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RESUMO

O ambiente nutricional implica em importantes consequéncias para a saude em
diferentes fases da vida, sobretudo nos periodos iniciais afetando o desenvolvimento
de uma série de tecidos, como o adiposo. O tecido adiposo €& um 0rgéo
metabolicamente dinamico e ativo e o comprometimento de suas fungdes fisiologicas
esta diretamente associado a condi¢des patoldgicas. Por outro lado, o exercicio fisico
moderado é apontado como um modulador positivo do metabolismo, sendo ele uma
estratégia para combater o surgimento e/ou progresséo de doencgas crénicas. Assim,
o objetivo deste estudo foi investigar as implicacdes do treinamento fisico moderado
sobre o metabolismo do tecido adiposo branco de ratos submetidos a restricao
proteica durante periodos criticos do desenvolvimento. Inicialmente, ratas Wistar
receberam dietas com niveis normais de proteina (dieta controle-C, proteina 17%)ou
com baixo teor de proteina (hipoprotéica-HP, proteina 8%), durante a gestacédo e a
lactacdo. ApGs o desmame, todos os grupos receberam dieta C até o sacrificio, aos
60 dias. A prole foi submetida ao teste de execucdo aerdbia incremental no 26°, 27°
e 28° dias e subdividida em quatro grupos de acordo com a pratica ou ndo do
treinamento fisico moderado. Foram obtidos 0s seguintes grupos experimentais:
Controle néo treinado (CNT); Controle Treinado (CT); Hipoproteico n&o treinado
(HPNT) e Hipoproteico treinado (HPT). Aos 30 dias de vida, os animais dos grupos
CT e HT foram submetidos a um programa de treinamento fisico (60 min/dia, 5
dias/semana, durante 4 semanas). Aos 60 dias de vida, os machos foram
eutanasiados e tiveram o tecido adiposo epididimal removido para as andlises. Nossos
resultados mostraram que restricdo proteica nos periodos iniciais da vida altera a
estrutura morfoldgica dos adipdcitos, comprometendo o metabolismo oxidativo, além
de alterar a expressédo de genes relacionados ao metabolismo energético através de
mecanismos compensatorios. Em contraste, o programa de exercicio fisico regulou a
adipogénese, o metabolismo oxidativo e a expressdo genica e proteica da AMPK,
atenuando os efeitos deletérios da restricdo proteica no metabolismo energético. Além
disso, foi elaborado um artigo de Revisdo Sistematica intitulado “Efeitos da
desnutricdo proteica durante o periodo perinatal no desenvolvimento e metabolismo
do tecido adiposo branco: uma revisdo sistematica”, devidamente registrado no
Prospective International Registry of Systematic Reviews (PROSPERO), com registro
codigo: CRD42021243228. Assim, nossos achados sugerem que o exercicio fisico
moderado pode ser uma importante ferramenta terapéutica ndo farmacolégica contra
os efeitos deletérios de uma dieta restrita em proteinas nos periodos iniciais da vida
sobre o metabolismo energético.

Palavras-chave: desnutricdo protéica; gestacdo; lactacdo; exercicio; tecido adiposo
branco.



