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RESUMO

O consumo de dieta obesogénica induz obesidade gestacional e estresse metabdlico hepatico na
prole, mas o treinamento fisico pode atenuar esses efeitos. O objetivo do trabalho foi avaliar o
consumo alimentar e perfil bioquimico de ratas alimentadas com dieta obesogénica
materna (DOM) e os efeitos do treinamento fisico moderado (TFM) no balanco oxidativo
hepéatico da prole. Ratas Wistar prenhas do grupo controle (n=5), receberam dieta de
biotério e do grupo obesogénico (OB) (n=5), dieta obesogénica (Dieta hiperlipidica (DH)
mais leite condensado (LC)), na gestacdo e lactacdo. Ao desmame, os machos foram
subdivididos nos grupos: Controle Ndo Treinado (CNT) (n=8), Controle Treinado (CT)
(n=8), Obesogénico N&o Treinado (ONT) (n=8) e Obesogénico Treinado (OT) (n=8). Aos
30 dias de vida, houve treinamento fisico em esteira (60 min/dia, 5 dias/semana, 4 semanas € a
50% da capacidade méxima) e eutanasia aos 60 dias de vida. Foram avaliados nas maes e na
prole, a ingestdo alimentar, o peso corporal e do tecido adiposo abdominal (AAT) e visceral
(VAT), os niveis séricos de glicose e o colesterol total. Nas mées foram avaliados os niveis de
HDL e teste oral de tolerancia a glicose. Na prole, foram avaliados o peso do figado,
peroxidacdo lipidica (TBARS), atividade da superoxido dismutase-SOD, Catalase-CAT,
glutationa-S-transferease-GST, niveis de sulfidrilas e estado REDOX (GSH/GSSG). Foi
utilizado teste t de Student ou ANOVA Two-way, e os resultados demonstrados como média +
EPM considerando p <0,05. O grupo OB consumiu mais LC do que DH (86,76%, p=0,0306)
na primeira semana de gestacdo. O grupo OB apresentou peso maior na gestacao (46,50%,
p=0,0019) e menor na lactacdo (42,05%, p=0,0194), peso maior do TAA (55,89%, p=0,0032)
e do TAV (39,37%, p=0,0106), maiores niveis de glicose (14,85%, p=0,0076), menores
niveis de HDL (6,96%, p=0,0006) e menor tolerancia a glicose aos 15 min (34,65%,
p=0,0087), 60 min (24,32%, p=0,0491) e 120 min (12,42%, p=0,0158). A prole OB
apresentou maior peso ao nascer (10,08%, p=0,0011) e ao desmame (18,73%, p<0,0001).
O peso aos 60 dias de vida (OT: 13,94%, p=0,0020; CT: 12,81%, p=0,0094), do figado (OT:
8,52%, p=0,0336; CT: 9,70%, p=0,0109) e do TAA (OT: 9,70%, p=0,0058; CT: 36,45%,
p=0,0207) foi menor nos grupos treinados. O peso do TAV diminuiu no grupo OT (16,97%,
p=0,0169). Os niveis de TBARS diminuiram nos grupos treinados (OT: 19,21%, p=0,0409; CT:
23,86%, p=0,0049). A atividade da SOD (38,25%, p=0,0042) e GST (16,20% p=0,0472)
aumentou no grupo OT comparado com ONT. A atividade da CAT aumentou nos grupos OT
(21,02%, p=0,0300) e CT (24,64%, p=0,0240). Os niveis de sulfidrilas diminuiram (43,94%,
p<0,0001) e os de GSSG aumentaram (62,34%, p<0,0001) no grupo OT. A DOM induziu



aumento de peso, alteragdes bioquimicas nas maes, e desbalanco oxidativo hepatico da
prole, mas TFM reverteu muitos desses efeitos.

Palavras-chaves: enzimas antioxidantes; figado; dieta obesogénica materna; estresse
oxidativo; treinamento fisico.



ABSTRACT

The consumption of an obesogenic diet induces gestational obesity and hepatic metabolic stress
in the offspring, but physical training can mitigate these effects. objective of this work was to
evaluate the food consumption and biochemical profile of female rats fed with maternal
obesogenic diet (MOD) and the effects of moderate physical training (MPT) on the offspring's
hepatic oxidative balance. Pregnant Wistar rats from the control group received a diet from
animal vivarium (n=5) and the obesogenic group (OB), obesogenic diet (hyperlipid diet (HD)
plus condensed milk (CM)) n=5, during pregnancy and lactation. At weaning, males were
subdivided into groups: Untrained Control (UC) (n=8), Trained Control (TC) (n=8), Untrained
Obesogenic (UO) (n=8), and Trained Obesogenic (TO) (n=8). At 30 days of life, there was
physical training on a treadmill (60 min/day, 5 days/week, 4 weeks, and at 50% of maximum
capacity) and euthanasia at 60 days of life. Were assessed in the mothers and offspring, food
intake, body weight and abdominal adipose tissue weight (AAT) and visceral tissue (VAT),
serum levels of glucose, and total cholesterol. On the mothers were assessed HDL levels and
the oral glucose tolerance test. In offspring, were assessed liver weight, lipid peroxidation
(TBARS), superoxide dismutase-SOD, Catalase-CAT, glutathione-S-transferase-GST activity,
sulfhydryl levels, and REDOX status (GSH/GSSG). Was used to Student's t-test or Two-factor
ANOVA, and the results demonstrated as mean £ SEM considering p <0.05. The OB group
consumed more CM than HDL (86.76%, p=0.0306) in the first week of pregnancy. The OB
group had higher weight during pregnancy (46.50%, p=0.0019) and lower weight during
lactation (42.05%, p=0.0194), higher weight than AAT (55.89%, p=0.0032) and VAT (39.37%,
p=0.0106), higher glucose levels (14.85%, p=0.0076), lower HDL levels (6.96%, p=0.0006)
and lower glucose tolerance at 15 min (34.65%, p=0.0087), 60 min (24.32%, p=0.0491) and
120 min (12.42%, p=0. 0158). OB offspring had higher birth weight (10.08%, p=0.0011) and
at weaning (18.73%, p<0.0001). The weight at 60 days of life (TO: 13.94%, p=0.0020; TC:
12.81%, p=0.0094), of the liver (TO: 8.52%, p=0.0336; TC: 9.70%, p=0.0109) and AAT (TO:
9.70%, p=0.0058; TC: 36.45%, p=0.0207) was lower in the trained groups. The weight of VAT
decreased in the TO group (16.97%, p=0.0169). TBARS levels decreased in the trained groups
(TO: 19.21%, p=0.0409; TC: 23.86%, p=0.0049). The activity of SOD (38.25%, p=0.0042) and
GST (16.20% p=0.0472) increased in the TO group compared to UO. CAT activity increased
in the TO (21.02%, p=0.0300) and TC (24.64%, p=0.0240) groups. Sulfhydryl levels decreased
(43.94%, p<0.0001), and GSSG levels increased (62.34%, p<0.0001) in the TO group. MOD



induced weight gain, biochemical changes in the dams, and hepatic oxidative imbalance in the

offspring, but TFM reversed many of these effects.

Keywords: antioxidant enzymes; liver; maternal obesogenic diet; oxidative stress; physical

training.



SUMARIO

1 DELIMITACAO DO PROBLEMA .......ooiieeceeeeeteeesee e ter s enis s, 20
2 REVISAO DA LITERATURA . ......ooieteecetseeeeeses e sesis st assas st s s asses s 23
2.1 Periodos criticos do desenvolvimento e dieta 0DeSOgENICA ..........ccoeereieriiincrieieceienes 23
2.2 Metabolismo hepético e sistemas antioXidantes ...........cccoererrieneneiniene e 26
2.3 Treinamento fisico de intensidade moderada e metabolismo oxidativo hepético............ 30
B HIPOTESE ...ttt 33
A OBUIETIVOS ..ottt b et b e e s b e esne e n e e 34
4.1 ODJELIVO EIAL......ecviiieieie ettt ettt e e e s r e et e e eare e e e nenreers 34
4.2 ODjetiVos €SPECITICOS ....o.viuiiiiiiiieeriee e s 34
S IMETODOLOGIA ...ttt bttt ettt bt sb et e et e e e nbe e nbeeabeenseas 35
5.1 ANIMAIS € DIBTA......eiiitiiei ittt bbbt e bbbt eneas 35
5.2 Protocolo de treinamento fiSICO .......ccvceviiririiese e s 37
5.3 Consumo alimentar das Maes € da Prole.........c.civeciiieiieve e e 38
5.4 Peso corporal das MAeS € da Prole........ccveviiieiicecese e 39
5.5 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) NAS MEES ......ccccvvvereeeveieerieiieseereeeeeseeinens 39
5.6 Coleta do sangue, do tecido hepatico e do tecido adiposoo abdominal e viseral............. 39
5.7 Avaliacdo da Glicemia, Colesterol Total e HDL das mdes e da prole.........cccccevvevuene e 39

5.8 Preparo do homogeneizado do tecido hepatico para utilizacdo nas técnicas

DIOGUIMMICES. ...ttt bttt et et a e re e 40
5.9 DOSAGEM A& PrOLEINA ... .cviveiuiiieiiietieiei ettt bbbttt bbb sbe st eneas 40

5.10 Niveis de peroxidacdo lipidica pela metodologia da Substancia Reativa a Acido

TIobarbithrico (TBARS) ....ueiiii ettt ettt be b e re e teeaesaeeras 40
5.11 Avaliacédo da atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)........ccccevcvvvrvivreanns 41
5.12 Avaliacéo da atividade da enzima Catalase (CAT)....ccooviriiiiineseee e 41
5.13 Avaliacéo da atividade da enzima Glutationa-S-Transferase (GST) ......ccocveveririienns 41

5.14 Avaliacao dos nivies de SUIFIArilas.........ccocooiiiiiiieieieicse e 42



5.15 Avaliacgéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e estado REDOX

CelUIAr (FAaZEO GSH/IGSSG) ..oviiuiiiiiiiiieie ettt sttt ettt sne e s 42
5.16 ANALISE ESTALISTICA. ... .veverieiieieieiete et 42
B RESULTADOS. ...ttt n e e neenneas 43
6.1 Consumo alimentar durante a gestacdo € a laCtaGao ...........cccvvvevereerieeriesie e 43

6.2 Delta peso corporal durante a gestacdo e lactacdo e peso dos tecidos adiposos abdominal
(TAA) e VISCeral (TAV) daS MEES .....ccueieeiiieiieiiesieeie et eeesree e ee et esee e e sreeeesreeseeenee e 47

6.3 Perfil bioquimico e teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) das M&esS.........ccocevveveeene. 49

6.4 Peso corporal da prole ao nascer, ao desmame e aos 60 dias de vida e consumo alimentar
durante o programa de treinamento fiSICO.........ccccviiiiiiiiieiiic e 51

6.5 Peso do figado e do tecido adiposo abdominal e visceral, e perfil bioquimico da prole..55

6.6 Biomarcador de estresse oxidativo e atividade antioxidante enzimatica no figado da prole

................................................................................................................................................ 57
6.7 Atividade antioxidante ndo enzimatica no figado da prole...........cccceoviiiniiicienccnnne 59
T DISCUSSAD . ..o e ettt 62
B CONCLUSAOD ..o e et e, 68
REFERENCIAS ..ottt e e et e e et e e et et e e et e e et et e e et e e es e e e s e e s et e e ereeerane 69
ANEXO A — PARACER DO COMITE DE ETICA ..o, 80

APENDICE A = ARTIGO ... oo oo e et e e et e e et e e r e e er e 81



20

1 DELIMITACAO DO PROBLEMA

De acordo com a hipétese da Origem desenvolvimentista da saide e doenga (DOHaD),
estimulos ou insultos perinatais podem alterar de forma permantente a estrutura e funcdes dos
sistemas fisiologicos da prole e aumentar os riscos a doencas crbnicas ndo transmissiveis
(DCNT) na vida adulta (BARKER, 2007). A plasticidade fenotipica corresponde a essas
mudancas do fendtipo em resposta as alteracbes do ambiente durante periodos criticos do
desenvolvimento, repercutindo na idade adulta (GLUCKMAN et al., 2005). Esses processos
estdo associados as modificacBes epigenéticas que modulam a expressao de genes, sem
modificar a sequéncia de DNA (BURDGE; LILLYCROP, 2010). A nutrigdo materna é um dos
principais fatores envolvidos nesses mecanismos e tanto a subnutricdo como a supernutricdo na
gestacdo e lactacdo podem estar relacionadas ao desenvolvimento de doencgas metabolicas na
prole adulta (VIEAU, 2011). Evidéncias ja demonstraram que 0 excesso de nutrientes maternos
pode resultar nos filhos, aumento de peso ao nascer, obesidade e alteracbes no metabolismo
(KIRK et al., 2009; LOCHE et al., 2018).

As dietas obesogénicas estdo sendo cada vez mais utilizadas em estudos com animais
por serem semelhantes as dietas consumidas pelos humanos ocidentais (PANCHAL et al.,
2011; WONG et al., 2018). Estudos experimentais com camundongos utilizando dieta
obesogénica materna, altamente palatavel e contendo alto teor de aglcar e gorduras saturadas,
observaram que os filhotes apresentaram hiperfagia, resisténcia a insulina e hipertensdo na
idade adulta (SAMUELSSON et al., 2008 ; NIVOIT et al., 2009 ). Foi demonstrado também
que a dieta obesogénica na gestacdo e lactacdo em camundongos, aumentou o contetdo lipidico
e 0 tamanho dos adipdcitos aos 60 dias de vida, além do desenvolver obesidade, intolerancia a
glicose, e doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) na prole, aos 90 dias de vida
(SAMUELSSON, et al., 2008; OBEN et al., 2010; FARIA et al., 2017). Sabe-se que o figado
é vulneravel a alteracGes perinatais e 0 consumo de dietas ricas em gorduras e carboidratos nos
periodos iniciais da vida aumentam a suscetibilidade da prole a doencas hepaticas (HARRIS et
al., 2016).

O figado é um orgéo essencial no metabolismo de carboidatos, lipidios e proteinas e
cerca de 80% da sua massa € composta por hepatocitos, que séo células ricas em mitocondrias
(RUI, 2014). Varias doencgas no figado estdo relacionadas com defeitos mitocondriais e

desequilibrios oxidativos, como por exemplo, a esteatose hepatica e a DHGNA (ESPOSTI et
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al., 2012; PERALTA et al., 2015). As mitocondrias s@o organelas intracelulares responsaveis
pela producéo de energia (ATP) através da fosforilacdo oxidativa e consequentemente, uma das
principais fontes de formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ESPOSTI et al., 2012).
O excesso de EROs pode levar a peroxidacédo lipidica, ruptura de DNA, oxidacdo em

moléculas de membranas e lesdes teciduais (LI et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que o consumo de alimentos obesogénicos aumenta a
producdo de EROs, e esta associado a um quadro de estresse oxidativo e disfuncéo
mitocondrial (SINGH et al., 2016; KOO e KANG, 2019). Estudos experimentais ja
observaram que ratos alimentados durante 8 semanas com dieta obesogénica apresentaram
aumento dos niveis de peroxidacao lipidica e diminuiram a atividade da catalase, superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX) no tecido hepatico causando estresse oxidativo
(ULLA etal., 2017; MAMUN et al., 2019). O consumo de dieta hiperlipidica em ratas durante
a gestacao e lactacdo também ocasionaou diminuiu da atividade da SOD e da catalase no figado
da prole de ratos machos e fémeas com 180 dias de vida, além de diminuir os niveis de tidis
totais e aumentar a oxidacdo de proteinas nos ratos machos (MIRANDA et al., 2018). Em
camundongos aos 60 dias de vida, provenientes de mées alimentadas com dieta obesogénica,
houve aumento de marcadores de danos oxidativos, reducao dos niveis da enzima GPX, além
de aumento na atividade dos complexos | e Il da cadeia transportadora de eletrons e reducéo
dos niveis de citocromo c, levando a disfuncdo mitocondrial no figado (ALFARADHI et al.,
2014).

A literatura tem mostrado que o treinamento fisico aerébico de intensidade moderada
apresenta efeitos benéficos para a reducdo de gordura hepética (KEATING et al., 2015),
melhorando o estado REDOX das células e tecidos e diminuindo o estresse oxidativo em
ratos adultos (SCHEFFER et al., 2012; KOO e KANG, 2019). Além disso, 0 mesmo tipo
de exercicio foi capaz de reduzir a gordura corporal, melhorar a capacidade antioxidante
hepética e favorecer a oxidagdo de gordura no figado (GIBALA, 2015). Um estudo com
ratos aos 60 dias de vida, alimentados com dieta rica em gordura, demonstrou que 0
treinamento aerobico a 60% da capacidade maxima durante 8 semanas, diminuiu o estresse
oxidativo hepatico induzido pela dieta, reduziu os niveis de peroxidacao lipidica e oxidacéo
de proteinas, e aumentou a atividade da catalase (LIMA et al., 2018). Assim, o treinamento
fisico moderado parece ser uma forte estratégia capaz de melhorar as funcdes hepaticas e
o0 estado REDOX intracelular.
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Tendo em vista que a dieta obesogénica materna predispdem o desenvolvimento de
doencas metabdlicas, possiveis intervencfes devem ser prospostas a fim de mininizar
efeitos adversos na saude das maes e da prole. O treinamento fisico de intensidade
moderada tem se mostrado como uma importante ferramenta terapéutica ndo
farmacoldgica na prevencdo de vérias disfungdes e desordens metabdlicas. Portanto,
estudos que avaliem o consumo alimentar e perfil bioquimico de ratas alimentadas com
dieta obesogénica materna, e os efeitos do treinamento fisico no balanco oxidativo hepético
da prole de ratos, sdo importantes para a compreensdo da patogénese e prevencdo de

doencas crénico-metabdlicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Periodos criticos do desenvolvimento e dieta obesogénica

A humanidade passa por periodos de mudangas nutricionais de forma paralela ao
desenvolvimento econdmico mundial (BENTO et al., 2018). O conceito de transicdo
nutricional integra o processo de alteracGes no padrao de nutricdo e consumo, juntamente com
os perfis econémicos, sociais, demogréaficos e epidemioldgicos (POPKIN, 2006). Atrelado a
esse processo de variagdo nutricional estd a transicdo epidemioldgica, onde as taxas de
mortalidade por doencas infecciosas/parasitarias diminuiram, elevando os indices de DCNT e
obesidade (ARAUJO, 2012). Paises em desenvolvimento estdo aumentando de forma rapida a
prevaléncia de supernutricdo, mesmo que a desnutricdo ainda seja um problema grave que
continua (POPKIN et al., 2012). No Brasil, cerca de 11,8% da populacdo era obesa em 2006,
esse numero aumentou para 20,3% em 2019, tendo um crescimento significativo de
sobrepeso/obesidade entre as mulheres na idade adulta e na fase reprodutiva (VIGITEL, 2019).
Vérios fatores estdo relacionadas com as causas de excesso de peso na vida adulta, como dietas
altamente energéticas, inatividade fisica e fatores genéticos. No entanto, a nutricdo na fase
gestacional realiza uma atribuicdo relevante na relacdo de sobrepeso/obesidade e DCNT
(YANG; HUFFMAN 2012).

