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RESUMO

O consumo de uma dieta obesogénica durante periodos criticos do desenvolvimento
vem sendo designado como um fator determinante na aparicdo de sindromes
metabdlicas que podem perdurar durante toda a vida. Desta maneira, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos do treinamento fisico moderado sobre o
balanco oxidativo nos musculos séleo e extensor longo dos dedos (EDL) de ratos
jovens submetidos a dieta obesogénica materna durante periodos criticos do
desenvolvimento. Para isso, foram utilizadas 12 ratas da linhagem Wistar. Durante o
periodo estral as ratas foram postas para acasalar e apés identificada a prenhez,
foram divididas em dois grupos de acordo com a dieta ofertada durante a gestacéo e
lactacdo (21 dias). Grupos: Controle (C) (n=6) que recebeu dieta de biotério
Presence® e grupo obesogénico (O) (n=6) que recebeu dieta obesogénica com altos
teores de gorduras e carboidratos mais a livre oferta de leite condensado. Apds o
desmame, somente os filhotes machos foram utilizados e receberam dieta de biotério
Presence®. No 26°,27° e 28° dia de vida os filhotes foram submetidos a um teste
incremental na esteira até a fadiga. Apds o teste, os animais foram subdivididos em
grupos nao treinados (CNT) e (ONT) e treinados (CT) e (OT). No 30° dia de vida os
grupos experimentais iniciaram o protocolo de treinamento em esteira (5 dias na
semana, durante 4 semanas a 50% da capacidade méaxima atingida no teste
incremental). Aos 60 dias, foi analisado a massa corporal e circunferéncia abdominal,
apos isso, os animais foram eutanasiados e foi realizada a remoc¢do dos musculos
sOleo e EDL. Posteriormente, foram analisadas a massa do séleo e EDL, os niveis de
Malonaldeido (MDA) e carbonilas, atividade das enzimas Superoxido Desmutase
(SOD), Catalase (CAT) e Glutationa-S-Transferase (GST) e os niveis de sulfidrilas.
Verificou-se reducdo de 8,6% na massa corporal dos animais controle treinado,
comparando os grupos CNT e CT (p=0,0074) bem como aumento de 10,01% nos
animais obeso treinado, comparando os grupos CT e OT (p=0,0027). Quanto ao indice
de Lee observou-se reducédo de 12,67% dos animais CT quando comparados ao
grupo OT (p=0,0005) e reducdo de 11,88% no grupo ONT em relacdo ao OT
(p=000,8). A massa do musculo séleo esquerdo aumentou 22,91% no grupo CNT
comparado ao ONT (p=0,0463) bem como, houve aumento de 22% e 14,56%,
respectivamente, nos grupos CT quando comparado aos grupos OT no EDL esquerdo
e direito (p=0,0007);(p=0,0388). Nos niveis de MDA do soleo observou-se reducdo de
53,83% no grupo CNT comparado ao CT (p=0,0291), j& as carbonilas aumentou
74,53% no grupo CNT em relacdo ao ONT (p=0,002) e reduziu 30,7% nos animais
obesogénico néo treinado comparando os grupos ONT e OT (p=0,0415). Analisando
0S mesmos parametros no EDL, no MDA percebeu-se reducao de 36,26% no grupo
CT comparando CNT ao CT, bem como reducdo de 31,33% nos animais OT
comparando ONT ao OT (p=0,0247);(p=0,0461) da mesma forma para os niveis de
carbonilas do EDL, onde reduziu 64,9% no grupo CT em relacdo ao CNT, e 55,25%
no grupo OT comparando ONT ao OT (p=0,0006);(0,0181). Houve aumento de 96,2%
na atividade da SOD no musculo EDL no grupo CT comparando os grupos CNT e CT
(p<0,0001) e reducdo de 43,64 nos animais OT quando comparados OT e CT
(p<0,0001). Na atividade da CAT no EDL, foi visto reducdo de 56,75% nos animais
ONT comparando os grupos CNT e ONT (p=0,0007) e reducdo de 51,29% nos OT
comparando CT e OT (p=0,0007). No musculo séleo, a atividade da GST aumentou
em 59,52% no grupo OT quando comparados os grupos ONT e OT (p=0,0181) bem
como, também aumentou 76,31% no grupo OT quando comparados CT e OT
(p=0,006). Por outro lado, no EDL, houve reducao de 24,34 na atividade da GST no



grupo OT quando comparados os grupos ONT e OT (p=0,0005). Por fim, os niveis de
sulfidrilas reduziram em 26,21% no grupo ONT quando comparados no séleo os
grupos CNT e ONT (p=0,0005) além de reduzir também 34,95% comparando com seu
respectivo grupo treinado CNT e CT (p<0,0001). Diante do exposto, foi visto que o
consumo de uma dieta obesogénica durante periodos criticos do desenvolvimento
pode vir a promover altera¢des no balanco oxidativo, notadas a partir do aumento da
oxidacdo de proteinas, reducado da atividade de enzimas antioxidantes e reducéo do
conteudo total de sulfidrilas em diferentes musculaturas de ratos machos aos 60 dias
de vida. Além de ser perceptivel a eficacia do protocolo de treinamento fisico
moderado em atenuar tais efeitos. Contudo, faz-se necesséario mais investigacdes
para compreender as diferentes respostas, quanto ao sistema antioxidante enzimatico
e ndo enzimético, de musculaturas com caracteristicas distintas frente ao insulto
nutricional materno.

Palavras-chave: dieta obesogénica materna; musculo esquelético; treinamento

fisico.



ABSTRACT

The consumption of an obesogenic diet during critical periods of development has
been designated as a determining factor in the appearance of metabolic syndromes
that can last throughout life. Thus, the present work aims to evaluate the effects of
moderate physical training on the oxidative balance in the soleus and extensor
digitorum longus (EDL) muscles of young rats submitted to a maternal obesogenic diet
during critical periods of development. For this, 12 female Wistar rats were used.
During the estrous period, the rats were placed to mate and after pregnancy was
identified, they were divided into two groups according to the diet offered during
pregnancy and lactation (21 days). Groups: Control (C) (n=6) that received a diet from
the Presence® vivarium and obesogenic group (O) (n=6) that received an obesogenic
diet with high levels of fat and carbohydrates plus the free supply of condensed milk.
After weaning, only male pups were used and received a diet from a Presence®
vivarium. On the 26th, 27th and 28th day of life, the pups were submitted to an
incremental test on the treadmill until fatigue. After the test, the animals were
subdivided into untrained (CNT) and (ONT) and trained (CT) and (OT) groups. On the
30th day of life, the experimental groups started the treadmill training protocol (5 days
a week, for 4 weeks at 50% of the maximum capacity achieved in the incremental test).
At 60 days, the body mass and abdominal circumference were analyzed, after that, the
animals were euthanized and the soleus and EDL muscles were removed.
Subsequently, the soleus and EDL mass, Malonaldehyde (MDA) and carbonyl levels,
activity of the enzymes Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT) and
Glutathione-S-Transferase (GST) and the levels of sulfhydryls were analyzed. There
was a reduction of 8.6% in the body mass of the trained control animals, comparing
the CNT and CT groups (p=0.0074) as well as an increase of 10.01% in the trained
obese animals, comparing the CT and OT groups (p=0.0027). Regarding the Lee
index, a reduction of 12.67% was observed in the CT animals when compared to the
OT group (p=0.0005) and a reduction of 11.88% in the ONT group in relation to the OT
(p=000.8). The mass of the left soleus muscle increased 22.91% in the CNT group
compared to the ONT (p=0.0463) and there was an increase of 22% and 14.56%,
respectively, in the CT groups when compared to the OT groups in the EDL left and
right (p=0.0007);(p=0.0388). In the soleus MDA levels, a reduction of 53.83% was
observed in the CNT group compared to the CT (p=0.0291), whereas the carbonyls
increased by 74.53% in the CNT group in relation to the ONT (p=0.002) and reduced
30.7% in untrained obesogenic animals comparing the ONT and OT groups
(p=0.0415). Analyzing the same parameters in the EDL, in the MDA, a reduction of
36.26% was observed in the CT group comparing CNT to CT, as well as a reduction
of 31.33% in OT animals comparing ONT to OT (p=0.0247);( p=0.0461) in the same
way for the EDL carbonyl levels, where it reduced 64.9% in the CT group in relation to
the CNT, and 55.25% in the OT group comparing ONT to OT (p=0.0006) ;(0.0181).
There was an increase of 96.2% in SOD activity in the EDL muscle in the CT group
comparing the CNT and CT groups (p<0.0001) and a reduction of 43.64 in the OT
animals when comparing the OT and CT (p<0.0001). In the CAT activity in the EDL, a



