, por exemplo, no ciclo das glutationas, que compdem o sistema

antioxidante nao enzimatico.

Em relacdo a avaliacdo do metabolismo lipidico, apresentamos dados que se
assemelham aos encontrados por Sheldon e colaboradores (SHELDON et al. 2016)
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quanto a avaliagdo da atividade da FAS e da B-Had onde a prole adulta,
provenientes de mées que praticam exercicios fisicos durante a gestagdo, quando
exposta a dieta rica em gordura demostrou atividade reduzida da FAS e aumentada
da B-Had. Os resultados apresentados em nosso trabalho sugerem que a atividade
fisica voluntaria materna foi capaz de reverter os prejuizos da dieta hiperlipidica no
metabolismo lipidico da prole. A baixa atividade da FAS pode ser associada a menor
expressdo de mRNA da enzima (QUICLET, 2017). Assim a baixa atividade de FAS
em conjunto com aumento na atividade de p-Had podem contribuir para uma menor
taxa de gordura no figado, prevenindo um quadro de esteatose hepatica nesses
animais (PAGLIALUNGA, et al. 2016).

A avaliacao da atividade do ciclo de Krebs € importantissima para o estudo do
metabolismo energético celular e para isso, foi avaliada a atividade da a citrato-
sintase que é uma importante enzima desse ciclo, formando citrato a partir da
condensacgao de acetil-CoA e oxalacetato (NELSON; COX, 2013). Em um estudo de
White e colaboradores (WHITE, 2016) foi demonstrado que a atividade fisica &
responsavel pelo aumento na atividade dessa enzima. Nossos resultados
demonstraram que os efeitos da atividade fisica voluntaria materna sobre a atividade
da citrato sintase é passado para a prole, mesmo quando esta € submetida a um
ambiente nutricional adverso. A prole de maes muito ativas apresentou um aumento
na atividade de citrato-sintase, sendo esse um indicativo do melhor funcionamento
do ciclo do acido citrico, favorecendo o metabolismo oxidativo no figado desses

animais.
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6 CONCLUSAO

Nesse estudo, identificamos o papel da atividade fisica voluntaria materna no
periodo de gestacéo e lactagdo no metabolismo energético do figado de sua prole
alimentada por uma dieta hiperlipidica do periodo pés desmame até a fase de adulto
jovem. Os resultados aqui apresentados sugerem que os beneficios da atividade
fisica voluntaria materna sao repassados para a descendéncia mesmo quando a ela
€ imposto um insulto nutricional. Assim, concluimos que o aumento da capacidade
do metabolismo oxidativo, associado a uma baixa atividade de enzimas
responsaveis pela sintese de lipideos indicam um mecanismo protetor da atividade
fisica voluntaria materna, sobre o metabolismo hepatico da prole alimentada com

dieta hiperlipidica.
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