Os periodos iniciais da vida desempenham uma importante fungédo no desenvolvimento
fisiologico e metabolico do organismo (AIKEN et al, 2016). A exposicdo de estimulos ou
insultos ambientais especificos, durante as primeiras fases da vida, podem ocasionar alteracdes
permanentes na fisiologia do organismo humano (GLUCKMAN; HANSON, 2004;
GLUCKMAN et al., 2011). De acordo com o conceito de DOHaD, esses estimulos e insultos
podem interrromper o crescimento e desenvolvimento correto do feto, e como resultado, um
genotipo pode originar diferentes fenotipos, como resposta as distintas condi¢cBes ambientais
intra-uterina  (LANGLEY-EVANS; MCMULLEN 2010). Estudos epidemioldgicos e
experimentais ja observaram que alteracbes no ambiente durante a gestagdo e lactagéo,
aumentam o risco de desenvolver distirbios metabolicos na prole em idade adulta (HOWIE et
al., 2009; BRETON et al., 2013; GUARDA et al., 2014). Esse evento é conhecido como
"programacdo metabdlica” e esta associado a alteracOes epigenéticas, que corresponde a
mudangas na expressao de genes sem que ocorra alteracdo na sequéncia nucleotidica, como por
exemplo, a metilacdo de DNA e a acetilacéo de histonas (BURDGE et al., 2007; ALVARADO-
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CRUZ et al., 2018). Sendo assim, a nutricdo no periodo de gestacdo tem sido considerada como
um dos fatores ambientais que mais influenciam o0s mecanismos epigenéticos no
desenvolvimento fetal (JAMES et al., 2018).

Pesquisas relacionadas aos efeitos da nutricio materna na metilagio do DNA
observaram que a subnutri¢cdo ou supernutricdo durante a gravidez, ou o consumo de diferentes
quantidades de proteinas, gorduras e carboidratos pode provocar alteracfes epigenéticas e
fenotipicas nos filhos (LILLYCROP, et., al 2012; JIMENEZ-CHILLARON, 2012). Ja foi
demonstrado em estudos com roedores, que a prole de mées alimentadas com dieta rica em
gordura apresentou expressdo génica alterada, metilagcdo do DNA e inibicdo do ciclo celular
nas células hepaticas (DUDLEY etal 2011; KELEHER et al., 2018). Em periodos de alteracfes
nutricionais, o feto se relaciona dinamicamente com o meio a fim de obter vantagens de
sobrevivéncia para o futuro. O termo "plasticidade fenotipica" refere-se a essa capacidade de
mudancas do fenotipo em resposta as alteragdes ambientais durante periodos criticos do
desenvolvimento e as repercussdes na vida adulta (BATESON et al., 2004; GLUCKMAN et
al., 2005).

A literatura demonstra que um alto consumo calérico perinatal pode aumentar a
predisposicdo dos filhos a doencas metabolicas ao longo da vida, sugerindo que um
desequilibrio precoce na nutri¢do, por alimentacdo insuficiente ou excessiva, pode aumentar as
chances de futura sindrome metabdlica (METGES et al., 2009). No entanto, dietas ricas em
gorduras saturadas e com alto teor de carboidratos tém sido muito consumidas no mundo
ocidental, inclusive durante a gestagdo (MUSIAL et al., 2017). Acredita-se que concentracdes
plasmaticas elevadas de glicose e &cidos graxos livres durante o perido gestacional podem
levar a mudancas no controle do apetite, funcéo neuroendocrina ou metabolismo energético
no desenvolvimento fetal resultando em obesidade em fases mais tardias da vida
(LAPHAM, et al., 2012). Tem sido investigado cada vez mais a combinagédo de dietas ricas
em gorduras saturadas e carboidratos durante a gestacdo e os efeitos do excesso desses
macronutrientes na saude da prole (KERELIUK et al., 2017).

Em estudos experimentais com ratos, o consumo nutricional materno por dietas
hipercaldricas que simulam dietas ocidentalizadas, como dieta hiperlipidica, de cafeteria ou rica
em carboidratos, modificam o metabolismo da prole podendo levar a resisténcia a insulina,
diabetes mellitus tipo 2 e doengas cardiovasculares (TAYLOR et al., 2014; ZAMBRANO et
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al., 2016; OHTA et al., 2017). As dietas obesogénicas, estdo dentro do contexto de dieta
ocidentalizada, e sdo caracterizadas pela combinacgéo de alto teor de carboidratos e alto teor em
gorduras saturadas (PANCHAL et al., 2011). Estudos experimentais com roedores tém
utilizado essa dieta com objetivo de induzir a obesidade, e por ser mais semelhantes com a dieta
consumida pelos humanos ocidentais, estando relacionada ao desenvolvimento da sindrome
metabdlica (PANCHAL et al., 2011; WONG et al., 2018).

Uma pesquisa realizada com camundongos observou que a dieta materna contendo 28%
de gordura e 55% de carboidratos simples, durante a gestacao e lactacdo, presdispde doencas
cardiovasculares, disfuncdo endotelial e hipertensdo na prole aos 90 dias de vida
(SAMUELSSON, et al., 2008). Ratos machos e fémeas descendentes de maes alimentadas com
dieta obesogénica na gestacao e lactacao, tiveram peso maior ao desmame e hiperfagia a partir
das 5-6 semanas de vida, quando comparados aos animais descendentes de méaes controle, além
disso, aos 90 dias, 0 peso corporal permaneceu aumentado, assim como o peso do figado, em
ambos 0s géneros (KIRK et al., 2009). Estudos observaram que dieta com alto teor de
carboidrato e gorduras saturadas ofertada a ratas durante a gestacdo e lactacdo aumentou o
conteddo lipidico do tecido adiposo e o tamanho dos adipdcitos nos filhotes machos, aos 60
dias de vida (DE ALMEIDA FARIA et al., 2017), além de apresentar excesso de peso,
hiperfagia e resisténcia a insulina na prole, aos 91 dias de vida (GOMES et al., 2018). Também
foi observado em camundongos com 8 semanas de idade, resisténcia a insulina no tecido
adiposo apos serem submetidos a dieta obesogénica materna (FERNANDEZ-TWINN et al.,
2014).

Em condicdes onde dietas com alto teor de gordura e carboidratos sdo consumidas,
hd uma oferta excessiva de lipidios no figado, podendo acelerar o desenvolvimento da
desregulacdo metabdlica e influenciar a disfuncdo mitocondrial hepatica (CRESCENZO et
al., 2014). Aos trés meses de vida, camundongos descendentes de maes que foram submetidas
a dieta obesogénica durante a gestacéo e lactacdo desenvolveram DHGNA. Esse estudo também
mostrou que filhotes de mées alimentadas com dieta controle, que foram amamentados por
mées com dieta obesogénica, apresentaram aumento dos niveis de Aspartato Transaminase
(AST) e triglicerideos hepaticos, e desenvolveram esteatose e fibrogénese hepatica (OBEN et
al., 2010). Além disso, Alfaradhi et al. (2014), demostrou que dieta materna rica em gorduras

saturadas e carboidratos em roedores resultou em acumulo de gordura no figado, aumento na
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atividade dos complexos | e Il da cadeia transportadora de elétrons e estresse oxidativo hepéatico
(ALFARADHI et al., 2014).

2.2 Metabolismo hepatico e sistemas antioxidantes

O figado € um 6rgdo fundamental do corpo, que desempenha a funcdo de metabolizacao
e armazenamento de produtos resultantes da dieta como carboidratos, lipidios e proteinas (L1U
et al., 2017). Ele se conecta metabolicamente a varios tecidos, incluindo masculo esquelético e
tecido adiposo, sendo um alvo da sinalizacdo de insulina e glucagon, e neutralizagcdo de
substancias toxicas (RUI, 2014). Além disso, contribui para manter estaveis os niveis de glicose
no sangue, regulando a sintese de glicogénio e a gliconeogénese nas células hepaticas
(BUGIANESI et al., 2005). As células do figado, chamadas de hepatécitos, compdem 70% a
85% da massa desse 6rgao e sdo mais vulneraveis a danos celulares (MAILLOUX et al., 2011).
Distlrbios na capacidade dos hepatdcitos em realizar as fungdes bioldgicas do figado, podem
levar ao desenvolvimento de véarias doencas, como por exemplo, doenca hepética colestatica e
gordurosa, diabetes tipo 2 e cancer (ESPOSTI et al., 2012).

As funcbes do figado dependem de energia, que € gerada principalmente pela
mitocOndria, esta organela é indispensavel no fornecimento de adenosina trifosfato (ATP),
molécula energética essencial para a maioria dos processos bioldgicos (AUGER et al., 2015).
Devido a sua alta atividade metabdlica, as células do tecido hepatico sdo ricas em mitocéndrias,
e mudangas na fungdo mitocondrial exercem um efeito maior da atividade metabdlica do figado
(CRESCENZO et al., 2015). Assim, desordens mitocondriais tendem a provocar e agravar
alteracdes metabolicas e doencas do figado tais como, a resisténcia a insulina, o carcinoma
hepatocelular, doenca hepatica alcodlica, e DHGNA (GALLOWAY; YOON, 2013).

As mitocondrias contém uma estrutura formada por duas membranas (interna e externa),
além do espago entre essas membranas e a matriz mitocondrial (CHIARATTI et al.,
2020). Essas organelas realizam vérias fungdes no metabolismo energético dentro das células,
dentre elas, a oxidacdo de substratos via B-oxidacédo, o ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de
krebs) e a fosforilacdo oxidativa, sendo esta Ultima a principal fonte da producdo de ATP
(AUGER et al., 2015). A fosforilagdo oxidativa produz um total de 38 moléculas de ATP a
partir da oxidagdo completa de uma molécula de glicose, através de um conjunto de quatro

complexos de transportadores de elétrons (I, I, I, V), em que a nicotinamida adenina
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dinucleotideo fosfato (NADH) ou Flavina-adenina dinucleotideo (FADH>) é oxidado pelos
complexos | ou Il, respectivamente, resultando no fluxo de elétrons através da cadeia
transportadora de elétrons (CTE), tendo o O como aceptor final de hidrogénio formando agua
no complexo IV (SHEERAN; PEPE, 2017). No entanto, os prétons séo ejetados em direcéo ao
espaco intermembranar em nivel dos complexos I, 111 e IV, por meio da membrana mitocondrial
interna criando o potencial elétrico da membrana mitocondrial (A¥m), que é usado para
direcionar os prétons de volta para a matriz via ATP-sintase enquanto consome O e condensa
ADP + Pi para formar ATP (TEODORO et al., 2018) (Figura 1). Acredita-se que os complexos
I e Il sejam os maiores produtores de EROs (BRAND, 2010). Dentre as principais EROs
produzidas na mitocondria destaca-se o anion superéxido (O27), um radical livre com alto

potencial reativo.

Figura 1 - Representagdo da cadeia transportadora de elétrons.
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Complexos I, II, 11l e IV realizando a transferéncia de eletrons (indicado pelas setas vermelhas), enquanto o de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADH) e Flavina-adenina dinucleotideo (FADH,) sdo oxidados pelos
complexos I e Il. As setas vermelhas tracejadas indicam a produgdo de anion superoxido durante a transferéncia
de elétrons. As setas azuis indicam a passagem de prdtons para o espago intermembranar, formando o pontencial
elétrico de membrana mitocondrial (A%¥n), que direciona os prétons para dentro da matriz pela ATP-sintase,
formando ATP pela condensagdo do ADP+Pi.

*Q= ubiquinona, C= citocromo ¢, FAD= dinucleétido de flavina e adenina, NAD+= Dinucledtido de nicotinamida
e adenina.

Fonte: Adaptado de Zhao, et al., 2019.

No metabolismo energético, EROs sdo inevitavelmente geradas por um processo
natural da vida aerdbia (KOO; KANG, 2019). Essas moléculas sdo quimicamente reativas e em
concentracdes leve/moderada realizam fungdes importantes para o organismo, como atividades
de sinalizacdo, crescimento e diferenciacdo celular, homeostase intracelular, e defesa
imunoldgica contra patdgenos (PIZZINO et al., 2017; RAJENDRAN et al., 2014). Quando a

producdo de EROs é excessiva, e a sua remogdo pelas defesas antioxidantes nédo é eficiente
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havendo o predominio de agentes oxidantes, surge assim o quadro de estresse oxidativo (LI et
al., 2014). O estresse oxidativo desencadeia dano hepatico induzindo alteracdo irreversivel de
lipidios, proteinas e contetdo de DNA, além de modular as vias de regulacéo de transcri¢éo de
genes, expressao proteica, e apoptose celular (LI et al., 2015). O estresse oxidativo pode
comprometer severamente o funcionamento das células e contribuir para o desenvolvimento de
doencas como diabetes, doencas cardiacas, aterosclerose, doengas hepaticas e cancer (BIRBEN
et al., 2012). Sendo assim, manter o equilibrio entre os estados redutor e oxidante, conhecido

como estado REDOX, € essencial para as funcdes fisioldgicas do corpo.

Os organismos vivos contam com sistemas de defesas antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos, que tém a capacidade de prevenir ou retardar a oxidacdo de macromoléculas,
reduzindo ou cessando as reacdes oxidantes e removendo os radicais livres (ZOUFAN et al.,
2018). As principais defesas antioxidantes enzimaticas, sdo a SOD, a catalase e a GPX
(ADWAS et al., 2019). A SOD ¢ a primeira enzima que realiza a defesa contra os efeitos toxicos
dos niveis aumentados de EROs através da dismutacdo do O™ transformando-o em perdxido de
hidrogénio (H20>), esse por sua vez pode participar da reacdo de Fenton e reacdo de Haber
Weiss que gera o radical hidroxil (OH") que é extremamente lesivo as celulas (GILL; TUTEJA
2010). A catalase possui a capacidade de transformar o H.O2 em agua e oxigénio, protegendo
o organismo celular contra a atividade reativa do peroxido. A enzima GPx também tem a mesma
acao da catalase, em realizar a reducdo do peroxido de hidrogénio, mas ela depende da atividade
de oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) a sua forma oxidada (GSSG) (RUSZKIEWICZ;
ALBRECHT, 2015).

A GSH esté no grupo das defesas antioxidantes ndo enzimaticas, sendo o tiol intracelular
mais abundante em todos os compartimentos celulares, atuando como um cofator para outras
enzimas, como por exemplo, a GPX (BIRBEN et al., 2012). Além disso, suas atribui¢des inclui
a reducdo de hidroperoxido e desintoxicacdo de xenobioticos, juntamente com acdo da
coenzima glutationa-S-transferase (GST) que realiza a excrecdo de elementos toxicos para fora
da célula, desempenhando um papel de purificacdo metabdlica e defesa contras EROs (FROVA,
2004; TREMBLAY et al., 2010). A glutationa redutase (GR) também faz parte das defesas
antioxidantes ndo enzimaticas, tendo a tarefa de regenerar a glutationa oxidada (GSSG) a sua
forma reduzida (GSH), na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH).
O NADPH intracelular, é gerado pela reducdo de NADP * pela enzima glicose-6-fosfato-

desidrogenase (G6PDH), através da via das pentoses-fosfato, assim, essa enzima determina a
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capacidade de tamponamento do GSH/GSSG, sendo considerada uma enzima antioxidante
reguladora essencial (SIES, 1999; DICKINSON; FORMAN, 2002; AUGER et al., 2015)
(Figura 2).

Figura 2 - Representagdo do sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico.
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As abreviaturas SOD, CAT, GST, GR, GPx, GSH, GSSG, NADP+, NADPH e G6PDH representam, superoxido
dismutase, catalase, glutationa S-tranferase, glutationa redutase, glutationa peroxidase, glutationa reduzida,
glutationa oxidada, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (estado oxidado), nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato (estado reduzido), e glicose-6-fosfato desidrogenase, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Hermes-Lima, 2004.