reduction of 56.75% was seen in the ONT animals comparing the CNT and ONT
groups (p=0.0007) and a reduction of 51.29% in the OT comparing CT and OT
(p=0.0007). In the soleus muscle, GST activity increased by 59.52% in the OT group
when compared to the ONT and OT groups (p=0.0181) as well as it also increased by
76.31% in the OT group when compared to CT and OT (p =0.006). On the other hand,
in EDL, there was a reduction of 24.34 in GST activity in the OT group when comparing
the ONT and OT groups (p=0.0005). Finally, the levels of sulfhydryls reduced by
26.21% in the ONT group when compared in the soleus the CNT and ONT groups
(p=0.0005) in addition to also reducing 34.95% compared to their respective trained
group CNT and CT (p<0.0001). In view of the above, it was seen that the consumption
of an obesogenic diet during critical periods of development can promote changes in
the oxidative balance, noted from the increase in protein oxidation, reduction of
antioxidant enzyme activity and reduction of the total content of sulfhydryls. In different
musculature of male rats at 60 days of age. In addition to being noticeable the
effectiveness of the moderate physical training protocol in attenuating such effects.
However, further investigations are needed to understand the different responses,
regarding the enzymatic and non-enzymatic antioxidant system, of muscles with
different characteristics in the face of maternal nutritional insult.

Keywords: maternal obesogenic diet; skeletal muscle; physical training.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figural- Estruturas da musculatura esquelética..............coouvvvviiiiiiiiie e e, 20
Figura2- Cadeia transportadora de eletronsS.............ueeeieiiiiiiiiiiie e 23
Figura3- Avaliacdo da massa corporal, circunferéncia abdominal e indice de Lee aos
60 dias de vida de ratos submetidos a dieta obesogénica materna............................ 32
Figura4- Avaliacdo da massa dos musculos soleo direito e esquerdo e EDL direito e
esquerdo de ratos submetidos a dieta obesogénica materna durante a gestacdo e
E= Vo1 r= [0t [ PP P PP PPPPPPPP 33
Figura5- Avaliacdo dos niveis de peroxidacao lipidica (MDA), e oxidacdo proteica
(CARBONILAS) nos musculos séleo e EDL de ratos submetidos a dieta obesogénica
materna durante a gestagao € laCtaGa0. ........cuvviiiieieiiiie e 34
Figura6- Avaliacdo da atividade de enzimas SOD, CAT e GST nos musculos séleo e
EDL aos 60 dias de vida de ratos submetidos a dieta obesogénica materna durante a
(o RSy t= Tor= Lo I - T r= Lo o O 36
Figura7- Avaliacdo dos niveis de grupamentos sulfidrilas (SH) nos musculos séleo e
EDL aos 60 dias de vida de ratos submetidos a dieta obesogénica materna durante a

o[y t= Tor= T I = - Tt = Lo Lo BRSSP 38



ATP

ATPase

BSA

CAT

CDNB

CEUA

CNT

CONCEA

CT

CTE

DNPH

DNP-SG

DTNB

EDL

EDTA

EROs

FADH2

G6PDH

GSH

GSSG

GST

LISTA DE ABREVIACOES

Adenosina Trifosfato
Adenosinatrifosfatase

Albumina de Soro Bovino

Catalase

2,4- Dinitroclorobenzeno

Comissao de ética no uso de animais
Controle Nao Treinado

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
Controle Treinado

Cadeia Transportadora de Elétrons
2,4-Dinitrofenilhidrazina

Dinitrophenyl S-glutathione
5,5’-Dithiobios (2-nitrobenzoic acid)
Extensor Longo dos Dedos
Ethylenediaminetetraacetic acid
Espécies Reativas de Oxigénio
Dinucledtido de Flavina e Adenina
Glicose-6-Fosfato Desidrogenase
Glutationa Reduzida

Glutationa Oxidada

Glutationa S-Transferase



GR

GPX

H20

H20:2

MDA

NADH

NADPH

NEM

02

ONT

oT

OMS

OPT

PMSF

SH

SOD

TBARS

TCA

Glutationa Redutase

Glutatina Peroxidase

Agua

Peréxido de Hidrogénio

Malondialdeido

Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
N-Ethylmaleimide

Oxigénio

Obesogénico Nao Treinado

Obesogénico Treinado

Organizacdo Mundial de Saude
O-Phthallialdeido

Phenylmethylsulfonyl fluoride

Sulfidrilas

Superoxido Dismutase

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Acido Tricloroacético

TRIS-HCL Tris-Hydrochloride



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt en et 17
2 REVISAO DA LITERATURA . .....coooe et cteeeeete ettt et sae e en e, 19
2.1 Periodo critico do desenvolvimento e consumo de dietas obesogénicas............ 19
2.2 Musculo: Morfologia, fung@o e metaboliSMO..........cueeeiiiiiiiiiiii e 20
2.3 Estresse oxidativo e seus efeitos no tecido musCUlar..............ooevvvviieniiiinininns 21
2.4 TreiN@MENTO FISICO......uiiiiiiiiiiiii it e e e e e e e e e e e e e e e e 24
S OBUIETIVOS . ...ttt e et e e e e e ettt e e e e e e e e e e s st eeeeeesansnreaeeeeans 26
3.1 ODJELIVO GEIAL... ...ttt e e e e e e e 26
3.2 ODbJetiVo €SPECITICO. ....ciiiiiieiie et 26
4 METODOLOGIA. ...ttt e e e e e e e e e e e e st e ee e e e e e s nseneeeas 27
N g 4 = 1 TP PP EUPRPUPPPPR 27
4.2 Manipulacéo dietética e grupos experimentais. ..........occuveeeerieeeeiiiiiiieeee e 27
4.3 Trein@amento fISICO.......ccoi i e e e e e e e e e e e e e e e 27
4.4 Par@metroS MUINUMETTICOS. ....uuiiiiiiieee e e e s ettt et e e e e e e eeeee e e e e e e e e e e s s e s snnnes 28
4.5 Coleta e preparo do homogenato do tecido muscular esquelético...................... 28
4.6 DOSAgEm d€ ProteINAS. .....ccceeeieeeieeee et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e aaanaaaes 28
4.7 Niveis de peroxXidaGao lPIdiCa..........uuueiiiiiiiieiii e 29
4.8 Avaliacdo dos niveis de oxidag&o de proteinas (Carbonilas)............c..cccuveeeeennn. 29
4.9 Atividade da Superoéxido dismutase (SOD).........coevvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 29
4.10 Atividade da Catalase (CAT)....ciceii e 29
4.11 Atividade da Glutationa-S-Transferase (GST)......ccoooviviiiiiiiiiiniiiiiiiieeeeeee e 30
4.12 Conteudo de tiois totais (dosagem de sulfidrilas-SH)...........ccccceviiiiiiiineennnee. 30
4.13 ANAIISE ESTAISTICA. .. eeeiiiiieieeeeeii it e 30
5 RESULTADOS. ... .ttt ettt e e e ettt e e e e e ettt ee e e e s e nnnbraaeeeeennnees 31
5.1 Avaliacédo da massa corporal, circunferéncia abdominal e indice de Lee............ 32
5.2 Avaliagéo da massa dos musculos Soleo e EDL esquerdo e direito................... 33

5.3 Avaliacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica (MDA), e oxidagdo proteica
(CARBONILAS) NO MUSCUIO SOIEO......uuuuiiiiieeiie e e 34
5.4 Avaliacdo dos niveis de peroxidacédo lipidica (MDA), e oxidacdo proteica
(CARBONILAS) NO MUSCUIO EDL......coiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee et 34



5.5 Avaliagdo da atividade de enzimas SOD, CAT e GST no mausculo

= | OO PUPP ORI 35
5.7 Avaliagéo dos niveis de grupamentos sulfidrilas.............ccccoiniiiiieiinniiiceennee 38
B. DISCUSSAOD.....eeeetiieeaeses ettt ettt ettt es s e et et ee s eeeseseeenes 39