ABSTRACT

The nutritional environment has important consequences for health at different stages
of life, especially in the early stages, affecting the development of a series of tissues,
such as adipose tissue. Adipose tissue is a metabolically dynamic and active organ
and the impairment of its physiological functions is directly associated with pathological
conditions. On the other hand, moderate physical exercise is seen as a positive
modulator of metabolism, being a strategy to combat the onset and/or progression of
chronic diseases. Thus, the aim of this study was to investigate the implications of
moderate physical training on the white adipose tissue metabolism of rats subjected to
protein restriction during critical periods of development. Initially, Wistar rats were fed
diets with normal levels of protein (control-C diet, 17% protein) or low-protein
(hypoprotein, 8% protein) during pregnancy and lactation. After weaning, all groups
received diet C until sacrifice, at 60 days. The offspring were submitted to the
incremental aerobic execution test on the 26th, 27th and 28th days and subdivided into
four groups according to the practice or not of moderate physical training. The following
experimental groups were obtained: Untrained control (UC); Trained Control (TC);
Untrained hypoproteic (UHP) and trained hypoproteic (THP). At 30 days of life, the
animals in the TC and THP groups were submitted to a physical training program (60
min/day, 5 days/week, for 4 weeks). At 60 days of life, the males were euthanized and
had the epididymal adipose tissue removed for analysis. Our results showed that
protein restriction in the early periods of life alter the morphological structure of
adipocytes, compromising oxidative metabolism, in addition to altering the expression
of genes related to energy metabolism through compensatory mechanisms. In
contrast, the physical exercise program regulated adipogenesis, oxidative metabolism
and AMPK gene and protein expression, attenuating the deleterious effects of the
protein restriction on the energy metabolism. In addition, a Systematic Review article
was prepared entitled “Effects of protein malnutrition during the perinatal period on the
development and metabolism of white adipose tissue: a systematic review”, duly
registered in the Prospective International Registry of Systematic Reviews
(PROSPERO), with registration code: CRD42021243228. Thus, our findings suggest
that the moderate physical exercise may be an important non-pharmacological
therapeutic tool against the deleterious effects of a protein-restricted diet in early life

on energy metabolism.



Keywords: protein malnutrition; gestation; lactation; exercise; white adipose tissue
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1 INTRODUCAO

O ambiente nutricional implica em importantes consequéncias para a saude,
em diferentes fases da vida, porém a desnutricdo durante os periodos de gestacéo e
lactacdo representa um ponto critico para a satde a médio e alongo prazo. Em virtude
de alteracbes em mecanismos metabolicos no feto responsaveis por reorganizar o
suprimento de nutrientes, direcionando-os para 6rgaos de maior importancia, como o
cérebro, em detrimento de outros (FERNANDEZ-TWINN; OZANNE; BEHAVIOR,
2006). A restricdo de nutrientes para certos 6rgaos durante periodos criticos do
desenvolvimento pode alterar sua morfologia e/ou funcao, contribuindo diretamente
para o surgimento e desenvolvimento de algumas doencas, como as cardiovasculares
e metabdlicas na idade adulta, tal como é abordado na teoria da Origem
Desenvolvimentista da Saude e da Doenca (BARKER, 2002; MCMILLEN;
ROBINSON, 2005).

Tradicionalmente, o papel atribuido ao tecido adiposo € o de armazenar
energia, liberando acidos graxos para servir como combustivel quando necessario,
entretanto a descoberta de um hormonio denominado leptina que atua principalmente
nos neurdnios hipotalamicos regulando a saciedade e outras fungbes, e de varias
outras substancias biologicamente ativas com acao local e/ou sistémica denominadas
adipocinas, tem mostrado que o tecido adiposo atua como Orgdo endocrino
diretamente sobre o balanco energético mudando a perspectiva pela qual o tecido
adiposo era visto (ZHANG et al., 1994; CINTI, 2005; FRIEDMAN, 2019). Atualmente
o tecido adiposo ndao € mais visto como um 6rgdo que simplesmente armazena
energia, uma vez que ele também atua como 6érgdo metabolicamente dinamico e
importante (OIKONOMOU; ANTONIADES, 2019).

A restricao proteica materna € uma das principais causas de comprometimento
do crescimento intrauterino, que por sua vez esta associado ao desenvolvimento de
doencas como diabetes do tipo 2 e hipertensdo (BATESON et al., 2004). Atraves de
pesquisas em modelo animal, Ozanne e colaboradores (2001) propuseram que a
resisténcia a insulina observada em animais adultos submetidos a restricdo proteica
nos periodos iniciais da vida, esta associada a diversos 6rgdos envolvidos no
metabolismo energético tais como pancreas, figado, muasculo esquelético e tecido
adiposo (OZANNE, 2001). A funcéo prejudicada do tecido adiposo € causada pela

interacdo de fatores genéticos, comportamentais e ambientais e envolvem prejuizos
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nas carcteristicas morfologicas e funcionais dos adipdcitos que estdo associadas a
prejuizos na saude metabdlica (LAFOREST et al., 2015; KAHN et al., 2019).