O modelo de dieta obesogénica durante 8 semanas em ratos aos 90 dias de vida, também
ja demostrou aumento de peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas, tanto no plasma quanto
no tecido hepético, além da reducéo da atividade antioxidante das enzimas, como catalase e
SOD, além da diminuicdo da concentracdo de GSH no figado, levando ao quadro de estresse
oxidativo hepatico (RAHMAN et al., 2017). De acordo com o estudo de Alfaradhi et al., 2014,
a obesidade materna induzida por dieta obesogénica na gestacdo e lactacdo, aumentou 0s
marcadores de estresse oxidativo no figado, reduziu os niveis da enzima antioxidante GPX,
além de aumentar atividade dos complexos | e Il da CTE e diminuir 0s niveis de citocromo ¢
na prole de roedores com 8 semanas de idade, sugerindo disfuncdo mitocondrial hepética
(ALFARADHI et al., 2014).
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2.3 Treinamento fisico de intensidade moderada e metabolismo oxidativo hepatico

O exercicio fisico pode ser uma eficaz medida de intervencdo terapéutica nao
farmacologica que previne e trata a obesidade e doencas relacionadas (SHEN et al., 2015). Um
estilo de vida ativo com exercicios moderados tem sido recomendados para a protecdo de
disturbios cardiovasculares, diabetes tipo I, sindrome metabdlica e doengas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, por exemplo (BALTACI et al., 2016). A
pratica regular de exercicio fisico de forma programada ¢ denominada “treinamento fisico”. O
treinamento fisico € considerado como um processo organizado e sisteméatico de
aperfeicoamento fisico, nos seus aspectos morfoldgicos e funcionais, relacionados com a
capacidade de realizacdo de tarefas que envolvam agdes motoras (BARBANTI; TRICOLI,
UGRINOWITSCH, 2004).

Evidéncias tém mostrado que o treinamento fisico aerébico de intensidade moderada
(50% a 70% da frequéncia cardiaca maxima) retarda e/ou previne doencas crénicas relacionadas
a obesidade (BARRETT; LIU, 2013), além de reduzir a quantidade de gordura no figado
(KEATING et al., 2015). Estudos experimentais usando modelo de dieta rica em gordura
observou que o treinamento aerdbico em esteira, durante 6 semanas, foi capaz de diminuir a
gordura no figado e melhorar a DHGNA, em ratos adultos (BAEK et al., 2018). Em
camudongos alimentados com dieta hiperlipidica houve melhora do perfil lipidico, reducdo do
peso corporal, adiposidade visceral, resisténcia a insulina, e gordura do figado, apds 8 semanas
de treinamento aerdbico em esteira (MARQUES et al., 2010).

Durante o exercicio fisico, o figado desempenha uma importante funcdo, através da
liberacdo de glicose e acidos graxos na corrente sanguinea para serem metabolizados no
musculo e tecidos extra-hepaticos. Além disso, os aminoacidos também sdo metabolizados para
fornecer energia, e outras moléculas bioativas como a glicose (LIANGYOU, 2014). Associado
a esses efeitos, as mitocdndrias sdo extremamente importantes no desempenho do exercicio,
devido a produgdo de energia aerobica (LIMA et al., 2013). Segundo Achten e Jeukendrup
(2003), quando o exercicio e realizado com intensidade moderada, a demanda energética
predominante € a oxidacao de acidos graxos, havendo uma maior ativacdo da enzima lipase
lipoproteica. Assim, aumenta a taxa de lip6lise no tecido adiposo para manter o exercicio por
um periodo mais longo, reduzindo a massa gorda e o acumulo de gordura no figado (ACHTEN,;

JEUKENDRUP, 2003). As mitocondrias hepaticas recebem estimulos através do exercicio para
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produzir ATP e assim, manter a homeostase dos processos metabdlicos, além de ativar vias
sisttmicas que modulam indiretamente a bioenergética, funcdo e estrutura mitocondrial
(BELEZA et al., 2018; FLETCHER et al., 2016). O exercicio regular oferece protecdo aos
sistemas antioxidantes, ajudando o organismo a aumentar a atividade de defesas antioxidantes
enzimaticas produzidas endogenamente (DA PALMA et al., 2016; GOMES et al., 2016).

O tipo, duracdo e intensidade do exercicio fisico determinam os efeitos produzidos sobre
0s mecanismos antioxidantes e os niveis de estresse oxidativo (TOFAS et al., 2020). Exercicios
de alta intensidade ou exaustivos estdo relacionados ao aumento da producdo de EROs e
diminuicdo de defesas antioxidantes, tendo como resultado, 0s danos excessivos as
macromoléculas (LI et al., 2015; YAN et al., 2014). Por outro lado, evidéncias tém
demonstrado que exercicios de intensidade leve a moderada induz a atividade de enzimas
antioxidantes, diminuindo os niveis de EROs e melhorando o estado REDOX intracelular
(RADAK et al., 2008; STEINBACHER; ECKL, 2015). Acredita-se que o exercicio fisico de
intensidade moderada >250 minutos/semana melhora 0 quadro fisiopatologico do figado, como
por exemplo, a DHGNA, reduzindo os niveis de inflamacdo, estresse oxidativo e alterando o
metabolismo de acidos graxos (OH et al., 2017). A pratica de exercicios moderados apresenta
efeitos positivos contra condi¢cbes fisiopatoldgicas, referidas a fungdo, morfologia e
bioenergética mitocondrial, tornando-o um estimulo terapéutico ndo farmacoldgico potente e
interessante contra distlrbios metabdlicos e doencas cronicas, associadas a uma disfuncédo
mitocondrial inicial (BELEZA et al., 2018).

O treinamento aerobico moderado além de reduzir a producdo de EROs, aumenta a
biogénese mitocondrial e o metabolismo dos lipidios hepéaticos (HU et al., 2013;
PINCKARD et al., 2019). Um estudo demonstrou que esse tipo de treinamento durante 8
semanas foi capaz de melhorar a integridade da membrana interna mitocondrial hepética e
oxidacdo de acidos graxos, em ratos alimentados com dieta rica em gordura
(GONCALVES et al., 2014). Outro trabalho verificou que houve melhora das defesas
antioxidantes e reducdo de danos oxidativos mitocondriais no tecido hepético de ratos adultos
que realizaram treinamento aerébico (LIMA et al., 2013). Também foi observado aumento da
atividade das enzimas catalase, SOD, e GPX, além da diminuicdo dos niveis de malondealdeido
(MDA) em ratos jovens submetidos ao treinamento aerébico (VIEIRA JUNIOR et al., 2013).

Por dltimo, o treinamento aerdbico a 60% da capacidade maxima, durante 8

semanas, reduziu o estresse oxidativo no figado, assim como os niveis de peroxidagdo
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lipidica e oxidag&o de proteinas, e aumentou a atividade da catalase, em ratos com 60 dias
de vida alimentados com dieta rica em gordura (LIMA et al., 2018). Assim, o treinamento
fisico moderado parece beneficiar a capacidade antioxidante hepatica, melhorando o
metabolismo oxidativo. Estudos envolvendo os efeitos desses tipo de treinamento e o
metabolismo oxidativo hepético na prole de ratas alimentadas com dietas obesogenicas, durante
a gestacéo e lactacéo, ainda sdo escassos na literatura, mostrando a importancia de se estudar

essa relacéo.
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3 HIPOTESE

Ratas alimentadas com dieta obesogénica materna apresentam maior consumo alimentar
e prejuizos no perfil bioquimico e o treinamento fisico moderado melhora o balanco oxidativo

hepatico da prole.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral: Avaliar o consumo alimentar e o perfil bioquimico de ratas alimentadas
com dieta obesogénica materna e os efeitos do treinamento fisico moderado sobre o balanco
oxidativo hepatico da prole.

4.2 Objetivos especificos:

Avaliar nas mées que foram submetidas a uma dieta obesogénica durante a gestacdo e

lactacdo:

- Peso corporal, peso do tecido adiposo abdominal e peso do tecido adiposo viseral;
- Consumo alimentar;

- Perfil bioquimico;

- Teste oral de tolerancia a glicose.

Avaliar os efeitos do treinamento fisico moderado no figado da prole (ratos jovens aos 60
dias de vida) provenientes de méaes submetidas a uma dieta obesogénica durante a

gestacdo e lactacdo no (a):

- Consumo alimentar durante o treinamento fisico;

- Peso corporal ao nascer, ao desmame e aos 60 dias de vida;

- Perfil bioquimico;

- Peso do tecido hepatico, tecido adiposo abdominal e tecido adiposo visceral;
- Niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS);

- Atividade de enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa-S-transferase (GST);

- Niveis de grupamentos sulfidrilas (SH);

- Niveis de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e estado REDOX celular (razdo
GSH/GSSG).



35

5 METODOLOGIA

5.1 Animais e Dieta

Foram utilizadas 10 ratas da espécie Rattus novergicus albinus, da linhagem Wistar
provenientes do Departamento de Fisiologia da UFPE, com idade entre 90 e 120 dias, peso
entre 220 e 250 g e nuliparas. Os animais foram mantidos em biotério de experimentacdo do
Centro Académico de Vitoria - CAV/UFPE com temperatura de 22° + 2, ciclo claro-escuro
de 12/12 horas. Para 0 acasalamento, foi monitorado o ciclo estral das ratas e em seguida foram
colocadas para acasalar na propor¢do de duas fémeas para um macho. Para o diagndstico do
estado de prenhes, foi realizado o esfregaco vaginal para visualizacdo da presenca de
espermatozoides na cavidade vaginal (MARCONDES, BIANCHI e TANNO, 2002). Logo apds
a deteccéo da prenhes as ratas foram divididas em dois grupos e em seguida receberam suas
respectivas dietas, o grupo Controle (C) (n=5) que recebeu dieta de biotério Presence® e o
grupo Obesogénico (OB) (n=5) que recebeu uma dieta com alto teor de gordura e alto teor
de carboidrato (Tabela 1). A dieta Presence Nutricdo Animal é composta por 10,9% de
lipidios, 28,3% de proteinas, e 60,8% de carboidratos. A dieta obesogénica é composta por
alto teor em &cidos graxos saturados, adaptada a partir da composicdo da dieta ocidentalizada
utilizada no estudo de Ferro Cavalcante et al., (2013), com 31,99% da energia proveniente das
gorduras, 20,18% das proteinas e 47,82% dos carboidratos, mais a suplementacdo de leite
condensado (Italac) (Corumbaiba, Brasil), com 17,7% de lipideos, 9,8% de proteinas e 72,3%
de carboidratos (valores % em kcal). O leite condensado foi ofertado separadamente da racédo
em um recipiente de vidro instalado na gaiola. A dieta foi ofertada a partir da deteccédo da
prenhes e durante toda a gestacao e lactacdo. Apds o periodo de lactacdo (21 dias), somente
os filhotes machos foram utilizados nos experimentos. Estes receberam dieta de biotério
Presence®. Logo apds o desmame, os animais foram subdivididos em quatro grupos de
acordo com a prética ou ndo de treinamento fisico: Controle ndo Treinado (CNT); Controle
Treinado (CT); Obesogénico ndo Treinado (ONT) e Obesogénico Treinado (OT). As
analises ocorreram quando os animais completaram 60 dias de vida (Figura 3). O presente
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de
Biociéncias da UFPE (n° 0061/2019-ANEXO 1), seguindo as normativas do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
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Tabela 1 - Composigdo quanto aos ingredientes utilizados nas dietas experimentais

Ingrediente/quantidade por Presence® Dieta Leite condensado
100g de dieta ocidentalizada (g) (Italac)
Amido de milho - 11,8 -
Farinha de trigo - 12,0 -
Biscoito maisena - 7,2 -
Farinha de soja - 8,5 -
Banha de porco - 55 -
Margarina (65% de lipidios) - 3,5 -
Creme de leite (20% de - 3,0 -
lipidios)

Caseina (>85%) - 20,0 -
Sacarose - 20,0 -
Oleo de soja - 4,0 -
Fibra (celulose) - 0,3 -
Mix mineral* - 2,5 -
Mix vitaminico** - 0,7 -
DL-Metionina - 0,3 -
Bitartarato de colina - 0,25 -
BTH - 0,0014 -
Cloreto de sédio - 0,36 0,026
Calcio - - 0,058
Total (g) - 100 -
Kcal /1009 3,44 4,52 304
% Gorduras totais 10,9 31,99 17,7
% Proteinas 28,3 20,18 9,8
%Carboidratos 60,8 47,82 72,3

Fonte: Dieta de biotério Presence®; Dieta ocidentalizada baseada no estudo de Ferro Cavalcante et al., 2013,
adaptada da pesquisa de Orcamento Alimentar (POF) 2002/2003; Céalculos baseados na informag&o da composicao
nutricional enviada pelo fornecedor do produto e da Tabela B.Krasileira de Composicdo de Alimentos (TBCA). A
composi¢do centesimal foi analisada no Laboratério de Analise Alimentar/UFPE. *O Mix Mineral é composto
pelos seguintes reagentes (em mg/Kg de dieta): CaHPO4, 17.200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO, 420; MgSQOa,
2000; Fe;0,, 120; FeS04.7H,0, 200. ** O Mix Vitaminico é composto pelos seguintes reagentes (em mg/Kg de
dieta): Acido f6lico, 200; acido Nicotinico, 3000; Biotina, 20; Pantotenato de Calcio, 1600; Piridoxina.HCI, 700;
Riboflavina, 600; Tiamina.HCI, 600; Vitamina A, 400.000Ul; Vitamina B12, 2500; Vitamina D3, 100.000Ul;
Vitamina E, 7500Ul; Vitamina K1, 75 Leite condensado (ltalac), composi¢do alimentar calculada de acordo
com o rétulo do produto.
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Figura 3 - Modelo experimental.
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Fonte: A Autora, 2021.

5.2 Protocolo de treinamento fisico

Os animais foram submetidos no 26°, 27° e 28° dias de vida a um teste de corrida aerobia
incremental até a fadiga. Nesse teste foi avaliado o desempenho dos animais com progressdo
da velocidade em 0,1 km/h cada 3 minutos (BROOKS, 1978; RODRIGUES, 2007). A fadiga
foi definida como um ponto em que os animais ndo foram capazes de manter o ritmo da esteira
por mais de 10 segundos. Os animais que conseguiram permanecer correndo por mais tempo
durante o teste incremental foram deslocados para o grupo treinado e 0s que correram menos
tempo foram deslocados para o grupo néo treinado. Apds 48 h do teste incremental, 0os animais
dos grupos controle treinado e obesogénico treinado com completos 30 dias de vida, foram
submetidos a um programa de treinamento fisico, em esteira ergométrica Inbramed, modelo
para ratos 9015.5.X (Figura 4), durante o periodo noturno (a partir das 18 horas), utilizando o
seguinte protocolo experimental (60 min/dia, 5 dias/semana, 4 semanas e a 50% da capacidade
maxima atingida para os determinandos grupos experimentais) (Tabela 2). A velocidade da
esteira durante cada semana de treinamento foi ajustada de acordo com a média da velocidade
dos animais de cada grupo treinado a partir do teste de esforco realizado aos sabados
(BROOKS, 1978; RODRIGUES, 2007). Os grupos nao treinados permaneceram nas gaiolas, e
no mesmo ambiente e tempo dos animais em treinamento (BELLO-KEIN et al., 2000; BRAZ
et al., 2015).
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Tabela 2 - Protocolo de 4 semanas de treinamento fisico de acordo com a velocidade e a duragéo
das sessoOes.

Semana Velocidade Méxima do 50% da capacidade Duracéo
teste maxima (min)
CT oT CT oT
1° 0,6km/h  0,6km/h 0,3km/h  0,3km/h 60*
20 0,10km/h  0,12km/h 0,5km/h  0,6km/h 5/50/5**
3° 0,14km/h  0,16km/h 0,7km/h  0,8km/h 5/50/5**
40 0,16km/h  0,18km/h 0,8km/n  0,9km/h 5/50/5**

*Duracéo total de corrida por dia.

**5 minutos iniciais e finais de corrida com a velocidade da semana anterior.

Fonte: A Autora, 2021.

Figura 4 - Esteira ergomeétrica Inbramed, modelo para ratos 9015.5.X, utilizada no treinamento

dos animais.

Fonte: A Autora, 2021.

5.3 Consumo alimentar das mées e da prole

O consumo alimentar das mées foi avaliado diariamente durante os periodos de gestacdo
e lactacdo, e o da prole foi avaliado diariamente durante o periodo de treinamento fisico em
esteira. O consumo de racéo e leite condensado das maes e a racéo da prole foi mensurado pela
diferenca entre a quantidade ofertada e rejeitada. Em relacdo ao leite condensado, o peso do

pote de cada animal foi medido no inicio do experimento, e o valor do peso do pote foi subtraido
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durante a pesagem do consumo, restando o peso do leite condensado. Para pesar a dieta foi
utilizada uma balanca eletrdnica digital de precisdo — Vonder, com capacidade maxima de 10
kg.

5.4 Peso corporal das maes e da prole

Inicialmente foi verificado o peso pré-gestacional, e apds detectar a prenhes, 0 peso
corporal das mdes foi avaliado a cada 7 dias, durante toda gestacéo e lacta¢do. Todos os filhotes
foram pesados ap6s 0 nascimento, ao desmame (21 dias de vida) e aos 60 dias de vida. Foi
utilizada uma balanca digital de precisdo — Marte, com capacidade méaxima de 1010g e

sensibilidade de pesagem 0,01g.

5.5 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) nas maes

A avaliacdo do TOTG nas maes ocorreu na Ultima semana de lactacdo, apos serem
submetidas a um jejum de 12 horas. O sangue foi coletado a partir de cortes na ponta da cauda
do animal, a primeira amostra de sangue foi coletada no tempo zero. Em seguida, foi
administrada por gavagem, a solucdo de glicose a 50% (Equiplex Pharmaceutical Limited) a
uma dose de 2 mg/g de peso corporal. A glicemia das amostras de sangue foi medida através
do glicosimetro— G-TECH lite, aos 15, 30, 45, 60 e 120 minutos ap6s a administracdo da
solucdo (KIM; BI, 2015).

5.6 Coleta do sangue, do tecido hepético e do tecido adiposoo abdominal e viseral

Todos os animais (mées e prole) foram eutanasiados através do uso da guilhotina.
Durante o procedimento, o sangue foi coletado para as analises bioquimicas, em seguida foi
realizada a cirurgia para a remocao do tecido hepatico e do tecido adiposo abdominal e viseral,

e imediatamente todos os tecidos foram pesados e congelados a -80 °C.