6.1 A dieta ndo alterou a massa corporal e 0 exercicio fisico age no emagrecimento
dos animais e afeta 0 peso dos musculos s6leo € EDL.............cccovvvvviiiiiiiiiiiiiee e, 39
6.2 A dieta obesogénica materna altera os niveis de biomarcadores de estresse
oxidativo e 0 treinamento atenua eSSES EfEIT0S..........uuurriiiiiiiiiie e 40

6.3 Resposta do sistema antioxidante enziméatico frente ao insulto nutricional e o

IFEINAMENTO TISICO. . e et e 41
6.4 Niveis de tidis totais frente ao insulto nutricional e o treinamento fisico................. 42
T CONCLUSAO . ..ot ettt e e et et e e e ee e e e e e e e e e aeeeenaans 43

B8 REFERENCIAS.......coiiiteieeetee ettt ettt ettt s ettt e et st 44



17

1 INTRODUCAO

O estilo de vida sedentario atrelado ao consumo de dietas com elevados teores
de gorduras remete a um problema de saldde publica que pode predeterminar a
obesidade (MOZAFFARIAN et al., 2006). Estudos epidemiologicos indicam que
mudancas ambientais ao longo de periodos criticos do desenvolvimento, como a
gestacao e lactacdo, aumentam o risco de obesidade na prole e disturbios metabdlicos
em sua vida adulta (BARKER, 1990; 1999; 2007; BARKER; OSMOND, 1986;
BARKER; OSMOND; LAW, 1989). Um consumo calérico elevado durante o periodo
perinatal pode aumentar a predisposicéo dos filhos a doencas metabdlicas ao longo
da vida, propondo entdo que um desequilibrio prévio na nutricdo pode aumentar a
probabilidade de futuras sindromes cronicas, como a obesidade (DUSKE et al., 2009).

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), o indice de obesidade
em todo o mundo triplicou desde 1975. Dados recentes ainda apontam que, no ano
de 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos estavam com sobrepeso, e destes, mais de
650 milhdes eram obesos (FOROUZANFAR; ALEXANDER; ANDERSON et al., 2015).
Entre os fatores associados com o desenvolvimento da obesidade, o desequilibrio
energético destaca-se como um dos principais causadores; entretanto, relacbes
existentes entre fatores bioldgicos, psicossociais e comportamentais, incluindo
também influéncias genéticas, socioecondmicas e culturais podem contribuir para o
desenvolvimento dessa doencga cronica (SKELTON et al., 2011).

A obesidade durante a gravidez pode resultar em consequéncias adversas
tanto para maes quanto para os filhos, tais como, aumento da resisténcia a insulina
associada a um aumento da gordura corporal (CATALANO et al., 2009; YOGEV;
CATALANO, 2009; CATALANO; SHANKAR, 2017). Além disso, em modelos com
ratos, o consumo materno de dietas hipercaldricas modifica 0 metabolismo da prole,
podendo resultar em resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares e diabetes
mellitus tipo 2 (BAUTISTA et al., 2016). Na musculatura esquelética, a obesidade é
responsavel pela reducéo do diametro da fibra, reducéo da forca e da massa muscular
(ABRIGO et al., 2016; ABRIGO et al., 2016). Da mesma forma, dietas com alto teor
de gordura induzem disfung@o mitocondrial podendo levar a resisténcia a insulina e
reducdo da massa muscular através da reducdo nos niveis de proteinas da via de

crescimento da musculatura (ZIERATH et al., 2000).
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Disfungbes mitocondriais estdo associadas ao desenvolvimento de diversas
patologias como diabetes, hipertensédo e obesidade. Em um estudo realizado por
Bornnard et al (2008) feito com camundongos submetidos a uma dieta rica em gordura
e sacarose foi observado que a dieta resultou em um aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e na oxidacao de proteinas (BONNARD et al.,
2008). Em outro estudo com camundongos foi observado que o consumo de dietas
que induzem obesidade pode causar estresse oxidativo e disfuncbes nas
mitocondrias, além disso, é responsavel por reducdo da biogénese mitocondrial e da
expressao de genes antioxidantes (DE NADAL; POSAS, 2010; RANI et al., 2016).

Diante disto, medidas terapéuticas que consigam minimizar os efeitos adversos
de uma dieta obesogénica podem garantir uma melhoria na qualidade de vida da
populacdo. Nesse sentido, o exercicio fisico como método profilatico ja vem sendo
descrito como capaz de atenuar os efeitos da obesidade e doencas metabdlicas
(SHEN et al., 2015). O exercicio também é associado a melhoria da capacidade de
complexos mitocondriais, como aumento da atividade mitocondrial dos complexos I,
IV e V, além de aumento na atividade de enzimas antioxidantes como glutationa-S-
transferase (GST) (SUN et al., 2010), glutationa peroxidase (GPx) (VENDITTI et al.,
1996) e reducdo da oxidacdo de proteinas, em modelos experimentais (LIU et al.,
2000). No masculo, Li et al (2015) mostraram que animais alimentados com dieta
hiperlipidica e submetidos a um protocolo de treinamento fisico moderado, em esteira,
apresentaram uma reducdo na peroxidacdo lipidica e na dosagem de anion
superoxido apds as sessoes de treinamento (LI et al., 2015).

Diante disto, este projeto tem por objetivo avaliar os efeitos do treinamento
fisico moderado sobre o balanco oxidativo nos musculos séleo e extensor longo dos
dedos (EDL) de ratos jovens submetidos a dieta obesogénica materna durante

periodos criticos do desenvolvimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Periodo critico do desenvolvimento e consumo de dietas obesogénicas

O periodo critico do desenvolvimento corresponde a fase de gestacéao, lactacao
e primeira infancia. Essa fase € extremamente importante no desenvolvimento do
organismo uma vez o torna mais sensivel a Influéncias ambientais resultando em
modificacdes morfofuncionais e moleculares que podem repercutir ao longo da vida.
Essa relacdo esta fortemente relacionada a rapida proliferacéo e diferenciagéo celular
caracteristica desta fase (DOBBING, 1964; ROSSO; BRASEL, 1972; WINICK;
DOBBING; SANDS, 1985; MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).

O feto/neonato interage com o ambiente através da placenta materna ou da
lactacdo, respectivamente. Essa interacao resulta em alteracdes fisioldégicas que
permitem a adaptacdes as possiveis condicbes adversas em que o feto ou neonato é
submetido (SILVEIRA et al., 2007). A exemplo disto, ja é descrito que o0s insultos
nutricionais nessa fase induzem alteragdes morfolégicas e fisioldgicas que podem ser
temporarias ou permanentes. Quando permanentes sdo capazes de aumentar a
predisposi¢cao a doengas cronicas durante a vida adulta (DOBBING; SANDS, 1985;
BARKER et al., 2002; HANSON; GLUCKMAN, 2011; BERGLUND et al., 2016).

O consumo excessivo de dietas com baixo teor dietético vem aumentando
indicando que a populacdo esta passando por uma transicao nutricional. Este evento
é fortemente associado com a procura por uma alimentacdo de facil preparo, que
culmina em uma reducé@o dos macro nutrientes e micronutrientes necessarios para o0s
organismos e o aumento no consumo de produtos industrializados. Estes ultimos, em
sua maioria, sdo demasiadamente caléricos e de baixo valor nutricional (BARROS et
al., 2021). Por conseguinte, tudo isto vem aumentando um estilo de vida sedentério e
com menor gasto caldrico e consequentemente em um aumento de sobrepeso e
obesidade (POPOKIN, 2001).

A Dieta hiperlipidica é constituida por altas quantidades de &cido graxo poli-
insaturados. Em contrapartida, uma dieta obesogénica é definida pelo seu alto teor
glicémico e lipidico. O consumo de uma dieta com alto teor lipidico durante o inicio da
vida aumenta o risco de disturbios metabdlicos durante a vida adulta, atraves dos
riscos de alteragbes no metabolismo lipidico e desenvolvimento de diabetes

(CAVALCANTE et al., 2014). Além disso, vem sendo evidenciado na literatura que o



20

consumo de uma dieta rica em gordura responsavel por ocasionar resisténcia a

insulina em tecidos como figado e musculo esquelético (HANCOCK et al., 2008).