A literatura demonstra que a atividade fisica regular € potencialmente a melhor
estratégia no combate ao surgimento e progressdo de doencas metabdlicas (DAVIS,
2004; BARBOSA et al., 2012). No tecido adiposo branco de individuos saudaveis, 0
exercicio fisico aumenta a expressao de proteinas envolvidas no metabolismo
energético, conferindo ao mesmo caracteristicas de um tecido metabolicamente mais
ativo (BOSTROM et al., 2012). A importancia do tecido adiposo como um 6rgéo
chave para diversas funcdes organicas aumentou o interesse de pesquisas sobre os
efeitos deletérios da restricdo proteica materna durante periodos criticos do
desenvolvimento, no entanto sdo escassos 0s estudos que propdem intervencdes
terapéuticas, tais como exercicio fisico, o que fortalece a importancia do presente
trabalho. A realizagdo desse estudo possibilitara um melhor entendimento sobre
mecanismos envolvidos no surgimento de doencas crénico-metabdlicas, e fornece
dados cientificos sobre as repercussdes do treinamento fisico moderado sobre o
metabolismo de tecido adiposo branco de ratos juvenis submetidos a restricdo
proteica materna.

O desenvolvimento dessa dissertacao levou a estruturacdo de um artigo de
revisdo sistematica intitulado “Effects of protein malnutrition during the perinatal period
on the development of adipose tissue in rats: a systematic review”, o qual sera
sumetido para publicagdo na revista “Journal of Developmental Origins of health and
Disease”, com fator de impacto 2.4 e Quallis A3 em Nutricdo, como também um artigo
original intitulado “Effects of moderate physical training on adipose tissue metabolism
in juvenile rats after perinatal protein restriction”, o qual sera sumetido para publicacdo
na revista “British Journal of Nutrition” com fator de impacto 3.33 e Quallis A1 em

Nutricao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Periodos criticos do desenvolvimento, nutricdo no inicio da vida e suas

consequéncias sobre o tecido adiposo

O organismo tem a capacidade de modificar suas caracteristicas morfologicas
e funcionais em resposta as circunstancias ambientais durante todo ciclo da vida,
entretanto existem periodos mais sensiveis no que refere-se ao desenvolvimento,
denominados de “periodos criticos do desenvolvimento”, sendo assim qualquer
alteracdo durante esses periodos, que correspondem a gestacao, lactacao e primeira
infancia, podem repercutir das mais diversas formas sobre o organismo a médio e a
longo prazo (GLUCKMAN et al., 2005). Os periodos criticos do desenvolvimento
consistem em janelas de rapida proliferacdo e diferenciacdo celular, repercutindo
diretamente sobre o desenvolvimento de érgados e tecidos, tornando os mais sensiveis
as condicbes ambientais de modo que insultos pontuais como o consumo nutricional
inadequado podem impactar de forma permanente a satde do individuo (DOBBING;
SANDS, 1985; LUCAS, 1991).

Em 1986, Barker e Osmond desmontaram a correlacéo direta entre doencas
cardiacas e a ma nutricdo no inicio da vida, apresentando o conceito de origem
desenvolvimentista da salde e da doenca (DOHaD), abordando como o ambiente no
inicio da vida pode contribuir para o surgimento e desenvolvimento de doencas
cronicas desde a infancia até a idade adulta (BARKER; OSMOND, 1986). Assim,
entender os mecanismos pelos quais o ambiente quimico (pesticidas), fisico (poluicdo
do ar), e sobre tudo como aspectos nutricionais, como a desnutricdo podem afetar a
saude, tornou-se um grande campo de estudo (DELPIERRE et al., 2016).

A desnutricdo € definida como um desequilibrio energético (excesso ou
deficiéncia) de proteinas e outros nutrientes causando uma série de prejuizos
morfolégicos e funcionais nos tecidos, podendo comprometer todo o sistema
fisiologico na primeira e também na segunda geracdo (STRATTON; GREEN; ELIA,
2003; PAINTER et al.,, 2008). Apesar do progresso observado em varios paises,
através de acgles e politicas publicas que buscam erradicar a fome, a desnutri¢éo,
sobretudo a materno infantil, ainda € um grande problema para a saude global, ainda
mais no atual contexto da pandemia da COVID-19, onde 0S pequenos avangos

conquistados nas ultimas décadas estdo fortemente ameacados (VICTORA et al.,
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2021).