5.7 Avaliacdo da Glicemia, Colesterol Total e HDL das mées e da prole

Nas maes as analises foram realizadas no primeiro dia apds o desmame e nos filhotes
apos 48 horas da Ultima sessdo de treinamento. As amostras de sangue foram coletadas durante

a eutanasia, e condicionadas em tubos sem anti-coagulante, centrifugadas a 3500 RPM, por 10
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min para obtengdo do soro. O sobrenadante foi coletado com auxilio de pipeta e transferido
para um tubo eppendorf e encaminhado para as analises de glicose e colesterol total nas mées

e na prole e HDL nas mées, utilizando os Kits colorimetricos da Labtest®.

5.8 Preparo do homogeneizado do tecido hepatico para utilizacdo nas técnicas

bioquimicas

O tecido hepatico foi homogeneizado em tampéo de extragdo (Tris base 50 mM, pH 7,4;
EDTA 1 mM; ortovanadato de sédio 2 mM; PMSF 2 mM). Ap6s a homogeneizacao, as
amostras foram centrifugadas a 4000 RPM, durante 10 min, a 4 °C e os sobrenadantes foram

submetidos a quantificacdo proteica.

5.9 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina do homogenato hepatico foi determinada pelo método de
Bradford et al. (1976) (BRADFORD, 1976). O principio do método baseia-se na determinacéao
da concentracdo de ligacGes peptidicas através da medida de absorbancia do complexo proteina-
corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia é
considerada diretamente proporcional a concentracdo de proteina na solugdo analisada, onde a
solucgéo de albumina de soro bovino (BSA) a 2mg/mL foi utilizada como padréo.

5.10 Niveis de peroxidacdo lipidica pela metodologia da Substancia Reativa a Acido
Tiobarbiturico (TBARS)

Para a dosagem de TBARS foi utilizada a técnica colorimétrica de Buege e Aust (1978)
(BUEGE e AUST, 1978), onde o éacido tiobarbitirico reage com o0s produtos da
lipoperoxidag&o, entre eles o malondialdeido e outros aldeidos. As amostras (homogenato de
figado, 300 pg de proteina) foram sequencialmente misturadas com 30% (p/v) de acido
tricloroacético (TCA) e um tampéo TRIS 10 mM, pH 7,4. Esta mistura foi centrifugada a 1180
g, durante 10 min e o sobrenadante foi fervido durante 15 min com 0,73% (p/v) de acido
tiobarbitdrico. O pigmento rosa produzido foi medido a 535 nm de absorcdo utilizando um
espetrofotdbmetro visivel Biochrom Libra S12 (Biochrom, EUA) a temperatura ambiente e

expresso como mmol/mg de proteina.
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5.11 Avaliacéo da atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)

Foi adicionado o homogenato de figado (80 g de proteina) a um tampao de carbonato
0,05 M com EDTA 0,1 mM, pH 10,2. A reacgéo foi iniciada com epinefrina 150mM e a atividade
da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-oxidagéo da adrenalina a 30°C. A diminuicdo da
absorbancia foi monitorizada utilizando um espetrofotdmetro visivel Biochrom Libra S12
(Biochrom, EUA) durante 1,5 min, a 480 nm e os resultados expressos como U/mg de proteina.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de proteina necessaria para inibir a auto-
oxidacéo de 1 umol de epinefrina por minuto. A atividade da SOD foi realizada de acordo com

o0 protocolo desenvolvido por Misra e Fridovich (1972).

5.12 Avaliacdo da atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi realizada como previamente descrito por Aebi (1984) (AEBI,
1984). O principio do ensaio e baseado na determinagdo da constante k de decomposicao de
H202, que nas nossas condicdes de temperatura e pH foi definido como 4,6 x 10”. Assim, 0,3M
de H20- foi adicionado a amostra (80 pg de proteina), seguido de adigdo do tampéo fosfato
50mM, pH 7,0, a 20°C. A absorcéo de decaimento foi monitorizada por 4 min, a 240nm, em
espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram expressos em
U/mg de proteina. Uma unidade de catalase foi definida como quantidade de proteina requerida

para converter 1umol de H20, em H20 por minuto.

5.13 Avaliacdo da atividade da enzima Glutationa-S-Transferase (GST)

A atividade da GST é diretamente proporcional a taxa de formacao do composto DNP-
SG (dinitro fenil S glutationa), podendo desta forma ser medida através do monitoramento da
taxa de formacdo do composto. Em uma cubeta de quartzo de 1 mL, foi adicionado a amostra
(80ug de proteina) ao tampao fosfato (0.1M), EDTA (ImM), GSH (1mM) e CDNB (ImM). A
absorbancia (340mm) foi registrada por um periodo de aproximadamente 3 min com controle
da temperatura (30 °C), em espectrofotdbmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA) de acordo
com Habig et al., 1974 (HABIG et al., 1974). Os resultados foram expressos em U/mg proteina.
Uma unidade de atividade enzimatica da GST foi definida como a quantidade necessaria para

catalisar a formacéo de quanto 1pumol do composto DNP-SG por minuto.
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5.14 Avaliacao dos nivies de sulfidrilas

O conteldo de sulfidrila foi determinado a partir da reacdo com o composto DTNB (5,5'-
dithiobis (2 nitrobenzoic acid) (ELLMAN, 1959). A aliquota do homogenate (200 pg de
proteina) foi incubada no escuro apés a adicdo de DTNB 10mM e o volume final foi de 1 mL
completado com tampéo de extracdo pH 7.4 e realizada a leitura com absorbancia (30°C) a
412nm em espectrofotbmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram

expressos em mmol/mg de proteina.

5.15 Avaliagao dos niveis de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e estado REDOX
celular (razdo GSH/GSSG)

Para avaliar os niveis de GSH, as amostras (80 pg de proteina) foram primeiramente
diluidas em tampdo fosfato 0,1 M contendo EDTA 5 mM, pH 8,0. Em seguida, uma aliquota
da amostra diluida foi incubada com o-Phthallialdeido (OPT) a temperatura ambiente durante
15 min. As intensidades de fluorescéncia foram medidas a 420 nm e excita¢do a 350 nm, em
um espectrofluorimetro (FLUOStar Omega - BMG Labtech, EUA), e comparadas com uma
curva padrdo de concentracfes conhecidas de GSH (0,25-10 nM) também incubadas com OPT.
Para determinar os niveis de GSSG, as amostras (80 ug de proteina) foram incubadas com N-
etilmaleimida 0,04 M, durante 30 min em RT, seguido pela adi¢do de tampao NaOH 0,1 M.
Quando esta mistura estava pronta, 0s mesmos passos do ensaio GSH foram seguidos para
determinar os niveis de GSSG. Os resultados foram expressos em uM/mg proteina. O estado
REDOX foi determinado pela razdo de GSH/GSSG segundo o método de Hissin e Hilf (1976)

5.16 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como mediaterro padrdo da media. Para comparagao
dos dados foi utilizado o teste de anélise de variancia ANOVA Two Way seguido do pos-teste
de comparagdes multiplas TUKEY e o teste “t” de Student ndo pareado. O nivel de significancia
foi mantido em 5% (p<0,05) para todas as analises. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa GraphPad Prism, versdo 8.0.2 para Windows.
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6 RESULTADOS

6.1 Consumo alimentar durante a gestacéao e a lactacao

Foi observado que o consumo de ra¢do hiperlipidica nas trés semanas de gestacédo foi
menor no grupo OB comparado ao grupo C, aos 7 dias (OB: 68.00 £ 11.63 g, n=5vs C: 171.0
+ 10.23 g, n=5 p=0.0002), aos 14 dias (OB: 67.00 + 5.357 g, n=5 vs C: 198.0 £ 15.65 g, n=5
p<0.0001), aos 21 dias (OB: 74.20 £ 4.306 g, n=5vs C: 198.2 + 13.72 g, n=5 p<0.0001) (Figura
5). O consumo de leite condensado no grupo OB foi significativamente maior comparado ao
consumo de racdo hiperlipidica na primeira semana de gestacéo (aos 7 dias), (Leite condensado:
127.0 £ 19.28 g, n=5 vs Racdo hiperlipidica: 68.00 £ 11.63 g, n=5 p=0.0306), e ndo houve

diferanca significativa nas semanas seguintes (Figura 6).

Houve menor consumo de racéo nas trés semanas de lactagcdo no grupo OB comparado
ao grupo C, aos 7 dias (OB: 76.40 £ 14.81 g, n=5vs C: 247.6 £ 5.732 g, n=5 p<0.0001), aos 14
dias (OB: 142.2 £ 11.55 g, n=5 vs C: 401.8 + 7.419 g, n=5 p<0.0001), aos 21 dias (OB: 139.2
+ 19.77 g, n=5 vs C: 375.4 + 20.51 g, n=5 p<0.0001) (Figura 7). Nao houve diferenca
significativa no consumo de leite condensado e racéo hiperlipidica durante a lactagdo no grupo
OB (Figura 8).

Foi observado que as ratas do grupo obesogénico consumiram menos proteinas e mais
gorduras durante o periodo total de gestacdo comparado ao grupo controle, Proteinas (kcal)
(OB: 246,0 £ 14,23 kcal, n=5 vs C: 550,6 + 43,39 kcal; n=5, p=0,0002), Lipideos (kcal) (OB:
420,4 £ 17,61 kcal, n=5 vs C: 213,1 + 16,79 kcal, n=5, p<0,0001) (Tabela 3). O consumo de
carboidratos e o consumo total dos macronutrientes ndo apresentaram diferenca estatistica entre

0s grupos no periodo total de gestacdo (Tabela 3).

Durante o periodo total de lactacdo os resultados também demostraram diminuicdo do
consumo de proteinas e aumento do consumo de gorduras no grupo obesogénico comparado ao
grupo controle, Proteinas (kcal) (OB: 392,0 + 42,71 kcal, n=5 vs C: 1025 + 19,53 kcal, n=5,
p<0,0001), Lipideos (kcal) (OB: 674,7 £ 50,52 kcal, n=5 vs C: 396,6 = 7,55 kcal, n=5,
p=0,0006) (Tabela 4). Além disso, houve reducdo do consumo de carboidratos em (kcal)
durante o periodo total de lactacdo, (OB: 352,5 + 27,10 g, n=5 vs C: 550,3 + 10,49 g, n= 5,
p=0,0001) e (OB: 1410 + 108,4 kcal, n=5 vs C: 2201 + 41,95 kcal, n=5, p= 0,0001) no grupo
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obesogénico comparado ao grupo controle. O consumo total dos macronutrientes (kcal)
também foi menor no grupo obesogénico comparado ao grupo controle durante o periodo total
de lactacdo (OB: 2477 + 194,0 kcal, n=5 vs C: 3623 £ 69,03 kcal, n=5, p=0,0005) (Tabela 4).

Figura 5 - Avaliagdo do consumo de ragdo das mées durante a gestacéo.
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Grupos estudados: Grupo Controle (racdo de biotério) n=5; Grupo Obesogénico (racdo hiperlipidica) n=5. Os
valores sdo representados como média + erro padrdo da média e foram analisados usando teste “t” de Student nédo
pareado (***p=0,0002; ****p<0,0001).

Fonte: A autora (2021).

Figura 6 - Avaliacdo do consumo de ragdo hiperlipidica e leite condensado durante a
gestacdo de ratas do grupo obesogénico.
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Grupo estudado: Grupo Obesogénico (OB) n=5. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média
e foram analisados usando teste “t” de Student ndo pareado (*p=0,0306).
Fonte: A autora (2021).
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Figura 7 - Avaliagdo do consumo de ragéo das mées durante a lactacéo.
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Grupos estudados: Grupo Controle (dieta de biotério) n=5; Grupo Obesogénico (dieta hiperlipidica) n=5. Os
valores sdo representados como média + erro padrdo da média e foram analisados usando teste “t” de Student nédo
pareado (****p<0,0001).

Fonte: A autora (2021).

Figura 8 - Avaliacao do consumo de ragdo hiperlipidica e leite condensado durante a

lactacdo de ratas do grupo obesogénico.
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Grupo estudado: Grupo Obesogénico (OB) n=5. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média
e foram analisados usando teste “t” de Student ndo pareado.
Fonte: A autora (2021).



46

Tabela 3 - Consumo alimentar em quilocalorias (kcal) a cada semana de gestacdo de maes do

grupo Controle e do grupo Obesogénico.

1°Semana 2°Semana 3°Semana Periodo total

(kcal) (kcal) (kcal) da gestacgéo (kcal)
Ptna  154,4 + 198,0 + 198,2 + 550,6 +
15,50 15,65 13,72 43,39
Lip 59,75 + 76,63 + 76,70 + 2131+
5,99 6,05 5,31 16,79
Controle
CHO 331,7% 4253 + 4071+ 1164 +
33,29 33,61 38,99 102,0
Total 5458+ 699,9 + 682,0 + 1928 +
54,78 55,31 56,57 161,7
Ptna 93,67+ 83,22 + 69,15 + 246,0 +
4,62** 4,39%** 11,72%*** 14,23%**
Lip 154,3 + 132,7 + 133,4 + 420,4 +
7’75**** 5’91*** 5729**** 17,61****
Obesogénico
CHO 4029+ 318,1+ 296,9 + 1018 +
35,60 22,78* 13,42* 68,41
Total 650,9 + 534,0 + 499,4 + 1684 +
40,99 31,02* 18,14* 84,52

Foi considerado significativo a diferenca entre o grupo Obesogénico e o grupo Controle em relagdo a mesma
semana de consumo alimentar e macronutriente (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Todos 0s
valores foram expressos em média £ EPM, apds a realizacdo do teste “t” de Student ndo pareado.

*g= gramas, kcal= quilocalorias, Ptna= proteinas, Lip= lipideos, CHO= carboidratos.

Fonte: A autora (2021).

Tabela 4 - Consumo alimentar em quilocalorias (kcal) a cada semana de lactacdo de mées do

grupo Controle e do grupo Obesogénico.

1°Semana 2°Semana 3°Semana Periodo total

(kcal) (kcal) (kcal) da lactacéo
(kcal)
Ptna  247,6+ 401,8 + 3754 % 1025 +
5,73 7,41 20,51 19,53
Lip 95,82 + 155,5 + 1453 + 396,6 +
2,21 2,87 7,93 7,55
Controle
CHO 53,8+ 863,1+ 806,4 + 2201 +
12,31 15,93 44,05 41,95
Total 8753+ 1420 + 1327 + 3623 +
20,26 26,23 72,49 69,03
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Ptna 84,02+ 1539+ 154,1 3920+
12,86**** 11187**** 19]11**** 42,71****

Lip 167,2 + 252,2 £ 255,3 + 674,7 £
21,54* 19,36** 30,22** 50,52***

Obesogénico

CHO 308,0% 555,0 + 546,8 + 1410 +
37,82%** 40,90%** 39,15%* 108,4***

Total 559,3+ 961,1+ 9545+ 2477 £
52,29%** 72,05%** 86,25* 194,0%***

Foi considerado significativo a diferenca entre o grupo Obesogénico e o grupo Controle em relacdo a mesma
semana de consumo alimentar e macronutriente (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Todos 0s
valores foram expressos em média + EPM, apds a realizac¢do do teste “t” de Student ndo pareado.

*g= gramas, kcal= quilocalorias, Ptna= proteinas, Lip= lipideos, CHO= carboidratos.

Fonte: A autora (2021).

6.2 Delta peso corporal durante a gestacdo e lactacdo e peso dos tecidos adiposos

abdominal (TAA) e visceral (TAV) das maes

Foi verificado que o delta peso corporal das mées na gestagdo foi maior no grupo OB
comparado ao grupo C (OB: 96.40 £ 5.446 g, n=5vs C: 65.80 £ 4.005 g, n=5, p=0.0019) (Figura
9), mas durante a lactacdo o delta peso corporal das mées foi menor no grupo OB comparado
ao grupo C (OB: 22.60£2.619 g, n=4 vs C: 39.00£5.180 g, n=5, p=0.0194) (Figura 10). As mées
do grupo OB apresentaram maior peso do TAA e TAV comparado ao grupo C, TAA (OB:
3.280 £ 0.217 g, n=5 vs C: 2.104+0.183 g, n=5, p=0.0032) (Figura 11) e TAV (OB: 1.391 +
0.048 g, n=4 vs C: 0.9985 + 0.095 g, n=4, p=0.0106) (Figura 12).

Figura 9 - Avaliacédo do peso corporal durante a gestacdo de mées alimentadas com

dieta obesogénica.
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Grupos estudados: Controle (C) e Obesogénico (OB). N= 5 animais por grupo. Os valores sao representados como
média + erro padrdo da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (**p=0,0019).
Fonte: A autora (2021).
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Figura 10 - Avaliacdo do peso corporal durante a lactacdo de mées alimentadas com
dieta obesogénica.
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Grupos estudados: Controle (C) n=4; Obesogénico (OB) n=5. Os valores sdo representados como média * erro
padrio da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (*p=0,0194).
Fonte: A autora (2021).

Figura 11 - Avaliagéo do peso do tecido adiposo abdominal de maes alimentadas com

dieta obesogénica durante a gestacao e lactacao.
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Grupos estudados: Controle (C) e Obesogénico (OB). N= 5 animais por grupo. Os valores sdo representados como
média + erro padrdo da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (**p=0,0032).
Fonte: A autora (2021).
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Figura 12 - Avaliagéo do peso do tecido adiposo visceral de mées alimentadas com dieta

obesogénica durante a gestacao e lactacao.
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Grupos estudados: Controle (C) e Obesogénico (OB). N= 4 animais por grupo. Os valores sdo representados como
média =+ erro padriao da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (*p=0,0106).
Fonte: A autora (2021).