2.2 Musculo: Morfologia, funcdo e metabolismo

A musculatura esquelética é constituida por feixes de fibras com alto grau de
contatibilidade. As células musculares séo cilindricas, alongadas e multinucleadas.
Observando de fora para dentro, a musculatura € envolta por uma camada de tecido
conjuntivo chamada de epimisio, que tem como funcdo separar e sustentar 0s
musculos. Mais internamente, outra camada denominada de perimisio, envolve os
fasciculos (conjuntos de fibras musculares). E internamente a cada fasciculo
encontra-se o endomisio que circunda cada fibra muscular (Imamura, 1999; Graff,
2003). (Figura 1).

Figura 1 - Estruturas da musculatura esquelética.
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Fonte: Transcrigcdo de Copyright ¢ 2011 Pearson Education, Inc.

A musculatura esquelética estriada tem como funcdo a locomocgdo das
estruturas do corpo, estabilidade postural e movimentos auxiliares ao processo
respiratério (Silva, 2007; Powers et al., 2009). Sendo constituido por tecido muscular,
tecido conjuntivo, tecido nervoso e vasos sanguineos (GRAFF et al., 2003) Podendo
ser classificado de formas distintas quanto a coloracao, perfil histoquimico, fisiolégico
e bioquimico (PETTE; SARON, 2001; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

A classificacéo por cor da fibra distingue-as entre vermelhas e brancas devido,

respectivamente, a maior ou menor concentracdo de mioglobina, mitocéndria e
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densidade de vascularizagdo. (PETTE, STARON, 1990; MINAMOTO, 2005;
SCHIAFFINO, REGGIANI, 2011.). Outra forma é classificar através do método
histoquimico que avalia a atividade da enzima ATPase nas cadeias de miosina. Onde
originalmente foi separado em fibras Tipo | e Tipo Il e mais a frente em grupo principal:
[, IIA e 1IB e subgrupos: IC, IIAB, IIAC, IIC (BOTTINELLI, REGGIANI, 2000; BOFF,
2008). Os aspectos fisiologicos diferenciam através da velocidade de contragdo e na
resposta a fadiga, distinguindo entre contracdo lenta com alta resisténcia a fadiga,
contracdo rapida resistente a fadiga e contracao rapida fatigavel (STARON, 1997,
KIMURA, 2013). Por fim, a classificagdo bioquimica se atenta ao metabolismo de cada
fibra muscular, acompanhando parametros como concentracdo e atividade de
enzimas glicoliticas e oxidativas. Determinando que: fibras de contracdo lenta tem
predominancia do metabolismo oxidativo, a exemplo disso o séleo utilizado em nosso
estudo, como também fibras de contracéo rapida metabolismo glicolitico e oxidativo e
outras unicamente com metabolismo glicolitico representado em nosso trabalho pelo
musculo EDL (STARON, 1997; KIMURA, 2013).

Desta maneira, as caracteristicas das fibras musculares determinam o
desempenho muscular (COSTILL et al., 1976 apud ZHU et al., 2013) sendo entao,
importante para a compreenséo de desordens metabdlicas, diabetes mellitus tipo Il e
obesidade (HE et al., 2001). Sabendo disso, dietas caracterizadas como hiperlipidicas
guando consumidas durante periodos criticos do desenvolvimento tem potencial para
acarretar alteracGes deletérias ao tecido muscular. Bem como visto por Bayol (2005)
onde o consumo de uma dieta hiperlipidica promoveu deficiéncia no desenvolvimento
da musculatura esquelética, atrelado a hipoplasia e atrofia muscular que persistem
durante a vida adulta. Além disso, outros estudos evidenciam a relacdo entre um
ambiente obesogénico materno durante a gestacao e lactacdo a maleficios na prole
apos o desmame, a exemplo de: sacorpenia, alteracdo na capacidade de produzir
forca e modificacéo na atividade de células satélites (D"SOUZA et al., 2015; PILEGGI
et al., 2016; CABRERA et al., 2016; ESHIMA et al., 2017). Tornando ent&o evidente a
correlacdo entre a ma nutricdo materna e disfungbes no musculo esquelético
(PILEGGI et al., 2016).

2.3 Estresse oxidativo e seus efeitos no tecido muscular
As mitocondrias sdo organelas com funcdo de gerar energia quimica

necessaria para o funcionamento celular, além de desempenhar um papel
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fundamental no metabolismo celular através de uma infinidade de sinalizacdes
intracelulares moduladoras e reguladoras (HOM; SHEU, 2009). Ademais, € uma das
principais fontes de espécies reativas de oxigénio (EROS). As EROS surgem de
escapes de elétrons livres da Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE), os quais sao
moléculas instaveis que podem sofrer reagdes quimica e se tornarem agentes com
um grande potencial toxico para a célula (LENAZ, 1998).

As mitocondrias possuem enzimas capazes de finalizar o metabolismo dos
substratos energéticos para obtencdo do ATP (MAECHLER; RUBI, 2006; BASTIN,
2014). As moléculas de acetil-CoA, obtidas no processo catabdlico dos substratos
energéticos, vao diretamente para o ciclo de Krebs onde através de uma série de
reacoes consecutivas o0 acetil-CoA inicialmente participa da conversdo do
oxaloacetato em citrato e ao final das 7 etapas o citrato € oxidado novamente a
oxaloacetato resultando na liberacéo de cofatores reduzidos NADH e FADH2 que sao
direcionados para cadeia transportadora de elétrons (CTE) para doarem seus
elétrons, processo denominado como fosforilacdo oxidativa (BLOMSTRAND,;
RADEGRAN; SALTIN, 1997; HOM; SHEU, 2009; LARSEN; NIELSEN et al., 2012; GU
et al., 2017).

Como indicado anteriormente, a fosforilagdo oxidativa inicia a partir da
transferéncia de elétrons do NADH e do FADH2 ao complexo | e I, respectivamente
(Figura 2). Onde esses elétrons doados sao transferidos para ubiquinona resultando
na reducao da ubiquinona e posteriormente a oxidacéo pelo complexo Il permitindo a
conducéo dos elétrons para o complexo IV através do citocromo ¢ (ZHAO et al., 2019;
AHMAD; WOLBERG; KAHWAJI, 2021). Através do transporte de elétrons, protons
sdo bombeados da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana e
posteriormente retornam a matriz mitocondrial através do complexo V (ATP-sintase)
gerando novas moléculas de ATP através do gradiente gerado pela forga prétonmotriz
(ZHAO et al., 2019). Por outro lado, extravasamento de elétrons nos complexos | e lli
da CTE podem reagir com o oxigénio em uma reducdo monoeletrénica formando o
anion superoxido (HALLIWELL, 2007; JASTROCH et al., 2010).
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Figura 2 — Cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
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Fonte: ZHAO, 2019.

Tal situacdo pode desencadear um quadro de estresse oxidativo, que nada
mais € que um estado celular ocasionado pelo desequilibrio entre a producéo
exacerbada de EROS e os sistemas de defesa antioxidante, normalmente com a
dominancia dos agentes oxidantes sobre atividade dos sistemas oxidantes
enzimaticos e nao enzimaticos, ocasionando uma reducdo na capacidade de
detoxificacdo dos produtos reativos, resultando em dano oxidativo em carboidratos,
lipidios, proteinas e acido nucleicos, podendo entdo desencadear o processo de morte
celular (JORDAO et al.,1998; HALLIWELL, 2007; PIZZINO et al., 2017). Tal estado
pode ser induzido por diversas condi¢cdes, como por exemplo os insultos nutricionais
(CHICO et al., 2017; CAPPELLI et al., 2018; DA SILVA BARRETO et al., 2018). Os
quadros de estresse oxidativo podem induzir um aumento do envelhecimento e morte
celular, além disso, é associado a etiologia e agravamento de diversas doengas como
Cancer, Parkinson, Alzheimer, cardiopatias, hipertensédo (STORZ, 2005; JACOB et al.,
2013; HUANG; ZHANG; CHEN, 2016; KATTOOR et al., 2017; ZHAO et al., 2017).