Nos ultimos anos houve um crescimento no interesse de pesquisas sobre a
influéncia da nutricdo materna durantes os periodos iniciais da vida e seus possiveis
impactos na saude adulta. Um dos principais trabalhos desenvolvido por Barker e
Osmond (1986) demonstrou a associa¢ao entre a ma nutricdo no inicio da vida com o
surgimento e desenvolvimento de doencas crénicas (BARKER; OSMOND, 1986).
Posteriormente outros trabalhos também demonstraram relacdo entre doencas
cronicas como diabetes tipo 2, hipertensao, e doenca cardiaca em individuos de baixo
peso e/ou estatura ao nascer (HALES et al., 1991; HALES; BARKER, 1992; OSMOND
et al., 1993; FALL et al., 1995).

A coexisténcia de alguns fatores de risco cardiovascular como resisténcia a
insulina, dislipidemia aterogénica, hipertensdo arterial e obesidade abdominal s&o
denominados de sindrome metabdlica ou sindrome “x”, uma condicdo que esta
diretamente associada com casos de morbimortalidade, ocorrendo com frequéncia em
individuos que apresentaram baixo peso ao nascer, sendo esta uma condicdo
diretamente associada ao surgimento da sindrome metabdlica (BARKER et al., 1993;
KANE et al., 2017). A sindrome metabdlica ndo € uma doenca em si, mas uma
definicdo que destaca um conjunto de distarbios que aumentam substancialmente os
riscos de doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2, refletindo no aumento
de 1,5 vezes no risco de mortalidade por diversas causas (SAMSON; GARBER,;
CLINICS, 2014; ENGIN, 2017).

Dentre as razfes constantemente associadas ao surgimento da sindrome
metabdlica, a disfuncdo do tecido adiposo parece exercer um papel importante e
central a partir do aumento da adiposidade, dislipidemia e resisténcia a insulina
(KUMARI et al., 2019). A suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas relacionadas
a sindrome metabdlica mais tardiamente na vida esta fortemente associada a restricéo
do crescimento intrauterino como resultado de déficits nutricionais (LEJARRAGA,
2019). O ambiente nutricional no inicio da vida parece alterar certas caracteristicas
morfoldgicas e funcionais do tecido adiposo o que poderia explicar o papel do mesmo
no surgimento e desenvolvimento de disturbios que afetam a saude (XITA;
TSATSOULIS, 2010; LAKSHMY; DISORDERS, 2013).

A literatura cientifica apresenta evidéncias apresentam possiveis mecanismos
atavés dos quais a deficiéncia nutricional no inicio da vida sobretudo, a restricao

proteica compromete o crescimento e o desenvolvimento do tecido adiposo. A
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restricdo proteica materna durante a gestacao e lactagdo aumenta a suscetibilidade
a adiposidade visceral na prole de ratos adultos, a partir de vias moleculares
envolvidas na adipogénese e angiogénese (GUAN et al., 2005). Além disso, altera a
distribuicdo e morfologia do tecido adiposo branco e reduz os niveis das principais
proteinas sinalizadoras de insulina (MARTIN GRONET et al., 2016). Foi observado
em ratos de mées alimentadas com uma dieta pobre em proteinas durante gestacao
e lactacao adipdcitos significativamente menores do que 0s dos grupos controle
(SHEPHERD et al.,1999). Em conjunto, esses daos indicam um comprometimento
do tecido adiposo em virtude da restricdo proteica no inicio da vida pode gerar
complicacBes metabdlicasna vida adulta.

2.2 Tecido adiposo

2.2.1 Origem e desenvolvimento

A compreenséo da origem germinativa dos adipdcitos foi baseada em anélises
histol6gicas anteriores, onde foi postulado que os adipdcitos derivavam do tecido
conjuntivo mesodérmico (FLEMMING, 1871). Com o passar dos anos, a compreensao
das estruturas mais intimas do mesoderma avangaram possibilitando um
conhecimento mais minucioso dessas estruturas e suas respectivas contribuicbes no
desenvolvimento de multiplos tecidos, dentre eles o tecido adiposo (TA). O
mesoderma € subdividido em trés compartimentos: somitos, placas laterais e
mesoderma intermediario (TAJBAKHSH; SPORLE, 1998; KELLER et al., 2004).