6.3 Perfil bioquimico e teste oral de toleréncia a glicose (TOTG) das maes

Foi observado que as mdes do grupo OB apresentaram maiores niveis de glicose
comparado as mées do grupo C (OB: 155.4+4.320 mg/dL, n=5 vs C: 135.3+2.675 mg/dL, n=4,
p=0.0076) (Figura 13); ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em relacéo aos niveis de
colesterol total (Figura 14), mas os niveis de HDL (Figura 15) foram menores no grupo OB
comparado ao grupo C (OB: 42.23+0.279 mg/dL, n=4 vs C: 45.26+0.397 mg/dL, n=5,
p=0.0006). No TOTG (Figura 16) foi observado aumento significativo nos niveis de glicose no
grupo OB aos 15, 60 e 120 minutos apo6s a administracdo da glicose a 50% quando comparado
ao grupo C, 15 min (OB: 209.8+13.50 mg/dL, n=5 vs C: 155.8+4.090 mg/dL, n=5, p=0.0087),
60 min (OB: 152.3+10.41 mg/dL, n=5 vs C: 122.5+6.144 mg/dL, n=5, p=0.0491) e 120 min (
OB: 132.6+3.548 mg/dL, n=5 vs C: 121.0+1.581 mg/dL, n=5, p=0.0158).
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Figura 13 - Avaliagdo dos niveis séricos de glicose de mées alimentadas com dieta
obesogénica durante a gestacao e lactacao.
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Grupos estudados: Controle (C) n=4; Obesogénico (OB) n=5. Os valores sdo representados como média * erro
padrio da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (**p=0,0076).
Fonte: A autora (2021).

Figura 14 - Avaliacéo dos niveis de colesterol total de mées alimentadas com dieta

obesogénica durante a gestacao e lactacao.
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Grupos estudados: Controle (C) n=4; Obesogénico (OB) n=4. Os valores sdo representados como média * erro
padrdo da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado.
Fonte: A autora (2021).
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Figura 15 - Avaliacéo dos niveis de HDL de maes alimentadas com dieta obesogénica

durante a gestacao e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle (C) n=5; Obesogénico (OB) n=4. Os valores sdo representados como média * erro
padrdo da média e foram analisados usando o teste “t” de Student néo pareado (**p=0,0006).
Fonte: A autora (2021).

Figura 16 - Avaliacdo do teste oral de tolerancia a glicose de mées alimentadas com

dieta obesogénica durante a gestacéo e lactacao.

220+
-@ Controle

2004 = {1 Obesogénico
180+

160-

140-

Glicose (mg/dL)

120

100I L] L] L] L] L] L] L] 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo (min)

Grupos estudados: Controle (C) n=4-5; Obesogénico (OB) n=4-5. Os valores sdo representados como média * erro
padrdo da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (**p=0,0087; *p=0,0491;
*p=0,0158 respectivamente em relacdo ao tempo de 15 min, 60 min e 120 min).

Fonte: A autora (2021).

6.4 Peso corporal da prole ao nascer, ao desmame e aos 60 dias de vida e consumo

alimentar durante o programa de treinamento fisico

O peso corporal da prole ao nascer e ao desmame foi maior no grupo de filhotes de mées
OB comparado ao grupo de filhotes de mées C, peso ao nascer (Filhotes OB: 8.188+0.1638 g,
n=16 vs Filhotes C: 7.438+0.1281 g, n=16 p=0.0011), peso ao desmame (Filhotes OB:
49.50+0.7012 g, n=16 vs Filhotes C: 0,41.69+0,6753 g, n=16 p<0.0001). O peso corporal aos
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60 dias de vida foi diminuido no grupo OT comparado ao grupo ONT (OT: 174.7 vs ONT:
203.0 £ 6.658 g, p=0.0020), e no grupo CT comparado ao grupo CNT (CT:152.4 vs CNT: 174.8
+ 6.268 g, p=0.0094), e aumentado no grupo ONT comparado ao grupo CNT (ONT: 203.0 vs
CNT: 174.8 + 6.954 g, p=0.0032), alem do grupo OT comparado ao grupo CT (OT: 174.7 vs
CT: 152.4 £5.938 g, p= 0.0063).

Foi verificado que o consumo de proteinas, lipideos, carboidratos e as calorias totais da
dieta foram menores durante o periodo total de treinamento fisico nos grupos treinados
comparados com 0s grupos ndo treinados, Proteinas (kcal) (OT: 580,75 + 10,54 vs ONT: 660,25
+ 40,92 kcal, p=0.034; CT: 591,00 + 20,44 vs CNT: 669,79 + 25,01 kcal, p=0.044), Lipideos
(kcal) (OT: 224,75 £ 4,08 vs ONT: 225,52 + 15,83 kcal, p=0.034; CT: 229,10 + 7,91 vs CNT:
259,21 + 9,68 kcal, p=0.044), Carboidratos (kcal) (OT: 1247,45 + 22,64 vs ONT: 1418,52 +
87,89 kcal, p=0.034; CT: 1271,62 + 43,91 vs CNT: 1438,70 + 53,73 kcal, p=0.044), Calorias
Totais (kcal) (OT: 2052,95+ 37,26 vs ONT: 2333,98 + 144,64 kcal p=0.034; CT: 2092,72 +
72,26 vs CNT: 2367,69 + 88,42 kcal, p=0.044) (Tabela 5).

Figura 17 - Avaliagdo do peso ao nascer da prole de ratas alimentadas com dieta

obesogénica durante a gestacao e lactacao.

10+

[e]
1

64

Peso ao nascer (g)

Controle Obesogénico

Grupos estudados: Controle (C) n=16; Obesogénico (OB) n=16. Os valores sdo representados como média + erro
padrdo da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (**p=0,0011).
Fonte: A autora (2021).
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Figura 18 - Avaliagéo do peso ao desmame da prole de ratas alimentadas com dieta

obesogénica durante a gestacao e lactacao.
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Grupos estudados: Controle (C) n=16; Obesogénico (OB) n=16. Os valores sdo representados como média + erro
padrio da média e foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (****p=0,0001).
Fonte: A autora (2021).

Figura 19 - Avaliacdo do peso corporal aos 60 dias de vida da prole de ratas alimentadas

com dieta obesogénica durante a gestacdo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=5; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=5; Controle Treinado
(CT) n=8 ; Obesogénico Treinado (OT) n=6. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (CT vs CNT **p=0,0094; OT vs ONT **p=0,0020;
ONT vs CNT **p=0,0032; OT vs CT **p=0,0063).

Fonte: A autora (2021).
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Tabela 5 - Consumo alimentar durante o treinamento fisico em quilocalorias (kcal) por semana

e por macronutrientes da dieta.

1°Semana 2°Semana 3°Semana 4°Semana Periodo

(kcal) (kcal) (kcal) (kcal) total
treinamento
(kcal)
Ptna 134,28+ 167,50+ 196,25+ 196,25+ 669,79+
3,60 8,22 8,69 23,08 25,01
Lip 49,92+ 64,82+ 75,95+ 75,95+ 259,21+
1,39 3,18 3,36 8,93 9,68
CNT
CHO 277,09+ 359,79+ 420,47+ 421,55+ 1438,70%
7,72 17,65 18,66 49,58 53,73
Total 456,02+ 592,11+ 691,98+ 693,74+ 2367,69+
12,71 29,05 30,70 81,60 88,42
Ptna 128,29+ 141,03+ 161,53+ 163,00+ 591,00+
6,14 5,88 6,64 2,89 20,442
Lip 48,94+ 54,58+ 62,51+ 63,08+ 229,10+
2,37 2,28 2,57 1,12 7,912
CT
CHO 271,61# 302,92+ 346,96+ 350,12+ 1271,62+
13,18 12,64 14,26 6,20 43,91%"
Total 447,00+ 498,52+ 570,99+ 576,21+ 2092,72+
21,69 20,80 23,47 10,21 72,262
Ptna 145,00+ 168,00+ 165,25+ 187,25+ 660,25+
11,07 18,99 10,61 7,45 40,92
Lip 68,85+ 65,02+ 63,95+ 72,47+ 225,52+
ONT 4,28° 7,35 4,11 2,88 15,83
CHO 288,38+ 360,86+ 354,96+ 402,21+ 1418,52+
23,77 40,80 22,79 16,01 87,89
Total 460,68+ 593,88+ 584,16+ 661,93+ 2333,98+
39,12 67,14 37,51 16,34 144,64
Ptna 113,67+ 140,25+ 166,25+ 168,25+ 580,75+
4,17 11,78 5,80 7,67 10,54
Lip 41,02+ 54,28+ 64,34+ 65,11+ 224,75
1,61 4,56 2,25 2,97 4,08
oT
CHO 227,69+ 301,26+ 357,11 361,40+ 124745+
8,95 25,30 12,46 16,47 22,64
Total 374,71+ 495,78+ 587,69+ 594,76+ 2052,95+
14,73 41,64 20,51 27,11 37,26

Foi considerado significativo a diferenca entre os grupos: Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=8 , Obesogénico
Treinado (OT) n=8, Controle ndo Treinado (CNT) n=8 e Controle Treinado (CT) n=8, em relagcdo a mesma semana
de consumo alimentar e macronutriente. Todos os valores foram expressos em média + EPM, ap6s a realizagdo do
teste ANOVA Two-Way seguido do teste de comparagGes multiplas TUKEY, considerando p<0,05. g= gramas,



55

kcal= quilocalorias, Ptna= proteinas, Lip= lipideos, CHO= carboidratos; a: CT vs CNT, b: OT vs ONT, *=
p<0,005.
Fonte: A autora (2021).

6.5 Peso do figado e do tecido adiposo abdominal e visceral, e perfil bioquimico da prole

O peso do figado foi menor no grupo OT comparado ao grupo ONT (OT: 11.26 vs
ONT: 12.31 + 0.3546 g, p=0.0336), e no grupo CT comparado ao grupo CNT (CT: 10.70 vs
CNT: 11.85+£0.3317 g, p=0.0109). O peso do TAA foi menor no grupo OT quando comparado
ao grupo ONT (OT: 2.284 vs ONT: 3.360 + 0.2759 g, p=0.0058), e no grupo CT comparado ao
grupo CNT (CT: 1.652 vs CNT: 2.598 + 0.2882 g, p=0,0207). O peso do TAV apresentou
diminuicdo do grupo OT comparado ao grupo ONT (OT: 2.191 vs ONT: 2.639 + 0.1345 g,
p=0.0169), e foi maior no grupo ONT quando comparado ao grupo CNT (ONT: 2.639 vs CNT:
2.103 + 0.1283 g, p=0.0026). Em relacéo ao perfil bioquimico, foi observado que os niveis de
glicose foram menores no grupo OT quando comparado ao grupo ONT e ao grupo CT, (OT:
125.8 vs ONT: 166.2 + 8.408 mg/dL, p=0.0008; OT: 125.8 vs CT: 150.0 + 8.017 mg/dL,
p=0.0342), e os niveis de colesterol total foram menores no grupo OT comparado ao grupo
ONT (OT: 60.82 vs ONT: 75.70 + 4.500 mg/dL, p=0.0209), e ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos CT e CNT.

Figura 20 - Avaliagdo do peso do figado da prole de ratas alimentadas com dieta

obesogénica durante a gestacao e lactacao.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=6; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=6; Controle Treinado
(CT) n=8; Obesogénico Treinado (OT) n=6. Os valores sdo representados como média + erro padrao da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (CT vs CNT *p=0,0109; OT vs ONT *p=0,0336).
Fonte: A autora (2021).



56

Figura 21 - Avaliagdo do peso do tecido adiposo abdominal da prole de ratas
alimentadas com dieta obesogénica durante a gestagéo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=6; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=6; Controle Treinado
(CT) n=8; Obesogénico Treinado (OT) n=6. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (CT vs CNT *p=0,0207; OT vs ONT **p=0,0058).
Fonte: A autora (2021).

Figura 22 - Avaliagéo do peso do tecido adiposo visceral da prole de ratas alimentadas
com dieta obesogénica durante a gestacéo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=6; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=6; Controle Treinado
(CT) n=6; Obesogeénico Treinado (OT) n=5. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (ONT vs CNT **p=0,0026; OT vs ONT *p=0,0169).
Fonte: A autora (2021).
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Figura 23- Avaliacdo dos niveis de glicose da prole de ratas alimentadas com dieta
obesogénica durante a gestacao e lactacéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=5; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=5; Controle Treinado
(CT) n=6; Obesogénico Treinado (OT) n=6. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da media e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (OT vs CT *p=0,0254; OT vs ONT ***p=0,0008).
Fonte: A autora (2021).

Figura 24 - Avaliacdo dos niveis de colesterol total da prole de ratas alimentadas com

dieta obesogénica durante a gestacao e lactacao.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=5; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=5; Controle Treinado
(CT) n=5; Obesogénico Treinado (OT) n=5. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (CT vs CNT *p=0,0209).

Fonte: A autora (2021).

6.6 Biomarcador de estresse oxidativo e atividade antioxidante enzimética no figado da
prole

Foi observado diminuicdo de peroxidacdo lipidica no grupo OT comparado ao grupo
ONT (OT: 4.065 vs ONT: 5.032 + 0.9672 nmol/mg protein, p=0,0409), e no grupo CT
comparado ao grupo CNT (CT: 4.260 vs CNT: 5.595 £ 1.335 nmol/mg protein, p=0.0049).
Houve aumento da atividade enzimatica da SOD no grupo OT comparado ao grupo ONT e ao
grupo CT, (OT: 220.1 vs ONT: 159.2 + 15.34 U/mg de protein, p=0.0042; OT: 220.1 vs CT:
63.76 = 16.14 U/mg de protein, p<0.0001), e aumento da atividade da SOD no grupo ONT
comparado ao gruupo CNT (ONT: 159.2 vs CNT: 78.61 = 16.69 U/mg de protein, p=0.0006).
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A atividade enzimatica da catalase apresentou aumento no grupo OT comparado ao grupo ONT
(OT:5.837 vs ONT: 4.823 + 0.3313 U/mg de protein, p=0,0300), e no grupo CT comparado ao
grupo CNT (CT: 5.488 vs CNT: 4.403 £ 0.3426 U/mg de protein, p= 0.0240). Houve aumento
da atividade enzimatica da GST no grupo OT comparado ao grupo ONT e ao grupo CT, (OT:
27.82 vs ONT: 23.94 + 1.373 U/mg de protein, p=0.0472; OT: 27.82 vs CT: 23.34 + 1.445
U/mg de protein, p=0.0267).

Figura 25 - Avaliagdo dos niveis de Substancia Reativa ao Acido Tiobarbitdrico no figado
da prole de ratas alimentadas com dieta obesogénica durante a gestagéo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=6; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=6; Controle Treinado
(CT) n=6; Obesogénico Treinado (OT) n=7. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (CT vs CNT **p=0,0049; OT vs ONT *p=0,0409).
Fonte: A autora (2021).

Figura 26 - Avaliacdo da atividade enzimatica da Superdxido Dismultase no figado da

prole de ratas alimentadas com dieta obesogénica durante a gestacdo e lactacgéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=5; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=6; Controle Treinado
(CT) n=5; Obesogénico Treinado (OT) n=7. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (ONT vs CNT ***p=0,0006; OT vs CT ****p<0,0001;
OT vs ONT **p=0,0042).

Fonte: A autora (2021).
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Figura 27 - Avaliacédo da atividade enzimatica da Catalase no figado da prole de ratas

alimentadas com dieta obesogénica durante a gestagéo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=6; Obesogénico nao Treinado (ONT) n=7; Controle Treinado
(CT) n=5; Obesogénico Treinado (OT) n=5. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (CT vs CNT *p=0,0240; OT vs ONT *p=0,0300).
Fonte: A autora (2021).

Figura 28 - Avaliacdo da atividade enzimatica da Glutationa-S-Transferase no figado da

prole de ratas alimentadas com dieta obesogénica durante a gestagéo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=6; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=6; Controle Treinado
(CT) n=5; Obesogénico Treinado (OT) n=7. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (OT vs CT *p=0,0267; OT vs ONT *p=0,0472).
Fonte: A autora (2021).

6.7 Atividade antioxidante ndo enzimatica no figado da prole

Os niveis de grupamentos sulfidrilas (SH) foram menores no grupo OT comparado ao
grupo CT (OT: 0.0565 vs CT: 0.1008 + 0.0443 mmol/mg protein, p<0,0001), e menores no
grupo ONT comparado ao grupo CNT (ONT: 0.0483 vs CNT: 0.0910 = 0.0046 mmol/mg
protein, p<0.0001). Os niveis de GSH ndo mostrou diferenca estatistica entre 0s grupos, mas 0s
niveis de GSSG apresentou aumento no grupo OT comparado ao CT (OT: 18.54 vs CT: 11.42
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+ 1.050 pM/mg protein, p<0.0001) e no grupo ONT comparado ao grupo CNT (ONT: 15.97 vs

CNT: 11.13 £ 10.23 pM/mg protein, p=0.0006). Em relacdo ao estado redox celular (razéo

GSH/GSSG) nédo houve diferenca estatistica entre 0s grupos.

Figura 29 - Avaliagdo dos niveis de Grupamentos Sulfidrilas no figado da prole de ratas

alimentadas com dieta obesogénica durante a gestacéo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=7; Obesogénico nao Treinado (ONT) n=6; Controle Treinado
(CT) n=6; Obesogénico Treinado (OT) n=6. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado (ONT vs CNT ****p<0,0001; OT vs CT

****n<0,0001).
Fonte: A autora (2021).

Figura 30 - Avaliacdo dos niveis de Glutationa Reduzida no figado da prole de ratas

alimentadas com dieta obesogénica durante a gestagéo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=6; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=6; Controle Treinado
(CT) n=5; Obesogénico Treinado (OT) n=6. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado.