Para combater a produgéo excessiva de EROS os sistemas antioxidantes
agem reduzindo-os a moléculas menos danosas as células. O sistema antioxidante
apresenta uma natureza enzimatica e ndo enzimatica sendo a primeira composta,
principalmente pela superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST). A SOD dismuta o anion
superoéxido a peroxido de hidrogénio (H202), embora nédo seja de fato um radical livre,
€ altamente reativo (BARBOSA et al., 2010). Por outro lado, a CAT é de suma
importancia para tornar as células mais resistentes a toxicidade do H202, visto que,

essa enzima tem a capacidade de converter o H202 em agua (H20) e oxigénio (O2). A
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GPx tem funcdo semelhante a catalase convertendo o peréxido de hidrogénio em
agua e oxigénio, mas para isso, € necessario que haja a acdo do sistema antioxidante
nao enzimatico havendo a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) feito isso, a
Glutationa Oxidada (GSSG) sofre acdo da Glutationa Redutase (GR) que vai
transforma-la novamente em GSH utilizando a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) obtida através da via das pentoses fosfato pela enzima Glicose-6-
Fosfato-Desidrogenase (G6PDH) (HALLIWELL, 2006; FUJII et al., 2011).

Recentes estudos ja indicam que o consumo de uma dieta desregulada é
determinante para que haja alteragbes metabdlicas o qual reflete em um aumento do
estresse oxidativo (AQUINO et al., 2019; FREITAS et al., 2020). Sabendo disso,
estudos indicam que essas modulacbes podem vir a suprimir a musculatura
esquelética, ocasionando reducdo da massa muscular e sarcopenia (BROWN, 2014;
PILEGGI et al., 2016). Diante disso, medidas profilaticas que consigam melhorar o
quadro de estresse vem sendo estudas e entre elas o treinamento fisico mostra-se
como uma forma efetiva de tratamento capaz de combater ndo s6 o sedentarismo,
mas também amenizar o estresse oxidativo. Como foi visto por SANTOS (2020) no
estudo que utilizou 40 ratas divididas em 4 grupos onde um grupo recebeu dieta
hiperlipidica e treinamento fisico aerdbico sendo concluido que o treinamento fisico
aerdébico foi capaz de melhorar o perfil antioxidante e consequentemente controlar o

estresse oxidativo.

2.4 Treinamento fisico

A atividade fisica é definida como qualquer movimento corporal produzido pela
contracdo musculoesquelética que gere um gasto energético maior que os valores
basais (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 1985). Ademais, a realizacédo de
atividade fisica de forma estruturada e planejada visando a melhora de uma ou mais
capacidades fisicas como for¢a, poténcia, equilibrio, velocidade e resisténcia
(POLLOCK, 1973; CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 1985). Por fim, quando
se tem um processo repetitivo e sistematico, utilizando exercicios de forma
progressiva objetivando o aperfeicoamento do desempenho, seja ele funcional ou
morfoldgico, dar-se a nomenclatura de treinamento fisico (PIERCY et al., 2018).

O exercicio fisico pode ser controlado por algumas variaveis como frequéncia,
duracéo e intensidade, contudo, o controle vai estar totalmente relacionado com o tipo
do exercicio (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS, 2009). O qual pode tambéem ser
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subdividido em aerébios e anaerdbios. Um fator importante para a diferenciacao entre
os tipos de exercicio é a via metabdlica envolvida para obtencdo de energia. As
reacoes dos exercicios anaerdbios ocorrem no citoplasma celular sem a presenca do
oxigénio, enquanto no exercicio aerdbio, o oxigénio é necessario para as reacdes que
ocorrem nas mitocondrias (POLLOCK, 1973; TALBOT; MAVES, 2016).

De forma geral, o exercicio fisico é conhecido como uma medida profilatica que
previne e trata a obesidade e doencas metabdlicas (SHEN et al., 2015). Sabendo
disso, a sua pratica € recomendada. Entretanto, vale salientar que para cada periodo
da vida ha estipulado uma recomendac¢éo de periodo minimo diario ou semanal a ser
cumprido (AWROCKA; MYNARSKI, 2017).

Evidéncias tém mostrado que o treinamento fisico aerdbico de intensidade
moderada (50% a 70% da frequéncia cardiaca maxima) retarda e/ou previne doencas
cronicas relacionadas a obesidade (BARRETT, LIU, 2013). O exercicio fisico tem a
capacidade de melhorar o desempenho cardiaco e pulmonar em adultos, bem como
em pacientes idosos com insuficiéncia cardiaca (ACANFORA et al, 2016). O exercicio
aerobio € o mais propicio indutor fisioloégico da biogénese mitocondrial ndo s6 no
musculo esquelético, mas em diversos tecidos como o figado, coracdo e o tecido
adiposo (SEENE, KAASIK, 2012). Tromm e colaboradores (2012) observaram que um
protocolo de treinamento aerdébio composto por 3 sessdes semanais durante 8
semanas foi efetivo para melhoria do sistema antioxidante enzimatico (TROMM et al.,
2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do treinamento fisico moderado sobre o balanco oxidativo nos
musculos soleo e extensor longo dos dedos (EDL) de ratos jovens submetidos a dieta

obesogénica materna durante periodos criticos do desenvolvimento.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do treinamento fisico moderado nos musculos séleo e EDL
da prole (ratos jovens aos 60 dias de vida) provenientes de mées submetidas a uma

dieta obesogénica durante a gestacao e lactacédo no(a):

e Parametros murinumétricos (massa corporal, circunferéncia abdominal e indice
de Lee)

e Massa tecidual dos musculos Sdleo e EDL;

e Biomarcadores de estresse oxidativo: niveis de malonaldeido (MDA) e
carbonilas;

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

¢ Niveis de tidis totais (sulfidrilas)
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizadas 12 ratas albinas fémeas da linhagem Wistar provenientes da
colonia do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais foram mantidos em biotério de experimentacdo com temperatura de 23° C+
2°C, ciclo claro-escuro de 12/12h e livre acesso a agua e alimentagcdo. No periodo
estral, as fémeas foram colocadas para acasalar na proporcdo de duas fémeas para
cada macho. Para o diagnostico do estado de prenhez, foi realizado o esfregaco
vaginal e avaliacdo do aumento da massa corporal (MARCONDES, BIANCHI e
TANNO, 2002). O presente projeto foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA) no Centro de Biociéncias da UFPE (n° 0061/2019),
seguindo as normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

4.2 Manipulacéao dietética e grupos experimentais

As ratas prenhas receberam, durante a gestacao e lactacao, dieta de biotério
Presence® (n= 6 animais) ou dieta obesogénica (n= 6 animais), com altos teores de
gorduras e carboidratos. A dieta Presence® nutricdo animal € composta por 28,3% de
proteinas, 10,9% de lipidios e 60,8% de carboidratos. A dieta obesogénica é composta
por alto teor de acidos graxos saturados e foi adaptada a partir da composicdo da
dieta utilizada no estudo de FERRO CAVALCANTE et al., (2013), com 20,18% de
proteinas, 31,99% da energia proveniente de lipidios e 47,82% de carboidratos, mais
o livre acesso ao leite condensado (ltalac®, Sdo Paulo, SP, Brasil - composicéo
energética de 72,3% de carboidratos, 17,7% de lipidios, 9,8% de proteinas). ApGs o
periodo de lactacdo, somente os filhotes machos foram utilizados nos experimentos e
receberam dieta de biotério. Posteriormente foi realizado um teste incremental na

esteira para determinar 0s grupos experimentais.

4.3 Treinamento fisico

Os animais foram submetidos no 26°, 27° e 28° dias de vida a um teste de
corrida aerébia incremental até a fadiga. Onde foi avaliado o desempenho dos animais
com progressao da velocidade em 0,1 km/h a cada 3 min (BROOKS, 1978;

RODRIGUES, 2007). A fadiga foi definida como o ponto em que os animais néo foram
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capazes de manter o ritmo da esteira por mais de 10s. Apos o teste, tivemos 4 grupos
subdivididos, de acordo com a realizacdo ou ndo do protocolo de treino e a dieta
pfertada as mées, em: Controle: néo treinado (CNT), treinado (CT) e Obesogénico:
nao treinado (ONT) e treinado (OT). Ap6s 48h do teste incremental, os animais dos
grupos CT e OT aos 30 dias de vida, foram submetidos a um programa de treinamento
fisico, em esteira ergométrica Inbramed, modelo para ratos 9015.5.X, durante o
periodo noturno, utilizando o seguinte protocolo experimental (60 min/dia, 5
dias/semana, 4 semanas e a 50% da capacidade maxima atingida para oS grupos
experimentais). No 6° dia de cada semana 0s animais passaram por mais um teste
incremental para ajustar a capacidade maxima de corrida. 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).