O atual entendimento do papel da mesoderma e suas subestruturas na origem
do TA tem base em trabalhos anteriores que ganharam mais robustez com evidéncias
mais recentes que fizeram uso de andlises metodolégicas mais precisas gragas ao
avanco da tecnologia. Sebo e colaboradores (2018) por meio do rastreamento da
linhagem de adipdcitos, mostraram que células de adipdcitos localizados na regiao
dorso-axial, e uma grande proporc¢ao do tecido perigonodal (59,5%) (Figural), surgem
do mesoderma somético, que também sdo precursores dos midcitos, reforcando
achados anteriores que foram postuladas por Atit e colaboradores (ATIT et al., 2006;
SEBO et al., 2018). Por outro lado, adipécitos localizados na regido subcutanea, assim
como os adipocitos encontrados na regido visceral, parecem ser oriundos das placas
laterais (CHAU et al., 2014; SEBO et al., 2018).
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Figura 1 - Modelo de linhagem de adipdcitos.
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Embora grande parte dos adipdcitos, localizados nos mais diversos depdsitos
corporais sejam originarios da camada mesodérmica, Bilon e colaboradores (2007)
através do mapeamento de linhagem celular identificaram que as células adiposas
que constituem a glandula salivar de roedores surgem da crista neural que tem
derivacdo na camada germinativa ectodérmica (BILON et. al., 2007, SIMOES COSTA;
BRONNER, 2015). Ainda é incerto se adipécitos localizados em outras regides
craniofacial sdo oriundos da crista neural ou se possuem derivacdo ectoderma, a
diversidade de caracteristicas entre adipécitos de diferentes depdsitos pode ser
explicada por sua origem embrionaria. 2.2.2 Caracteristicas morfolégicas e funcionais.

O TA é composto por adipécitos, pré-adipocitos, células endoteliais,
fibroblastos, nervos e células imunes, entretanto os adipOcitos sdo as principais
células do tecido (CINTI, 2002). Os adipécitos sédo subdivididos em dois grandes
grupos e classificados como adipécitos brancos (AB) e adipdcitos marrons (AM),
podendo ser facilmente identificados a partir de suas caracteristicas morfolégicas
(Figura 2) (CINTI, 2002). Na ultima década foi proposta uma terceira classificacao, a

partir da identificacdo adipdcitos com caracteristicas de AM, que seriam oriundos de
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AB a partir de um processo de “escurecimento”, sendo esses denominados de
adipécitos bege (GONG et al., 2010).

Figura 2 - Histologia do tecido adiposo branco (A) e marrom (B)

Fonte: Rafols (2014).

Os AB sao geralmente células esféricas que medem aproximadamente 10
milimetros contendo uma grande goticula de lipidio esférica (maximizando o volume
e minimizando a ocupacéo do espac¢o) ocupando a maior parte da estrutura celular
(aproximadamente 90% do citoplasma) empurrando o nucleo e um namero reduzido
de outras organelas contra a membrana plasmatica (CINTI, 2005). Os AB séo células
especializadas no rapido armazenamento de acidos graxos na forma de triglicerideos
no citoplasma (em momentos de abundéancia energética) e na liberacdo dos mesmos
para outros tecidos (em momentos de escassez) conferindo a esses grupos de células
a caracteristica de serem altamente plasticos e dinamicos (FRIEDMAN, 2009).

Por outro lado, os AM apresentam algumas diferengas significativas em relacédo
aos adipdcitos brancos, sdo células menores, seu citoplasma contém varias goticulas
de lipidios, um nudcleo arredondado e um consideravel nimero de mitocéndrias,
geralmente grandes e esféricas, e sdo caracterizados por sua forma tipicamente
elipsoide (NECHAD; NICHOLLS, 1986). Essas mitocondrias possuem caracteristica
particular e que vai definir a funcao celular, a presenca da proteina desacopladora 1
(UCP), participante central da producdo de calor, conferindo a caracteristica
termogénica da célula (CANNON; NEDERGAARD, 2004; RICQUIER, 2005).