Fonte: A autora (2021).
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Figura 31 - Avaliacdo dos niveis de Glutationa Oxidada no figado da prole de ratas

alimentadas com dieta obesogénica durante a gestagéo e lactagéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=8; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=5; Controle Treinado
(CT) n=7; Obesogénico Treinado (OT) n=5. Os valores sdo representados como média + erro padrdo da media e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo parcado (ONT vs CNT ***p=0,0006; OT vs CT
****p<0,0001).

Fonte: A autora (2021).

Figura 32 - Avaliagdo do Estado Redox (GSH/GSSG) no figado da prole de ratas

alimentadas com dieta obesogénica durante a gestacdo e lactacéo.
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Grupos estudados: Controle ndo Treinado (CNT) n=5; Obesogénico ndo Treinado (ONT) n=5; Controle Treinado
(CT) n=5; Obesogénico Treinado (OT) n=5. Os valores sdo representados como média + erro padrao da média e
foram analisados usando o teste “t” de Student ndo pareado.

Fonte: A autora (2021).
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7 DISCUSSAO

A obesidade materna é considerada um dos principais problemas de satde pablica na
atualidade e esta relacionada com habitos alimentares inadequados, baixo indice de atividades
fisica e fatores genéticos (LEADDY; POWER; SCHULHIN, 2008). Dietas com altos teores de
gorduras e carboidratos, mais conhecidas como dietas ocidentais, tém sido um dos fatores
responsaveis pelo ganho de peso durante a gestacdo (WONG et al.,, 2018). As dietas
obesogénicas durante os periodos criticos de desenvolvimento tém sido associadas a efeitos
adversos na salde das maes e dos filhos, podendo causar, por exemplo, obesidade, doengas
hepéticas e sindrome metabdlica na idade adulta (HOWIE et al., 2009).

O consumo de alimentos palataveis tem sido uma das caracteristicas da inducédo de
obesidade materna em roedores, sendo comparada com o consumo de dieta ocidentalizada que
é consumida pelos humanos, inclusive no periodo gestacional (MUSIAL et al., 2017). Os
resultados do presente estudo demonstraram que as ratas do grupo OB consumiram menos racao
hiperlipidica comparado ao consumo de racdo de biotério do grupo C durante o periodo de
gestacdo e lactacdo, mas o consumo de leite condensado foi maior na primeira semana
gestacional, seguido de um consumo em quantidades préximas nas duas Ultimas semanas. Na
lactacdo ndo houve diferencga entre o consumo de leite condensado e racdo hiperlipidica. As
ratas obesogénicas também consumiram quantidades maiores de gorduras e menores de
proteinas durante a gestacdo e lactacdo comparadas as ratas controles, além de reduzir o

consumo de carboidratos na lactagéo.

Corroborando parcialmente com 0s nossos resultados, outro estudo demostrou aumento
na ingestdo calorica de gorduras durante a gestacdo e lactacdo de mées que receberam a dieta
obesogénica em relacgdo as ratas controles. Em contra partida, nesse mesmo estudo também foi
observado aumento da ingestdo de agucares simples no grupo de mées obesogénicas durante a
gestacdo comparadas as ratas controle, e esse aumento continuou a mostrar um valor calérico
maior ingerido durante a lactacdo (KIRK et al., 2009). Desal, et al., (2014) observou que ratas
alimentas com dieta ocidentalizada tiveram consumo alimentar em maior quantidade calorica
na gestacdo derivada principalamente por meio de gorduras, e uma menor quantidade de
carboidratos durante a gestacdo e lactagdo, mesmo que a ingestdo total de alimentos tenha sido
semelhante nos dois periodos (DESAI et al., 2014). A ingestdo nutricional materna também foi

demostrada em outros estudos que utilizaram dietas que induzem obesidade em ratas no periodo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Musial%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28382681
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DESAI%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24631702
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materno, observando aumento do consumo de gorduras e agtcar com reducdo da ingestdo de
proteinas quando comparadas as ratas controles, corroborando parcialmente com 0s nosso
achados (BAYOL; FARRINGTON; STICKLAND, 2007; AKYOL; MCMULLEN;
LANGLEY-EVANS, 2012; GEORGE, et al., 2019).

O aumento excessivo de ingestdo caldrica, independente da fonte, leva a um maior
ganho de peso corporal (MARTINEZ et al., 2014). Nossos resultados mostraram que a dieta
obesogénica foi capaz de desenvolver excesso de peso na gestacéo, corroborando com outros
estudos que utilizaram o modelo de dieta obesogénica, e observaram o ganho de peso e
desenvolvimento de obesidade gestacional (KIRK et al., 2009; FERNANDEZ-TWINN et al.,
2012; LOCHE et al., 2018). Durante a lactacdo, o peso corporal das maes OB diminuiu
comparado ao grupo C. Resultado semelhante ao nosso, foi observado em ratas que receberam
dieta de junk-food na gestacéo e lactacdo, e apresentaram perda de peso significativamente
maior durante a segunda semana de lactacdo em comparacdo com as maes controle, além de
apresentar maior massa de gordura abdominal (ONG; MUHLHAUSLER, 2011). A perda de
peso em ratas durante a lactacdo também foi vista no estudo de George, et al. (2019), que
utilizou dieta de cafeteria no periodo materno, e mesmo com a redugdo de peso corporal na
lactagéo, as ratas tiveram o maior adiposidade visceral (GEORGE, et al., 2019).

Os estudos mencionados acima corroboram com 0s nossos achados, onde foi verificado
aumento da adiposidade abdominal e visceral nas ratas que receberam dieta obesogénica
materna, mesmo com reducao de peso corporal na lactacdo. A perda de peso durante a lactacao
pode ser decorrente da alta demanda metabdlica nesse periodo, ja que durante a gestacdo
aumenta a deposicdo de gordura para fornecer maiores reservas de energia para a manutencao
do desenvolvimento fetal e posteriormente para a amamentacdo (GRATTAN;
LADYMAN; AUGUSTINE, 2007). Outra possibilidade para justificar o menor peso na
lactacdo, seria 0 aumento da mobilizacdo de massa magra nesse periodo (CREW; WADDELL;

MARK, 2016), o que exigiria uma maior investigagéo futura sobre o assunto.

Em relacdo ao perfil bioquimico das maes, observamos que as ratas que receberam dieta
obesogénica apresentaram aumento do niveis de glicose, sem alteragdo nos niveis de colesterol
total, e reduziu os niveis de HDL quando comparadas com as ratas do grupo controle. Esses
dados corroboram com o estudo de Li et al., (2017), que também observou aumento de glicose
e colesterol total, com diminui¢cdo de HDL em ratas com obesidade materna induzida por dieta

com alto teor de gordura durante a gestacao e a lactacdo comparadas as ratas controle (LI et al.,
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2017). Outro estudo também demostrou que os nives circulantes de glicose foram maiores,
assim como os niveis de colesterol total e HDL ao desmame em ratas alimentadas com dieta
obesogénica materna em relacdo ao grupo controle, além de apresentar tolerancia a glicose
diminuida (FERNANDEZ-TWINN et al.,, 2014). As alteracbes lipidicas podem ser
consequéncias de prejuizos no metabolismo de glicose ou até mesmo pode ser o causador desses
problemas. Altas quantidades de &cidos graxos livres podem impedir ou alterar o mecanismo
de ligacéo entre os receptores de insulina e os transportadores de glicose, e induzir resisténcia
a insulina ¢ disfun¢do das células B (BRIAUD et al., 2001; RACHEK, 2014).

A supernutricdo materna e ganho de peso excessivo na gestacdo, pode gerar deficiéncia
nas células B pancreaticas e menor secrecdo de insulina (BOYLE et al., 2014). Esse
acontecimento gera resisténcia a insulina e desiquilibrio homeostatico da glicose, e como
consequéncia hiperglicemia e intolerdncia a glicose que sdo caracteristicas do diabetes
gestacional (BOYLE et al., 2014; MOYCE; DOLINSKY, 2018). Nosso resultado do teste de
tolerancia a glicose mostrou que as mées alimentadas com dieta obesogénica permaneceram
com os niveis de glicoses elevados durante mais tempo, esse aumento foi significativo aos 15,
60 e 120 minutos do teste comparado as ratas controle, indicando que o grupo de mées OB teve
uma menor tolerancia a glicose induzida pela dieta obesogénica consumida durante a gestacao
e lactagdo. Dados semelhantes foram observados no estudo de Musial et al., (2017), onde
mostraram que as concentracdes de glicose durante o teste de tolerancia a glicose foram mais
altas e permaneceram elevadas por mais tempo em maes alimentadas com dieta obesogénica
semelhante a do nosso trabalho, e apresentaram esse aumento de glicose aos 30, 45 e 60 minutos
do teste (MUSIAL et al., 2017). Outro estudo também observou niveis glicémicos elevados no
tempo de 15 e 30 minutos apds a administracdo da solucdo de glicose durante o teste de
tolerancia realizado em ratas gestantes alimentas com dieta obesogénica materna, comparada
ao grupo de médes controle e ao grupo de maes que realizaram exercicio fisico (FERNANDEZ-
TWINN et al., 2017).

Nossos achados mostraram que o peso corporal da prole ao nascer e 0 peso ao demame
apresentaram-se maiores nos filhotes de maes OB, comparado a prole do grupo de mée C.
Resultados semelhantes ao nosso mostraram que a prole de roedores submetidos a dieta
obesogénica materna aumentou da adiposidade corporal e o peso ao nascer (ASHINO et al.,
2012; KRASNOW et al., 2011), e peso aumentado ao desmame em relagéo aos filhotes de mées
controle (FRANCO et al., 2012; LOCHE et al., 2018). Observamos também que 0 peso
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corporal da prole no grupo ONT permaneceu aumentado aos 60 dias de vida, mas o treinamento
fisico reduziu o peso corporal e 0 peso do TAA nos grupos (CT e OT), comparado aos grupos
ndo treinados, alem de diminuir o peso do TAV do grupo OT. Esses achados corroboram com
outros estudos onde foi observado melhora do peso corporal, com reducdo do tecido adiposo
de ratos obesos, ap6s 8 semanas de treinamento fisico em esteira (WANG et al., 2017,
RAHMATI-AHMADABAD et al., 2019). A demanda energética predominante do exercicio
de intensidade moderada é a oxidacdo de acidos graxos, que aumenta a lipolise no tecido
adiposo mantendo o exercicio por um periodo mais longo, reduzindo a massa gorda (ACHTEN;
JEUKENDRUP, 2003). O peso do figado também foi menor nos grupos treinados comparados
aos grupos ndo treinados. Uma explicacéo possivel para isso, seria a diminui¢do da quantidade
de gordura hepatica, visto que o exercicio fisico aumenta o metabolismo de oxidacao de acidos
graxos e reduz a quantidade de adipocitos de gordura nesse orgdo (MARQUES et al., 2010;
KEATING et al., 2015).

Verificamos que o consumo alimentar em kcal foi reduzido nos grupos treinados
comparados aos grupos nao treinados, indicando que o exercicio fisico induziu a menor ingestéo
de alimento nos animais. Corroborando com o0s nossos achados, um estudo publicado
recentememte, utilizando um protocolo de 4 semanas de treinamento fisico em esteira com ratos
machos e fémeas, investigou a ingestdo alimentar dos animais durante o treinamento, e
observou que ratos machos treinados apresentaram menor ingestdo calérica em relacdo aos
sedentarios, enquanto as fémeas treinadas tiveram maior ingestdo de calorias em comparacgéo
com as sedentérias (FORIGHT et al., 2020). A reducdo da ingestdo de alimentos durante o
treinamento fisico moderado em ratos também foi demonstrado por Ebal et al., (2007), onde se
observou gue a perda de peso ndo estava relacionada apenas a um aumento no gasto energético,

mas também a uma reducdo da ingestdo de alimentos (EBAL et al., 2007).

O colesterol total foi aumentado no grupo ONT, esses dados concordam com estudos
que utilizaram modelo de dieta ocidentalizada materna, demostrando hipercolesterolemia na
prole, aos 60 dias (PEREZ et al., 2015) e aos 100 dias de vida (OLIVEIRA et al., 2011). Pérem,
0 grupo OT apresentou niveis reduzidos de colesterol total ao final do treinamento fisico,
mostrando a eficacia do exercicio aerobico para o perfil lipidico dos animais treinados. Durante
o exercicio fisico moderado, parece haver um aumento da capacidade dos musculos
esqueléticos de utilizar lipidios ao invés de glicogénio para a producdo de energia, reduzindo

entdo os nives de lipidios plasmaticos (EARNEST et al., 2013). Uma possivel explicacéo para
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isso, seria 0 mecanismo de remogdo do colesterol da corrente sanguinea pelo processo
conhecido por ‘transporte reverso de colesterol’, durante o exercicio aerobico agudo e cronico
(RIEDL et al., 2010; LIRA et al., 2010). Os niveis de glicose apresentaram-se menores no
grupo OT, comparado aos grupos ONT e CT, mostrando que o treinamento fisico foi capaz de
melhorar a glicemia dos animais que foram submetidos a dieta obesogénica materna. Pereira et
al., (2016), também observou reducdo do niveis de glicose em ratos hiperglicemicos ap6s 8

semanas de exercicio aérobico comparado aos animais sedentarios.

O tipo, duracdo e intensidade do exercicio fisico determinam os efeitos produzidos sobre
0s mecanismos antioxidantes e os niveis de estresse oxidativo (TOFAS et al., 2020). Evidéncias
tém demonstrado que exercicios de intensidade leve a moderada induz o aumento da atividade
de enzimas antioxidantes, diminuindo os niveis de EROs e melhorando o estado REDOX
intracelular (RADAK et al., 2008; STEINBACHER; ECKL, 2015). Os efeitos do treinamento
fisico sobre o balango oxidativo no figado de ratos submetidos a dieta obesogénica materna
ainda sdo escassos na literatura. Pérem, nosso estudo mostrou que 4 semanas de treinamento
fisico em esteira foi capaz de diminuir os niveis de TBARS nos grupos treinandos (OT e CT)
em relacdo aos grupos nédo treinados (ONT e CNT), mostrando efeito positivo do exercicio
sobre a peroxidacédo lipidica no figado desses animais. Da Silva et al. (2009), também utilizou
modelo experimental com roedores e observou que o programa de treinamento fisico moderado
em esteira durante 8 semanas foi capaz de diminuir os nives de peroxidacdo lipidica no figado,
corroborando com 0s nossos resultados, além de aumentar a atividade enzimatica da SOD. A
reducdo dos niveis de peroxidacédo lipidica também foi observada no musculo esquelético de
ratos jovens submetidos ao treinamento de natacdo durante 8 semanas (VIEIRA JUNIOR et al.,
2013).

Os organismos vivos contam com sistemas de defesas antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos, que tém a capacidade de prevenir ou retardar a oxidacdo de macromoléculas,
reduzindo ou cessando as reagdes oxidantes e removendo os radicais livres (ZOUFAN et al.,
2018). Nossos resultados mostraram que houve aumento da atividade da SOD e da GST no
grupo OT comparado ao grupo ONT e CT, e aumento da atividade da catalase nos grupos
treinados em relacdo aos grupos néo treinados. Sugerimos que 0 nosso protocolo de treinamento
fisico atuou positivamente para melhoria do sistema antioxidante enzimatico no figado de ratos
jovens que foram submetidos a dieta obesogénica materna, agindo contra o aumento da

peroxidacdo de lipideos, que pode ser decorrente do provavel aumento da produgdo de EROs.
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Outros trabalhos ja observaram estresse oxidativo no figado e no rim de roedores, além de
aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas, e redugdo dos nives de
sulfidrilas no plasma, ap6s 6 semanas de dieta hiperlipidica (CHARRADI et al., 2013; YIDA
et al., 2015). Estudos sobre o sistema antioxidante hepatico relacionado com exercicio em
filhotes expostos a dieta obesogénica na gestacdo e lactacdo ainda séo escassos na literatura.
Alguns trabalhos observaram aumento da atividade da SOD e catalase e reducdo de MDA
no musculo esquelético de ratos adultos que realizaram treinamento fisico aerébico (VIEIRA
JUNIOR et al., 2013; LIMA, et al., 2013). De Sousa et al. também demonstrou que o
treinamento aerébico aumentou a atividade de SOD, CAT e GST no figado e musculo

esquelético em camundongos.

O sistema antioxidante ndo enzimatico conta com a atuagdo de moléculas como as
glutationas e os grupamentos sulfidrilas (grupos tiois). A GSH é a principal molécula reguladora
ndo enzimatica da homeostase redox intracelular, e existe na forma reduzida (GSH) ou oxidada
(GSSG) participando das reacGes redox pela oxidacdo reversivel de seu grupo tiol ativo
(MASELLA et al., 2005). Tidis contém um grupo de cadeia lateral sulfidil (SH), atuam como
antioxidantes, estabilizando os radicais livres ao aceitar seu elétron desemparelhado (MCLEAY
et al., 2017). Nesse estudo observamos que os niveis de GSH ndo foram significativos entre 0s
grupos, mas houve aumento dos niveis de GSSG nos grupos (ONT e OT) comparados aos
controles. O estado redox (razdo GSH/GSSG) também ndo apresentou diferenca estatistica
entre 0s grupos, mesmo com tendéncia a reducdo no grupo OT. Os niveis de grupamentos
sulfidrilas foram menores nos grupos ONT e OT em relagdo aos grupos CNT e CT
respectivamente. Ao contrario dos nossos resultados, outro estudo com treinamento aerdbico
em esteira em roedores observou aumentos dos niveis de grupamentos sulfidrilas, dos niveis de
GSH e do estado redox (GSH/GSSG) no figado dos animais treinados (FERNANDES et al.,
2020). De acordo com Dean, (2002) uma proporcao mais alta de GSH para GSSG sugere um
ambiente redutor onde os niveis de EROs s@o mantidos em niveis homeostaticos, enquanto uma
proporcao baixa de GSH para GSSG € indicativa de estresse oxidativo (DEAN, 2002). Diante
desses resultados, sugerimos que o treinamento fisico moderado levou a uma tendéncia ao
ambiente oxidante no grupo ONT e OT, visto que houve aumento da GSSG, mas nao apresentou
alteracdes significativas no estado redox hepatico.
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8 CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que a dieta obesogénica ofertada as mées durante a gestagéo e
lactacdo induziu excesso de peso gestacional, levando ao aumento da adiposidade corporal e
alteracdes nos parametros bioquimicos, além de diminuir a tolerancia a glicose. Os efeitos da
dieta materna repercutiu na saude da prole causando aumento de peso e acimulo de gordura
corporal e alteragdes de fatores bioquimicos, no entanto o treinamneto fisico moderado foi

capaz de minimizar esses efeitos.