4.4 Parametros murinométricos

Foram mensurados, peso do animal no dia da eutanasia, circunferéncia
abdominal e indice de Lee dos filhotes (BAYOL et al., 2004).

4.5 Coleta e preparo do homogenato do tecido muscular esquelético

Os animais foram eutanasiados através de guilhotina e submetidos a cirurgia
para a remocao do tecido muscular, em seguida, os musculos s6leo e EDL foram
pesados e armazenados no -80°C. Os musculos foram homogenizados em tampéao
de extracao (Tris base 50 mM, pH 7,4; EDTA 1 mM; ortovanadato de sddio 2 mM;
PMSF 2 mM, Nonidet 1%), em seguida as amostras foram centrifugadas a 4000 RPM
durante 5 minutos e os sobrenadantes submetidos a dosagem proteica pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976).

4.6 Dosagem de proteinas

A concentracéo de proteinas do homogenato foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). O principio do método baseia-se na determinagdo da
concentracéo de ligacdes 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 & concentragdo de proteina na
solucdo analisada, onde a solucdo de albumina de soro bovino (BSA) a 2mg/mL é

utilizada como padréao.
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4.7 Niveis de peroxidacéo lipidica (MDA)

Para a dosagem de substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS) foi
utilizada a técnica colorimétrica de Buege e Aust (1978) (BUEGE e AUST, 1978). As
amostras (100ug de proteina) foram misturadas com 30% (p/v) de acido tricloroacético
(TCA) e um tampédo TRIS 10 mM, pH 7,4. Esta mistura foi centrifugada a 1180g
durante 10 min e o sobrenadante fervido durante 15 min com 0,73% (p/v) de acido
tiobarbitarico. O pigmento rosa produzido foi medido a 535nm de absorcdo a
temperatura ambiente e os resultados expressos como mM/ mg de proteina.

4.8 Avaliacao dos niveis de oxidacao de proteinas (Carbonilas)

Para avaliacdo da oxidacdo de proteinas foi utilizada a técnica de Zanatta et
al. (2013) (ZANATTA et al., 2013). Com as amostras (100ug de prot.) em gelo, 30%
(p/v) de TCA foi adicionado a amostra e depois centrifugado por 14 min, a 4000 RPM.
O sedimento foi ressuspenso em 10mM de 2.4 dinitrofenilhidrazina e incubado no
escuro por 1h, centrifugado trés vezes em um tampéo de etila/acetato e o sedimento
final ressuspenso em 6M de cloridrato de guanidina, com a absorbancia lida a 370nm

(37°C). Os resultados foram expressos como pM/mg de proteina.

4.9 Atividade da Superoxido dismutase (SOD)

Foi adicionado o homogenato (80 ug de proteina), a um tampéo de carbonato
0,05 M com EDTA 0,1 mM, pH 10,2. A reacéo foi iniciada com epinefrina 150mM e a
atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina, a 30
°C. A diminuicao da absorbancia foi monitorada utilizando o espectrofotdmetro durante
1,5 min, a 480nm 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-oxidacao
de 1 umol de epinefrina por minuto. A atividade da SOD foi realizada de acordo com
o protocolo desenvolvido por Misra e Fridovich (1972) (MISRA e FRIDOVICH, 1972).

4.10 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi realizada como previamente descrito por Aebi (1984)
(AEBI, 1984). Este método €& baseado na determinagdo da constante de
decomposicdo de H202, que nas nossas condi¢cdes de temperatura e pH foi definido

como 4.6 x 107. Assim, 0,3M de H20: foi adicionado a amostra (80 ug de proteina),
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seguido de adicdo do tampao fosfato 50mM, pH 7.0, a 20°C, a absorcdo de
decaimento foi monitorizada por 4 min, a 240nm em espectrofotdmetro. Os resultados
foram expressos em U/mg de proteina. Uma unidade de catalase foi definida como

quantidade de proteina requerida para converter 1umol de H202 em H20 por minuto.

4.11 Atividade da Glutationa-S-Transferase (GST)

A atividade da GST é diretamente proporcional a taxa de formacgédo do
composto DNP-SG (dinitro fenil S glutationa), podendo desta forma ser medida
através do monitoramento da taxa de formag¢do do composto. Em uma cubeta de
quartzo de 1mL, foi adicionado a amostra (80ug de proteina) ao tampao fosfato (0.1M)
pH 6,5, EDTA (ImM), GSH (1ImM) e CDNB (1mM). A absorbancia (340mm) foi
registrada por um periodo de aproximadamente 3 min com controle da temperatura
(30°C), em espectrofotometro (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 formacdo de quanto 1umol do composto DNP-SG por

minuto.

4.12 Conteudo de tidis totais (dosagem de sulfidrilas -SH)

O conteudo de sulfidrilas foi determinado a partir da reagdo com o composto
DTNB (5,5'-dithiobis (2-acido nitro benzoico) (ELLMAN, 1959). A aliquota do
homogenato (100ug de proteina) foi incubada no escuro apds a adicdo de DTNB
10mM e o volume final foi de 1mL completado com tampé&o de extracao, pH 7.4 e
realizada a leitura com absorbancia (30°C) a 412nm em espectrofotdmetro. Os

resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

4.13 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados em média e erro padrdo da média. A comparagao entre
0s grupos foi realizada através do teste ANOVA two way, seguido do pos teste de
TUKEY. O nivel de significancia sera considerado quando p<0,05. Para elaboragao
dos gréficos e tratamento dos dados estatisticos sera utilizado o software GRAPH
PAD PRISM verséo 6.0.
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5 RESULTADOS

Os resultados séo referentes aos animais machos provenientes de maes
submetidas a dieta obesbgenica durante a gestacdo e lactagcdo. Aos 30 dias os
animais foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico moderado até os 60
dias de vida quando foram eutanasiados, musculos s6leo e EDL coletados e os

resultados das analises apresentados a sequir:
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5.1 Avaliagdo da massa corporal, circunferéncia abdominal e indice de Lee

Analisando a massa corporal, 0s resultados mostram uma reducédo da massa
no grupo CT devido ao treinamento (CNT=265,6+5,48g n=5 vs CT= 242,7+3,81g n=7
p=0,0074), porém, a dieta ainda proporcionou um aumento de massa corporal nos
animais OT apés o treinamento (CT=242,7+3,81g n=7 vs OT=267%4,29g n=6
p=0,0027) (Figura 3A). Em relacédo a circunferéncia abdominal ndo foi identificado
diferencas entre os grupos (Figura 3B). Por fim, o indice de Lee mostrou uma reducao
no grupo OT em relacdo ao grupo CT (CT=303,079+2,643g/cm n=6 Vs
0T=264,6+4,366g/cm n=5 p=0,0005) bem como houve reducao do indice de Lee no
grupo OT em relacdo ao grupo ONT (ONT=300,352+5,347g/cm n=7 vs
0T=264,6+4,366g/cm n=5 p=000,8) (Figura 3C).

Figura 3: (A) Resultados da massa corporal aos 60 dias de vida; (B) circunferéncia abdominal e (C)
indice de Lee (C) aos 60 dias de vida de ratos submetidos a dieta obesogénica materna durante a
gestacgdo e lactacdo (n= 5-7). Os valores foram representados pela média e erro padréo da média,

sendo realizado a analise estatistica anova Two-way, mantendo p<0,05.
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Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.



33

5.2 Avaliacdo da massa dos musculos soleo e EDL

O séleo direito ndo apresentou diferenca significativa em nenhum dos grupos
(Figura 4A), por outro lado, o séleo esquerdo, apresentou-se aumentado no grupo
ONT quando comparados o0os grupos CNT e ONT (CNT=0,096+0,005g n=7 vs
ONT=0,118+0,003g n=6 p=0,0463) (Figura 4B). Ja& no musculo EDL, tanto direito
qguanto esquerdo apresentaram aumento significativo no grupo OT comparando o0s
grupos CT e OT (CT=0,100+0,003g n=7 vs 0OT=0,122+0,003g n=6
p=0,0007);(CT=0,103+0,004g n=6 vs OT=0,118+0,003g n=6 p=0,0388) (Figura 4C;D).