Também foi observado que o treinamento fisico moderado modulou de forma positiva
os efeitos prejudiciais da dieta obesogénica perinatal sobre o balanco oxidativo hepatico da
prole. O protocolo de treinamento aerdbico utilizado neste estudo resultou em modificacdes
favoraveis no tecido hepatico, diminuindo a peroxidacéo lipidica e aumentando a atividade de
enzimas antioxidantes. Dessa forma, sugerimos que o treinamento fisico realizado pela prole
atenuou o estresse oxidativo no figado, melhorando os efeitos negativos causados pelo insulto

nutricional durante periodos criticos do desenvolvimento.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effects of moderate physical training on the hepatic
oxidative balance of young rats submitted to an obesogenic diet during critical periods of
development. Were divided the pregnant Wistar rats into a control group that received a
Presence® bioterium diet and an obesogenic group, which received a high-fat diet plus
condensed milk supplementation during pregnancy and lactation. At weaning, the male
offspring received a vivarium diet and were divided into groups: Untrained Control (UC),
Trained Control (TC), Untrained Obesogenic (UO), and Trained Obesogenic (TO). At 30
days of life, the TC and TO groups were submitted to a physical training program on a
treadmill for 60 min/day, 5 days/week, 4 weeks, and at 50% of maximum capacity. Were
euthanized all animals at 60 days of age. Was evaluate the food consumption, body weight,
liver and adipose tissue weights, biochemical profile, levels of lipid peroxidation, the
antioxidant activity of superoxide dismutase-SOD, catalase-CAT and glutathione-S-
transferase-GST enzymes, non-enzymatic antioxidant activity, sulfhydryls levels, levels of
GSH and GSSG, and REDOX state (ratio GSH/GSSG) in the offspring liver. Was used the
ANOVA Two Way test and the results expressed as mean+SEM considering p<0.05.

The offspring of obesogenic mothers had higher body weight at birth and weaning. During
physical training, there was less food consumption in the trained groups. At 60 days of life,
there was greater body weight, the weight of the liver and adipose tissue, and higher levels
of glucose and total cholesterol in the UO group. Were reversed these effects in the TO
group. There was a reduction in lipid peroxidation and increased activity of SOD, CAT,
and GST in the trained groups. GSSG was increased in the UO and TO groups, with no
change in the REDOX state. In conclusion, this study demonstrated the negative effects of
the maternal obesogenic diet during critical periods of development on the hepatic
oxidative balance of the offspring. However, moderate physical training was able to reverse

many of these effects acting, as a non-pharmacological therapeutic agent.

Keywords: Antioxidant activity; obesogenic diet; liver; oxidative stress; physical exercise.
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Introduction

Changes in the pattern of food consumption and a reduction in the practice of physical
activities converge to an increase in the prevalence of overweight and obesity. These are the
main legacies of the nutritional transition that can aggravate and develop associated
comorbidities (POPKIN, 2012; ARAUJO, 2009; OMS, 2018). Nutrition during pregnancy is a
contributing factor in the overweight/obesity ratio and metabolic diseases (YANG; HUFFMAN
2012). Exposure to specific environmental stimuli or insults during the early stages of life can
cause permanent changes in the physiology of the human organism (GLUCKMAN; HANSON,
2004; GLUCKMAN et al., 2011). Evidence has already shown that excess maternal nutrients
can result in children, increased birth weight, obesity, and changes in metabolism
(PALATIANOU et al., 2014; ALFARADHI; OZANNE 2014).

Obesogenic diets are used in animal studies because they are similar to diets consumed by
western humans occidentals (PANCHAL et al., 2011; WONG et al., 2018). Experimental
studies with rodents using maternal obesogenic diet, with highly palatable and containing high
sugar and saturated fats, found that their offspring had hyperphagia and insulin resistance at 60
days of life, in addition to developing obesity and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
at 90 days of life (SAMUELSSON, et al., 2008; OBEN et al., 2010; DE ALMEIDA FARIA
et al., 2017). The liver is vulnerable to perinatal changes, and the consumption of obesogenic
diets in the early stages of life increases the susceptibility of the offspring to liver diseases
(HARRIS et al., 2016). The liver contains high amounts of mitochondria, and several diseases
in this organ are related to mitochondrial defects and oxidative imbalances, such as fatty liver
and DHGNA (ESPOSTI et al., 2012; RUI, 2014; PERALTA etal., 2015).

Mitochondria are the main sources of reactive oxygen species (ROS) production (ESPOSTI
etal., 2012). Excess ROS can lead to lipid peroxidation, oxidation in membrane molecules, and
tissue damage (LI et al., 2015). Antioxidant systems such as superoxide dismutase (SOD)
enzymes, catalase, glutathione peroxidase, and reduced glutathione (GSH) levels are
responsible for reducing excess ROS, preventing oxidative stress in cells (SINGH et al., 2016).
Consumption of obesogenic foods increases ROS formation and is associated with
oxidative stress and mitochondrial dysfunction (SINGH et al., 2016; KOO and KANG,
2019). Experimental studies with rats fed an obesogenic diet for 8 weeks showed increased

levels of lipid peroxidation, decreased catalase activity, and SOD in liver tissue causing
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oxidative stress (ULLA et al., 2017; MAMUN et al., 2019). 60-day-old mice from mothers
fed an obesogenic diet showed increased markers of oxidative damage and mitochondrial
dysfunction in the liver (ALFARADHI et al., 2014).

Aerobic physical training of moderate-intensity has shown beneficial effects for the
reduction of liver fat (KEATING et al., 2015), improving the REDOX state of cells and tissues,
and decreasing oxidative stress in adult rats (SCHEFFER et al., 2012 ; KOO and KANG, 2019).
The same type of exercise reduced body fat, improved the liver's antioxidant capacity and
favored liver fat oxidation (GIBALA, 2015). Considering that maternal obesogenic diets
predispose the development of liver oxidative stress and metabolic diseases in the
offspring, should be proposed possible interventions to minimize these adverse effects.
Moderate-intensity physical training is an important non-pharmacological therapeutic tool
in the prevention of several metabolic disorders (SHEN et al., 2015). Therefore, the
objective of this study was to evaluate the effects of moderate physical training on the
hepatic oxidative balance of young rats submitted to an obesogenic diet during critical
periods of development. We hypothesize that moderate physical training improves the

oxidative balance in the liver of young rats exposed to a maternal obesogenic diet.

Materials and Methods

Ethical standards

This project was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of the
Biosciences Center of UFPE (n° 0061/2019), following the rules of the National Council
for the Control of Animal Experimentation (CONCEA).

Animals and Diet

Rats of the species Rattus novergicus albinus, of the Wistar lineage from the Physiology
department of Federal University of Pernambuco were used, aged between 90 and 120
days, weighing between 220 and 250 g and nulliparous. The animals were kept in an
experimental bioterium at the Academic Center of Vitéria, Federal University of
Pernambuco with a temperature of 22 ° £ 2, light-dark cycle of 12/12 hours. The rats mated
at the ratio of two females to one male and were used the vaginal smear to detect pregnancy
(MARCONDES, BIANCHI e TANNO, 2002). After the detection of the pregnancies, the rats
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were divided into Control group (C) (n = 8) that received a Presence® diet composed of 28.3%
proteins, 10.9% lipids and 60.8% carbohydrates and the Obesogenic group (OB) (n = 8) that
received a high-fat diet composed of the high content of saturated fatty acids, adapted from the
study of Ferro Cavalcante et al., (2013), with 31.99% of lipids, 20.18% protein, and 47.82%
carbohydrate, plus condensed milk supplementation (Italac) (Corumbaiba, Brazil). Condensed
milk was offered separately from the feed in a glass container installed in the cage. Was offered
the diet during the pregnancy and lactation. Was adjusted to 8 the number of pups per mother
on the first day of life. After the lactation period (21 days), the male puppies were separated
and received a Presence® diet. After weaning, the animals were subdivided into four groups
according to the practice or not of physical training: Untrained Control (UC); Trained Control
(TC); Untrained Obesogenic (UO), and Trained Obesogenic (TO). The analysis occurred when

the animals completed 60 days of life.
Physical training program

The animals were submitted from the 26th to the 28th day of life to an incremental aerobic
running test until fatigue to evaluate the performance of the animals with speed progression at
0.1 km/h every 3 minutes (BROOKS, 1978; RODRIGUES, 2007). Was defined fatigue as the
point at which the animals did not maintain the treadmill rhythm for more than 10 seconds.
Were transferred animals that managed to run longer during the incremental test to the trained
group and those that ran less time to the untrained group. After 48 h of the incremental test, the
30-day-old animals in the TC and TO groups performed the physical training program on an
Inbramed treadmill, a model for rats 9015.5.X, overnight using the following experimental
protocol (60 min/day, 5 days/week, 4 weeks and 50% of the maximum capacity reached for the
determined experimental groups). At each training week, the treadmill speed was adjusted
according to the average speed of the animals in each trained group from the exercise test
performed on Saturdays. The untrained groups remained in the cages and in the same
environment and time as the animals in training (BELLO-KEIN et al., 2000; BRAZ et al.,
2015).

Food consumption of offspring

Was evaluated the food consumption of the offspring daily during the period of physical

training, measured by the difference between the amount of feed offered and rejected. Was used
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a precision digital electronic scale -Vonder, with a maximum capacity of 10 kg (GUIMARAES
etal., 2017).

Body weight of offspring

Were weighed all puppies after birth, at weaning (21 days old), and 60-days-old. Was used a
precision digital scale - Mars, with a maximum capacity of 1010 g and weighing sensitivity of
0.01 g (CARVALHO et al., 2013).

Colleted the blood and tissues

Were euthanized the animals the use of the guillotine. During the procedure, was collected
blood for biochemical analysis, then the liver and abdominal (AAT) and visceral (AVT) adipose
tissues and immediately weighed.

Assessment of blood glucose and total cholesterol of offspring

Blood samples were collected during euthanasia and conditioned in tubes without
anticoagulant, centrifuged at 3500 RPM for 10 minutes to obtain the serum. The supernatant
was collected and transferred to an Eppendorf tube and sent for glucose, and total cholesterol

analysis, using Labtest® colorimetric kits.
Preparation of liver tissue homogenate for use in biochemical techniques

The hepatic tissue was homogenized in extraction buffer (50 mM Tris base, pH=7.4; 1 mM
EDTA; 2 mM sodium orthovanadate; 2 mM PMSF). Then, the samples were centrifuged at
4000 RPM for 10 min at 4 °C and were quantified proteins in the supernatants.

Protein dosage

Was determined the protein concentration of the liver homogenate by the method the Bradford
et al. (1976) (BRADFORD, 1976). Was used a 2mg / mL solution of bovine serum albumin
(BSA) as standard.

Levels of lipid peroxidation by the Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARS)
methodology

To measure TBARS has used the colorimetric technique of Buege and Aust (1978) (BUEGE
and AUST, 1978). Were sequentially mixedThe samples (liver homogenate, 300 pg of protein)
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mixed with 30% (w/v) trichloroacetic acid (TCA) and a 10 mM TRIS buffer, pH 7.4. The pink
pigment produced was measured at 535 nm absorption using a visible spectrophotometer
Biochrom Libra S12 (Biochrom, USA) at room temperature and expressed as mmol/mg of

protein.
Evaluation of the Superoxide Dismutase (SOD) enzyme activity

Liver homogenate (80 ug of protein) was added to a 0.05 M carbonate buffer with 0.1 mM
EDTA, pH 10.2. Was started the epinephrine reaction at 150mM and was determined SOD
activity by the inhibition of adrenaline autoxidation at 30°C. Was monitored the decrease in
absorbance using a Biochrom Libra S12 visible spectrophotometer (Biochrom, USA) for 1.5
min, at 480 nm, and the results expressed as U/mg protein. Was defined one unit of SOD as the
amount of protein needed to inhibit the auto-oxidation of 1 umol of epinephrine per minute.
Was carried the SOD activity out according to the protocol developed by Misra and Fridovich.
(1972) (MISRA and FRIDOVICH, 1972).

Evaluation of the Catalase (CAT) enzyme activity

Was performed the CAT activity described previously by Aebi (1984) (AEBI, 1984). The assay
principle is based on the determination of the H.O> decomposition constant k, which was
defined as 4.6 x 10”. Thus, 0.3M H20, was added to the sample (80 pg of protein), followed by
the addition of phosphate buffer 50mM, pH 7.0, at 20 °C. The decay absorption was monitored
for 4 min, at 240nm, in a spectrophotometer (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Were
expressed the results in U/mg of protein. Was defined a catalase unit was as the amount of

protein required to convert 1pumol of H202 into H20 by the minute.
Evaluation of the activity of the enzyme Glutathione-S-Transferase (GST)

The GST activity is directly proportional to the rate of formation of the DNP-SG
(dinitrophenyl S glutathione) compound, which can therefore be measured by monitoring
the rate of the compound formation. In a 1 mL quartz cuvette, was added the sample (80ug
of protein) to the phosphate buffer (0.1M), EDTA (ImM), GSH (1mM), and CDNB
(ImM). The absorbance (340 nm) was recorded for approximately 3 min with temperature
control (30 °C) in a spectrophotometer (Biochrom Libra S12 Visible, USA) according to
Habig et al., 1974 (HABIG et al., 1974). Were expressed the results in U/mg protein. Was

defined a unit of GST enzyme activity as the amount needed to catalyze the formation of as
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much as 1 pmol of the DNP-SG compound per minute.
Evaluation of sulfhydryl-SH levels

The sulfhydryl content was determined from the reaction with the compound DTNB (5,5'-
dithiobis (2 nitrobenzoic acid) (ELLMAN, 1959). The homogenate (200 pg of protein) was
incubated in the dark after the addition of 10mM DTNB and the final volume was 1 mL,
complete with pH 7.4 extraction buffer and the absorbance reading (30 °C) at 412 nm was
performed on a spectrophotometer (Biochrom Libra S12 Visible, USA). The results were

expressed in mmol/mg of protein.
Assessment of cellular REDOX state (GSH/GSSG ratio)

To assess GSH levels, the samples (80 pg of protein) were first diluted in 0.1 M phosphate
buffer containing 5 MM EDTA, pH 8.0. Then, an aliquot of the diluted sample was incubated
with o-Phthallialdehyde (OPT) at room temperature for 15 min. The fluorescence intensities
were measured at 420 nm and excitation at 350 nm, in a spectrofluorimeter (FLUOStar Omega
- BMG Labtech, USA), and compared with a standard curve of known concentrations of GSH
(0.25-10 nM) also incubated with OPT. To determine GSSG levels, samples (80 g of protein)
were incubated with 0.04 M N-ethylmaleimide for 30 min in room temperature, followed by
the addition of 0.1 M NaOH buffer. The same steps of the GSH assay were followed to
determine GSSG levels. The results of GSH and GSSG were expressed in pM/mg protein. The
REDOX state was determined by the ratio of GSH/GSSG according to Hissin and Hilf method
(1976) (HISSIN and HILF, 1976).

Statistical analysis

Were presented the results as meanzstandard error of the mean. The ANOVA Two Way
analysis of variance test was used to compare the data, followed by the TUKEY multiple
comparisons post-test and the unpaired Student t test. Was maintained the level of significance
5% (p<0.05) for all analyses. Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism

program, version 8.0.2 for Windows.
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Results

Bodyweight at birth, weaning, and 60 days of life and food consumption of offspring

during the physical training program

The weights at birth and weaning were higher in the offspring of the OB mothers group when
compared to offspring C group (Birth weight OB: 8.188 + 0.1638 g, n=16 vs C: 7.438 £ 0.1281
g, n= 16, p=0.0011), (weaning weight OB: 49.50 + 0.7012 g, n=16 vs offspring C: 0.41.69 *
0.6753 g, n = 16, p<0.0001) (Figures 1A and 1B). Bodyweight at 60 days of life was decreased
in the TO group when compared to the UO group (UO: 203.0 + 5.38 vs TO 174.7 4.61 g,
p=0.0020) and in the TC group compared to the UC group (UC: 174.8 £ 2.60 vs TC: 152.4 £
4.62 g, p=0.0094) and increased in the UO group compared to the UC group (UO: 203.0
+5.38 vs UC: 174.8 £ 2.60 g, p=0.0032), in addition to the TO group when compared to the
TC group (TC: 152.4 £ 4,62 vs TO: 174.7 + 4,61 g, p=0.0063) (Figure 1C).

It was verified that the consumption of proteins, lipids, carbohydrates and the total calories of
the diet were lower during the total period of physical training in the trained groups compared
to the untrained groups, Proteins (kcal) (TO: 580.75 + 10.54 vs UO: 660.25 + 40.92 kcal,
p=0.034; TC: 591.00 + 20.44 vs UC: 669.79 + 25.01 kcal, p=0.044), Lipids (kcal) (TO: 224.75
+ 4.08 vs UO: 225.52 + 15.83 kcal, p=0.034; TC: 229.10 + 7.91 vs UC: 259.21 + 9.68 kcal,
p=0.044), Carbohydrates (kcal) (TO: 1247.45 + 22.64 vs UO: 1418.52 + 87.89 kcal, p=0.034;
TC: 1271.62 = 43.91 vs UC: 1438.70 £ 53.73 kcal, p =0.044), Total Calories (kcal) (TO:
2052.95 + 37.26 vs UO: 2333.98 + 144.64 kcal p=0.034; TC: 2092.72 + 72.26 vs UC: 2367.69
+ 88.42 kcal, p=0.044) (Table 1).

Liver and adipose tissue (abdominal and visceral) weights and biochemical profile of

offspring

Liver weight was lower in the TO group when compared to the UO group (UO: 12.31
+0.36 gvs OT: 11.26 £ 0.27 g, p=0.0336) and in the TC group compared to the UC group (UC:
11.85+0.16 vs TC: 10.70 £ 0.17 g, p=0.0109) (Figure 2A). AAT weight was lower in the TO
group when compared to the UO group (UO: 3.360 + 0.19 vs TO: 2.284 + 0,27 g, p=0.0058)
and in the TC group compared to the UC group (UC: 2.598+0.16 vs TC: 1.652 + 0.17 g,
p=0.0207) (Figure 2B). VAT weight decreased in the TO group compared to the UO group
(UO: 2.639 = 0.06 vs TO: 2.191 + 0,07 g, p=0.0169) and was greater in the UO group when
compared to the UC group (UC: 2.103 + 0.11 vs UO: 2.639 * 0,06 g, p=0.0026) (Figure 2C).
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Regarding the biochemical profile, it was observed that glucose levels were lower in the TO
group when compared to the UO group and the TC group, (UO: 166.2 £ 10.61 vs TO: 125.8 +
5.63 mg/dL, p=0.0008; TC: 150.0 £ 3.79 vs TO: 125.8 + 5.63 mg/dL, p=0.0342) and the total
cholesterol levels were lower in the TO group compared to the UO group (UO: 75.70 + 5.04
mg/dL vs TO: 60.82 £ 5.23 mg/dL, p=0.0209) without statistical difference between TC and
UC groups (Figures 2D and 2E).

Oxidative stress biomarker and enzymatic antioxidant activity in the offspring liver

Was observed a decrease in lipid peroxidation in the TO group compared to the UO group (UO:
5.032 £ 0.23 vs TO: 4.065 + 0.22 mmol/mg protein, p=0.0409) and in the TC group compared
to the UC group (UC: 5.595 + 0.19 vs TC: 4.260 + 0.32 mmol/mg protein, p=0.0049) (Figure
3A). There was an increase in SOD activity in the TO group compared to the UO group and the
TC group (UO: 159.2 + 13.89vs TO: 220.1 + 12.82 U/mg protein, p=0.0042; TC: 63.76 *
6.6 vs TO: 220.1 + 12.82 U/mg of protein, p<0.0001) and increased SOD activity in the UO
group compared to the UC group (UO: 159.2 + 13.89 vs UC: 78.61 + 7.10 U/mg of protein,
p=0.0006) (Figure 3B). The CAT activity increased in the TO group compared to the UO group
(UO:4.823£0.12 vs TO: 5.837 £ 0.32 U/mg protein, p=0.0300), and in the TC group compared
to the UC group (UC: 4.403 + 0.0.304 vs TC: 5.488 + 0.17 U/mg protein, p=0.0240) (Figure
3C). There was an increase in GST activity in the TO group when compared to the UO group
and the TC group (UO: 23.94 £ 0.33 vs TO: 27.82 + 0.52 U/ mg protein, p=0.0472; TO: 27.82
+0.52 vs TC: 23.34 + 1.00 U/mg of protein, p=0.0267) (Figure 3D).

Non-enzymatic antioxidant activity in the offspring liver

The sulfhydryl (-SH) levels were lower in the TO group compared to the TC group (TC:
0.1008 + 0.001 vs TO: 0.0565 * 0.005 mmol/mg protein, p<0.0001) and lower in the UO group
compared to the UC group (UC: 0.0910 £ 0.003 vs UO: 0.0483 = 0.002 mmol/mg protein,
p<0.0001) (Figure 4A). GSH levels showed no statistical difference between groups, but GSSG
levels increased in the TO group compared to the TC (TC: 11.42 + 0.52 vs TO: 18.54 + 0.65
pMM/mg protein, p<0.0001) and in the UO group compared to the UC group (UC: 11.13 £ 0.48
vs UO: 15.9 £ 1.32 uM/mg protein, p=0.0006) (Figures 4B and 4C). Regarding the cellular
REDOX state (GSH/GSSG ratio) there was no statistical difference between the groups (Figure
4D).
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Discussion

This study aimed to evaluate the effects of moderate physical training on the hepatic
oxidative balance of young rats submitted to an obesogenic diet during critical periods of
development. Our results showed that the bodyweight of the offspring at birth and weaning was
higher in the offspring of mothers from the OB group compared to the offspring of the C
mothers group. Similar results showed that rodent pups submitted to the maternal obesogenic
diet increased body adiposity, birth weight (ASHINO et al., 2012; KRASNOW et al., 2011),
and weaning weight about pups from control mothers (FRANCO et al., 2012; LOCHE et al.,
2018). The offspring body weight in the UO group remained increased at 60 days of life, but
the physical training reduced the body and TAA weights in the groups (TC and TO), compared
to the untrained groups, in addition to decreasing the TAV weight in the TO group. These
findings corroborate with other studies in which body weight increase was observed, with a
reduction in the adipose tissue of obese rats, after 8 weeks of physical training on a treadmill
(WANG et al., 2017; RAHMATI-AHMADABAD et al., 2019). During aerobic training of
moderate intensity, the predominant energy demand is the oxidation of fatty acids, which
increases lipolysis in adipose tissue to maintain exercise for a longer period, reducing fat mass
(ACHTEN; JEUKENDRUP, 2003). Liver weight was also lower in the trained groups
compared to the untrained groups. A possible explanation for this would be the decrease in the
amount of liver fat since physical exercise increases the oxidation metabolism of fatty acids and
reduces the number of fat adipocytes in this organ (MARQUES et al., 2010; KEATING et al.,
2015).

We verified that the food consumption in kcal was reduced in the trained groups
compared to the untrained groups, indicating that physical exercise-induced a lower food intake
in the animals. Corroborating our findings, a recently published study, using a 4-week protocol
of physical training on a treadmill with male and female rats, investigated the animals' food
intake during training and observed that trained male rats had lower caloric intake compared to
sedentary ones, while trained females had a higher calorie intake compared to sedentary group
(FORIGHT et al., 2020). The reduction of food intake during moderate physical training in rats
was also demonstrated by Ebal et al. (2007) where it was observed that weight loss was not
only related to energy expenditure increase, but also to a reduction of food intake (EBAL et al.,
2007).
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Was increased total cholesterol in the UO group. This result is similar to studies that
used a maternal westernized diet, as a model, at 60 days (PEREZ et al., 2015) and 100 days of
life (OLIVEIRA et al., 2011). However, the TO group showed total cholesterol reduced levels
at the end of the physical training, showing the aerobic exercise effectiveness for the lipid
profile of the trained animals. During moderate physical exercise, our results suggest that occurs
an increase in the ability of skeletal muscles to use lipids instead of glycogen for energy
production, thus reducing the plasma lipid levels (EARNEST et al., 2013). The removal of
cholesterol from the bloodstream can be explained by the process known as ‘reverse cholesterol
transport’ which occurs during acute and chronic aerobic exercises (RIEDL et al., 2010; LIRA
et al., 2010). Glucose levels were lower in the TO group, compared to the UO and TC groups,
indicating that physical training was able to improve the glycemia of animals submitted to a
maternal obesogenic diet. Pereira et al. (2016), also observed a reduction in glucose levels in
hyperglycemic rats after 8 weeks of aerobic exercise compared to sedentary animals (PEREIRA
etal., 2016).

The type, duration, and intensity of the physical exercise determine the effects produced
on antioxidant mechanisms and oxidative stress levels (TOFAS et al., 2020). Evidence has
shown that exercise of light to moderate intensity induces an increase in antioxidant enzymes
activity, decreasing ROS levels and improving the intracellular REDOX state (RADAK et al.,
2008; STEINBACHER; ECKL, 2015). The effects of physical training on the oxidative balance
of the rats liver submitted to maternal obesogenic diet are still scarce in the literature. However,
our study showed that 4 weeks of treadmill physical training was able to decrease TBARS levels
in the training groups (TO and TC) compared to the untrained groups (UO and UC), showing a
beneficial effect of exercise on decreased lipid peroxidation in the liver of these animals. Was
observed in a study carried out by Da Silva et al. (2009) using rodents as an experimental model
that a moderate exercise training program on a treadmill for 8 weeks was able to decrease the
levels of lipid peroxidation in the liver, corroborating our results, in addition to increasing SOD
activity. Was also observed the reduction in MDA (PEROXIDACAO) levels in the skeletal
muscle of young rats submitted to swimming training for 8 weeks (VIEIRA JUNIOR et al.,
2013).

Living organisms have enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense systems,
which can prevent or delay the macromolecules oxidation, reducing or ceasing oxidative

reactions, and removing free radicals (ZOUFAN et al., 2018). Our results showed an increase
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in SOD and GST activity in the OT group compared to the UO and TC group and an increase
in catalase activity in the trained groups compared to the untrained groups. We suggest that the
physical training protocol used in this study acted positively to improve the activity of the
enzymatic antioxidant system in the liver of young rats that were submitted to maternal
obesogenic diet, decreasing the lipid peroxidation, probably as a response to ROS production
increased. In previous studies, it has already been observed oxidative stress in the liver and
kidney of rodents, in addition to increased MDA levels and protein oxidation and plasmatic
sulfhydryl reduced levels after 6 weeks of a high-fat diet (CHARRADI et al., 2013; YIDA et
al., 2015). Studies of the hepatic antioxidant system related to exercise in offspring exposed to
an obesogenic diet during pregnancy and lactation are still scarce in the literature. Some studies
have observed increased SOD and catalase activity and reduced MDA levels in the skeletal
muscle of adult rats that underwent aerobic physical training (VIEIRA JUNIOR et al., 2013;
LIMA et al., 2013). In the study of De Sousa et al. 2010, it also demonstrated that aerobic
training increased the SOD, CAT and GST activities in the liver and skeletal muscle of mice
(DE SOUZA et al., 2010).

The non-enzymatic antioxidant system relies on the performance of molecules such as
glutathione and sulfhydryl groups (thiol groups). GSH is the main non-enzymatic regulatory
molecule of intracellular REDOX homeostasis and exists in reduced (GSH) or oxidized (GSSG)
forms participating in REDOX reactions by the reversible oxidation of its active thiol group
(MASELLA et al., 2005). Thiols contain a sulfhydryl side chain (SH) group, which acts as
antioxidants, stabilizing free radicals by accepting their unpaired electron (MCLEAY, Y et al.,
2017). In this study, we observed that GSH levels were not significant between groups, but
there was an increase of GSSG levels in the obesogenic groups (UO and TO). The sulfhydryl
groups levels were lower in the offspring that received maternal obesogenic diet (UO and TO
groups) when compared to their controls, regardless of the used exercise protocol. Contrary to
our results, another study with aerobic training on a treadmill in rodents observed increases
from levels sulfhydryl, GSH levels, and REDOX state (GSH/GSSG ratio) in the liver of trained
animals (FERNANDES et al., 2020). According to Dean (2002), a higher proportion of GSH
to GSSG suggests a reducing environment where the ROS levels are maintained at homeostatic
levels, while a low GSH and GSSG proportion indicates oxidative stress (DEAN, 2002).

Therefore, we suggest that the moderate physical training was efficient for the offspring

health exposed to an obesogenic diet during pregnancy and lactation, minimizing metabolic and
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biochemical aspects affected by the maternal diet. In addition, aerobic training was beneficial
for the hepatic oxidative balance of the offspring, reducing lipid peroxidation and improving
the enzymatic antioxidant system activity. Thus, we suggest physical training as a possible non-
pharmacological tool for the treatment of metabolic dysfunctions, which can contribute to
public health and the people’s quality of life subjected to nutritional insults during critical
periods of development.
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Table 1. Food consumption during physical training in kilocalories (kcal) per week and by

dietary macronutrients.

1° Week 2° Week 3° Week 4° Week Time course
(kcal) (kcal) (kcal) (kcal) total
training (kcal)
Ptna  134.28% 167.50+ 196.25+ 196.25+ 669.79+
3.60 8.22 8.69 23.08 25.01
Lip  49.92+ 64.82+ 75.95+ 75.95+ 259.21+
1.39 3.18 3.36 8.93 9.68
uc
CHO 27709+ 359.79+ 420.47+ 421,55+ 1438.70+
7.72 17.65 18.66 49.58 53.73
Total  456.02+ 592.11+ 691.98+ 693.74+ 2367.69+
12.71 29.05 30.70 81.60 88.42
Ptna  128.29+ 141.03+ 161.53+ 163.00+ 591.00+
6.14 5.88 6.64 2.89 20.44%
Lip  48.94+ 54,58+ 62.51+ 63.08+ 229.10+
2.37 2.28 2.57 1.12 7.91%
TC
CHO 271.61+ 302.92+ 346.96+ 350.12+ 1271.62+
13.18 12.64 14.26 6.20 43.91%
Total  447.00+ 498.52+ 570.99+ 576.21+ 2092.72+
21.69 20.80 23.47 10.21 72.26%
Ptna  145.00 168.00+ 165.25+ 187.25+ 660.25+
11.07 18.99 10.61 7.45 40.92
Lip  68.85+ 65.02+ 63.95+ 72.47+ 225.52+
uo 4.28° 7.35 4.11 2.88 15.83
CHO 288.38+ 360.86+ 354.96+ 402.21+ 1418.52+
23.77 40.80 22.79 16.01 87.89
Total 460.68+ 593.88+ 584.16+ 661.93+ 2333.98+
39.12 67.14 37.51 16.34 144.64
Ptna  113.67+ 140.25+ 166.25+ 168.25+ 580.75+
417 11.78 5.80 7.67 10.54°"
Lip  41.02+ 54.28+ 64.34+ 65.11+ 224.75%
1.61 4.56 2.25 2.97 4.08>
TO
CHO 227.69+ 301.26+ 357.11 361.40+ 1247.45+
8.95 25.30 12.46 16.47 22,64
Total 374.71% 495,78+ 587.69+ 594.76+ 2052.95+
14.73 41.64 20.51 27.11 37.26"
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The difference between the groups was considered significant: Untrained Obesogenic (UO) n=8,
Trained Obesogenic (TO) n=8, Untrained Control (UC) n=8, and Trained Control (TC) n=8, in relation
to the same week of food and macronutrient consumption. All values were expressed as mean = SEM,
after performing the Two-Way ANOVA test followed by the TUKEY multiple comparisons test,
considering p<0.05. g= grams, kcal= kilocalories, Ptna= proteins, Lip= lipids, CHO= carbohydrates; a:
TCvs UC, b: TO vs UO, *= p<0.005.
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Figure 1. Body weight of offspring. A) Birth weight, B) Weaning weight e C) Weight at 60 days of
age of male rats born to mothers fed during pregnancy and lactation with control diet or obesogenic diet;
n= 5-8. The trained animals were submitted to a training protocol (60 min day/ 5 days/week and 4
weeks). All values were expressed as mean + mean standard error. **p<0.01; ****p<0.0001 performed

with Student's t test and two-way ANOVA followed by the TUKEY multiple comparison test.
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Figure 2. Tissues weight and biochemical profile of the offspring. A) Liver weight, B) Abdominal
fat weight, C) Visceral fat weight, D) Total cholesterol levels and E) Glucose levels of male rats born
to mothers fed during pregnancy and lactation with control diet or obesogenic diet; n=5-8. The trained
animals were submitted to a training protocol (60 min day/ 5 days/week and 4 weeks). All values were
expressed as mean = mean standard error. *p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001 performed with the two-way
ANOVA test followed by the TUKEY multiple comparison test.
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Figure 3. Evaluation of the oxidative stress biomarker and enzymatic antioxidant activity. A)
TBARS levels B) Superoxide dismutase (SOD) activity, C) Catalase (CAT) activity, D) Glutathione-S-
transferase (GST) activity in liver homogenate of 60-day-old male rats, born to mothers fed during
pregnancy and lactation with control diet or obesogenic diet; n=5-8. The trained animals were submitted
to a training protocol (60 min day/ 5 days/week and 4 weeks). All values were expressed as mean +
mean standard error. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 performed with the two-way

ANOVA test followed by the TUKEY multiple comparison test.
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Figure 4. Evaluation of non-enzymatic antioxidant activity. A) Sulfhydryl levels B) Reduced
glutathione (GSH) levels, C) Oxidized glutathione (GSSG) levels and D) REOX state (GHS/ GSSG
ratio) in liver homogenate of 60-day-old male rats born to mothers fed during pregnancy and lactation
with control diet or obesogenic diet; n = 5-8. The trained animals were submitted to a training protocol
(60 min day/ 5 days/week and 4 weeks). All values were expressed as mean + mean standard error. ***
p<0.001; ****p<0.0001 performed with the two-way ANOVA test followed by the TUKEY multiple

comparison test.
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Table 1. Protocol of 4 weeks of physical training according to the speed and duration of the

sessions.
Week Maximum test 50% of maximum Duration
speed capacity (min)
TC TO TC TO
1° 0,6km/h  0,6km/h 0,3km/h  0,3km/h 60*
20 0,10km/h  0,12km/h 0,5km/h 0,6km/h 5/50/5**
3° 0,14km/h  0,16km/h 0,7km/h 0,8km/h 5/50/5**
40 0,16km/h  0,18km/h 0,8km/h 0,9km/h 5/50/5**

* Total running time per day. **5 start and end minutes of running at the speed of the previous week.