Figura 4: Massa dos musculos soleo e EDL de ratos submetidos a dieta obesogénica materna durante
a gestacdo e lactacdo (n= 6-7). (A) Sdleo direito; (B) séleo esquerdo; (C) EDL direito e (D) EDL
esquerdo. Os valores foram representados pela média e erro padrdo da média, sendo realizado a

andlise estatistica anova Two-way, mantendo p<0,05.
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5.3 Avaliacdo dos niveis de peroxidacao lipidica (MDA), e oxidagdo proteica
(CARBONILAS) no musculo séleo

Foi verificado que os animais controle que realizaram o protocolo de
treinamento tiveram uma reducao significativa nos niveis de MDA quando comparado
com seu respectivo grupo nédo treinado (CNT=294,063+21,273, mmol/mg n=6 vs
CT=135,747+11,965mmol/mg de prot. n=5 p=0,0291) (Figura 5A). Quanto aos niveis
de oxidacdo proteica, ainda do sdOleo, pode-se observar o efeito da dieta materna
levando a um aumento significativo no grupo ONT quando comparado ao grupo CNT
(CNT=56,817+3,061mmol/mg n=6 vs ONT=99,167+10,695, mmol/mg n=6 p=0,0020)
Por outro lado, houve uma redugéo significativa nos animais obesos que realizaram o
treinamento quando comparado ao seu respectivo grupo nao treinado
(ONT=99,167+10,695mmol/mg de prot n=6 vs OT=68,64+5,626mmol/mg de prot n=5
p=0,0415) (Figura 5B)

5.4 Avaliacdo dos niveis de peroxidacao lipidica (MDA), e oxidacdo proteica
(CARBONILAS) no musculo EDL

Foi identificado nos niveis de MDA reducdo significativa em ambos os grupos
treinados quando comparados aos grupos nao treinados
(CNT=231,364+25,503mmol/mg de prot n=5 vs CT=147,465+21,417mmol/mg de prot.
n=5 p=0,0247) (ONT=239,405+11,207mmol/mg de prot. n=7 VS
0T=164,383+£12,339mmol/mg de prot n=4 p=0,0461) (Figura 5C). Referente as
carbonilas, o resultado encontrado foi semelhante ao de MDA, houve reducao
significativa em ambos os grupos treinando comparados aos seus grupos nao
treinados, CNT vs CT e ONT vs OT (CNT=29,55+4,171mmol/mg de prot. n=6 vs
CT=10,371+1,991mmol/mg de prot. n=7 p=0,0006); (ONT=27,433+2,218mmol/mg de
prot. n=6 vs OT=12,275+3,25mmol/mg de prot. n=4 p=0,0181) (Figura 5D).

Figura 5: Biomarcadores de estresse oxidativo do s6leo e EDL. (A) MDA-s6leo; (B) carbonilas-séleo;
(C) MDA-EDL e (D) carbonilas-EDL aos 60 dias de vida de ratos submetidos a dieta obesogénica
materna durante a gestacdo e lactacao (n= 4-7) Os valores foram representados pela média e erro

padrdo da média, sendo realizado a analise estatistica anova Two-way, mantendo p<0,05.
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Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.
5.5 Avaliacédo da atividade de enzimas SOD, CAT e GST no musculos séleo

No musculo séleo, quando analisado a atividade das enzimas SOD e CAT,
percebe-se que ndo houve diferencga significativa entre os grupos (Figura 6A e 6B).
Contudo, ao analisar a atividade da glutationa-s-transferase percebe-se que além de
haver aumento significativo no grupo OT comparando ao grupo ONT
(ONT=0,042+0,006U/mg de prot. n=7 vs OT=0,067+0,005U/mg de prot. n=5
p=0,0181) também houve aumento da atividade nos animais OT quando comparados
ambos o0s grupos treinados (CT=0,038+0,004U/mg de prot. n=7 vs
OT=0,067+0,005U/mg de prot. n=5 p=0,0060) (Figura 6C).

5.6 Avaliacdo da atividade de enzimas SOD, CAT e GST no musculo EDL

Enquanto analisado no musculo EDL nota-se aumento da atividade da SOD
no grupo CT em relacio ao seu respectivo grupo nédo treinado
(CNT=156,831+7,741U/mg de prot. n=7 vs CT=307,712+19,208U/mg de prot. n=6
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p<0,0001). Bem como também houve reducdo no grupo OT comparado ao CT
(CT=307,712+19,208U/mg de prot. n=6 vs OT=173,410+6,717U/mg de prot. n=6
p<0,0001) (Figura 6D). Quanto a atividade da CAT, foi identificado reducé&o no grupo
ONT em relacio ao CNT (CNT=1,325+0,131U/mg de prot. n=4 vs
ONT=0,573+0,055U/mg de prot n=5 p=0,0007), e também em relacdo ao grupo CT
(CT=1,550+0,13U/mg de prot. n=4 vs OT=0,755+0,097U/mg de prot. n=4 p=0,0007)
(Figura 6E) Por fim, a atividade da GST no musculo EDL mostrou uma reducao
significativa no grupo OT comparado ao grupo ONT (ONT=2,448+0,123U/mg de prot.
n=6 vs OT=1,852+0,054U/mg de prot. n=5 p=0,0005) (Figura 6F).

Figura 6: Atividade de enzimas do sistema antioxidante aos 60 dias de vida de ratos submetidos a dieta
obesogénica materna durante a gestacdo e lactacdo (n= 4-7). (A) Atividade da SOD no soéleo; (B)
atividade da CAT no séleo; (C) atividade da GST no séleo; (D) atividade da SOD no EDL; (E) atividade
da CAT no EDL e (F) atividade da GST no EDL. Os valores foram representados pela média e erro

padrdo da média, sendo realizado a andlise estatistica anova Two-way, mantendo p<0,05.
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5.7 Avaliacdo dos niveis de grupamentos sulfidrilas (SH) nos muasculos séleo e EDL

No musculo s6leo houve uma reducéo dos niveis de tidis totais no grupo ONT
em relacdo ao grupo CNT (CNT=0,103+0,005nmol/mg de prot. n=6 vs
ONT=0,076+0,005nmol/mg de prot. n=7 p=0,0005). Além disso, os niveis de sulfidrilas
também reduziram no grupo CT quando comparado ao grupo CNT
(CNT=0,103+0,005nmol/mg de prot. n=6 vs CT=0,067+0,003nmol/mg de prot. n=8
p<0,0001) (Figura 7%). Por outro lado, analisando os niveis de SH no musculo EDL
nao foi encontrado diferenga significativa em nenhum dos grupos (Figura 7B).

Figura 7: Avaliacao dos niveis de grupamentos sulfidrilas (SH) nos musculos séleo e EDL aos 60 dias
de vida de ratos submetidos a dieta obesogénica materna durante a gestagéo e lactacdo (n= 6-8). (A)
Grupamentos SH no soleo e (B) grupamentos SH no EDL (B). Os valores foram representados pela

média e erro padréo da média, sendo realizado a analise estatistica anova Two-way, mantendo p<0,05.
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6 DISCUSSAO

6.1 A dieta ndo alterou a massa corporal e o exercicio fisico age no

emagrecimento dos animais e afeta o peso dos musculos séleo e EDL

Os resultados obtidos no estudo apontam que ndo houve aumento de massa
corporal em decorréncia do insulto nutricional, por outro lado, o treinamento reduziu
significativamente a massa corporal no grupo controle, diferentemente do grupo
obesogénico o que pode nos indicar que apesar da dieta ndo ter apresentado um
efeito real na massa corporal, pode ter interferido em outros parametros que
atrapalhem no processo de emagrecimento. Além do peso corporal nao foi encontrada
diferenca significativa na circunferéncia abdominal dos animais. O indice de Lee é
uma forma rapida e simples de se inferir a prevaléncia de obesidade em roedores, se
refere a relacdo entre a massa em gramas e 0 cubo do comprimento nasoanal em
milimetro. Foi observado que o treinamento foi capaz de reduzir o indice de Lee no

grupo obeso chegando a niveis inferiores ao grupo CT.

Tal achado nos indica a eficacia do treinamento como tratamento n&o
farmacoldgico para reducao do sobrepeso dos animais. Ja é descrito na literatura que
o exercicio fisico aerdbico é capaz de reduzir a lipogénese, diminuir a incidéncia de
obesidade e melhorar a saude de pessoas obesas, reduzindo a incidéncia de doencas
metabolicas (YANG, XU, 2017). Um estudo realizado por Wu et al (2019) com
camundongo C57BL/6J machos que foram submetidos a um modelo de dieta
obesogénica, evidenciou que ha um aumento do peso corporal dos animais apos a
alimentacdo com a dieta o que difere dos nossos resultados. Entretanto, quando foi
realizado nesse estudo o Indice de Lee foi identificado que ap6s 4 semanas de
intervencado dietética houve aumento no grupo obesogénico e que apos 8 semanas
de treinamento em esteira esse indice reduziu no grupo obesogénico treinado (WU et
al., 2019). Estes resultados corroboram com os nossos, onde o treinamento aerobico

foi eficiente na reducao do indice de obesidade dos animais.

Além da massa corporal total, foram vistos os pesos relativos dos musculos
s6leo e EDL. Os achados indicam que o grupo ONT apresentou aumento do peso

tecidual do séleo, indicando que a dieta pode ter gerado um acumulo de gordura em
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regides do tecido muscular. Por outro lado, no musculo EDL, apesar da dieta néo ter
mostrado um efeito claro na massa dos musculos, o treinamento mostrou aumenta-la
nos animais obesogénicos, tanto no EDL direito como no esquerdo. Estes resultados
podem estar relacionados ao efeito do insulto nutricional ofertado as maes. Um estudo
realizado por Martinez-Huenchullan et al (2020) em uma revisdo sistematica
conseguiu compilar na literatura o que ja € evidenciado sobre os efeitos de insultos
nutricionais no musculo esquelético, segundo os achados do autor quando insultos
nutricionais, como dietas ricas em gordura, sdo mantidos, surge uma desregulacao no
controle metabdlico do musculo. Assim, tornando o musculo esquelético suscetivel a
deficiéncias metabdlicas. Além disso, o autor mostra que os achados na literatura
sugerem que o exercicio fisico pode prevenir ou até reverter esse processo
(MARTINEZ-HUENCHULLAN et al 2020).

6.2 A dieta obesogénica materna altera os niveis de biomarcadores de estresse

oxidativo e o treinamento atenua esses efeitos

Nossos dados mostram que a peroxidacdo lipidica ndo deu diferenca
significativa pela dieta, porém, encontramos reducdo proporcionada pelo exercicio
fisico nos animais CT e apesar de nao ser significativo, houve tendéncia a reducdo
também no grupo OT do musculo séleo. No musculo EDL houve reducéo significativa
em ambos 0s grupos treinados. Esses resultados apontam para um efeito protetor do

treinamento fisico em relagéo a peroxidacao lipidica.

Ao analisar o conteudo de carbonilas no séleo, observamos que a dieta
contribuiu fortemente para o dano proteico ao analisar o aumento significativo no
grupo ONT, em contrapartida, o treinamento moderado se mostrou mais uma vez
importante para atenuar tais efeitos, visto que houve reducéo no grupo OT. O efeito
do treinamento também ficou evidenciado no musculo EDL, sendo identificado

reducdo da oxidacao proteica em ambos 0s grupos treinados.

Esses resultados sugerem que a dieta obesogénica materna induz um aumento
na oxidacao proteica, embora, ndo haja tantos danos relacionados com a peroxidacao
de lipideos no tecido muscular esquelético. Em relagdo aos danos na oxidagdo de
proteinas, um estudo realizado por VELAYOUDOM-CEPHISE et al (2020) que utilizou
dieta com alto teor de gordura em ratos, foi identificado que a dieta gerou um aumento

nos niveis de carbonilas muscular, além disso, o dano causado afetou diversas outras
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estruturas e organelas, sobretudo na mitocéndria onde foi identificado um aumento na
liberacdo de Citocromo C nos animais que receberam a dieta obesogénica. Além
disso, o efeito protetor do exercicio fisico na reducéo dos biomarcadores de estresse
oxidativo, possivelmente ocorre através de um feedback onde ha um aumento na
atividade dos sistemas antioxidantes para combater a producao excessiva de ROS na
célula (POWER et al., 2020).

6.3 Resposta do sistema antioxidante enzimatico frente ao insulto nutricional e

0 exercicio fisico

Nossos dados evidenciam que néo houve reducao significativa da atividade da
enzima SOD quando analisado o efeito da dieta em ambos os musculos, embora seja
notoria uma tendéncia a reducéo no EDL. Da mesma maneira, observando o efeito do
treinamento, ndo ha alteracdo na atividade enzimatica no masculo soéleo. Todavia, no
EDL percebe-se um efeito benéfico do treinamento principalmente nos animais CT,
além disso, apesar de nao significativo, também é evidente uma tendéncia a aumento
no grupo OT. Tais resultados sao divergentes dos achados de SILVA et al., 2018 que
observou reducdo da atividade da SOD no figado de ratos expostos a dieta
hiperlipidica materna em comparacao ao grupo controle. Entretanto, tal resultado pode
ter sofrido influéncia da idade dos animais (90 dias) e da composicao da dieta que
difere da utilizada em nosso estudo (SILVA et al., 2018).

Analisando a atividade da CAT, da mesma maneira a dieta ndo reduziu de
forma significativa no séleo, como também, o treinamento fisico ndo alterou sua
atividade. Diferentemente do que foi encontrado no musculo EDL onde nota-se a
contribuicdo da dieta na reducdo da atividade dessa enzima. Por outro lado, o
treinamento mostrou atenuar o efeito proporcionado pela dieta, visto que, houve
tendéncia a aumento em ambos 0s grupos treinados. Tendo em vista o efeito da dieta,
nossos resultados estdo de acordo com os achados de Nascimento et al., 2014, que
apesar de utilizar uma dieta hipo-proteica materna, o insulto nutricional foi responsavel
por reduzir a atividade da CAT no coracao de ratos com 100 dias de vida. Por outro
lado, tendo em vista o efeito do treinamento, nossos resultados vao de acordo com o0s
de JUNIOR et al.,, 2013, o qual o protocolo de treinamento aerdbico de natacao
resultou em aumento da atividade da CAT no gastrocnémio de ratos que foram

submetidos ao protocolo de treinamento. Evidenciando a importancia do treinamento
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fisico moderado em contribuir na melhora do sistema antioxidante enziméatico
(NASCIMENTO et al., 2014).

Por fim, na atividade da GST observamos uma divergéncia entre ambos 0s
musculos. Devido ao fato de que, enquanto no soOleo a dieta proporcionou uma
propensdo a reducdo da atividade da GST, o treinamento reverteu esse quadro
aumentando de forma significativa a atividade no grupo OT. No EDL néo ha influéncia
da dieta e o treinamento induziu reducédo da atividade enzimética. Nossos achados
sao diferentes do que foi encontrado por Fernandes et al., 2019 que n&do mostrou
diferenca significativa na atividade da GST no s6leo quando comparados 0S grupos
OT e ONT. Contudo, foi utilizado um protocolo de treinamento fisico com 8 semanas
de duracdo e intensidade de 60% da velocidade maxima (FERNANDES et al., 2019).

6.4 Conteldo de tiois totais frente ao insulto nutricional e o exercicio fisico

Nosso trabalho evidencia que a dieta obesogénica materna durante periodos criticos
do desenvolvimento foi responséavel por reduzir os niveis de sulfidrilas no musculo
s6leo, bem como ocorreu com o efeito do treinamento nos animais CT. Muito embora,
nao tenha sido encontrada nenhuma diferenca significativa no masculo EDL. Fica
notdrio que o treinamento fisico aderido no nosso estudo néo foi capaz de reverter
esses efeitos. Estes resultados sao semelhantes aos do estudo de Silva et al., 2018
onde também encontraram reducédo dos niveis de sulfidrilas em ratos com 90 dias de
vida que receberam dieta hiperlipidica materna (SILVA et al., 2018).



43

7 CONCLUSAO

Diante do exposto, foi visto que o consumo de uma dieta obesogénica durante
periodos criticos do desenvolvimento pode vir a promover alteracbes no balanco
oxidativo, notadas a partir do aumento da oxidac&o de proteinas, reducao da atividade
de enzimas antioxidantes e reducdo do conteudo total de sulfidrilas em diferentes
musculaturas de ratos machos aos 60 dias de vida. Além de ser perceptivel a eficacia
do protocolo de treinamento fisico moderado em atenuar tais efeitos. Contudo, faz-se
necessario mais investigacoes para compreender as diferentes respostas, quanto ao
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, de musculaturas com

caracteristicas distintas frente ao insulto nutricional materno.
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