O tecido adiposo branco (TAB) é o principal tipo de tecido adiposo encontrado
em humanos adultos e é distribuido por todo o corpo em regides subcutaneas, 6rgaos
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viscerais e sdao nomeados de tecido adiposo branco subcutaneos (TABs) e tecido
adiposo branco visceral (TABv), respectivamente (IBRAHIM, 2010). O TABs esta
localizado sob a pele e em humanos esta normalmente distribuido ao redor dos
quadris, coxas e nadegas (Figura 3). Por sua vez, o TABvV esta localizado dentro da
cavidade abdominal circundando érgaos internos (estdbmago, figado, intestino e rins)
e dependendo da localizagdo pode ser subdividido em mesentérico, retroperitoneal,
perigonadal e omental (Figura 3).

A caracteristica funcional do tecido adiposo esta estritamente relacionada as
suas unidades funcionais, a célula adiposa (BERRY; RODEHEFFER, 2013). O TAB
desempenha importante papel na captacdo, armazenamento e liberacao de lipidios,
atuando como 6rgao enddcrino no qual os adipdécitos secretam fatores humorais como
as adipocinas (leptina, adiponectina, resistina, adipsina e visfatina), citocinas (IL-6 e
TNF-a) e proteina estimuladora de acilagdo (ASP) que possuem efeitos locais,
periféricos e centrais, o que confere ao TA importante funcdo na regulacdo de
multiplas funcdes organicas (MINER, 2004; RAJALA; SCHERER, 2003).

Figura 3 - Principais pontos de localizagdo do TAB em humano adulto

TAB Omental

TAB Epicardico e /
= —

TAB Retroperitonial TAB Subcutaneo abdominal

-
TAB Gliteo —— TAB Gonadal

— TAB Femoral

Fonte: Adaptado de Park (2014).

Apesar de suas semelhancas histolégicas, TABs e TABv possuem distingdes

celulares, anatdbmicas, metabdlicas e fisiolégicas que séo especificas, e que estao
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relacionadas com a regido na qual estédo localizados (GIRARD; LAFONTAN, 2008).
O acumulo subcutédneo de gordura funciona como um tampéo fisiologico durante
periodos de consumo excessivo de nutrientes, armazenando acidos graxos livre na
forma de triglicerideos (FREEDLAND, 2004). Quando o TABs ultrapassa a
capacidade de armazenamento a gordura comeca a se acumular de forma anormal
em outros locais como o TABv (BJORNTORP, 2001).

O acumulo exacerbado de gorduras no TABvV esta associada a diminuicdo da
tolerancia a glicose, hiperglicemia, hiperinsulinemia sendo esses o0s principais fatores
gue colaboram para o surgimento de diabetes do tipo 2 (LEMIEUX; DESPRES, 1994;
KEEFER; CAPUTO; TSEH, 2013). Individuos com obesidade visceral possuem
grandes chances de desenvolver hipertensdo arterial induzida por mecanismos
intimamente relacionados a resisténcia a insulina (MCFARLANE et al., 2001;
SHARMA, ENGELI; PISCHON, 2001). Por essas razdes, a adiposidade visceral
representa um preditor de mortalidade independente da gordura corporal total
(KOSTER et al., 2015).

Alteracfes das caracteristicas estruturais dos adipécitos € um fator de risco
para o desenvolvimento de resisténcia a insulina independente da adiposidade e suas
respectivas localizacées (WEYER et al., 2000; LUNDGREN et al., 2007; LONN et al.,
2010). Nos depdsitos subcutaneos e viscerais, a hipertrofia esta relacionada a
hipertenséo, sugerindo uma associacdo entre o tamanho dos adipdcitos e o risco para
doencas cardiometabdlicas (LEDOUX et al., 2010). Dados recentes mostram que
alteracdes morfofuncionais nos adipécitos subcutaneos sao possiveis responsaveis
pelo acumulo de lipidios visceral e ectopico (RAWSHANI et al., 2020). Quanto ao
conteudo plasmatico de lipidios, a hipertrofia dos adipdécitos visceral pode causar
aumento nos niveis plasmaticos de triglicerideos, lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL), assim como na razao colesterol total/HDL (HOFFSTEDT et al., 2010).

2.2.2 Tecido adiposo como orgao enddcrino e metabolico

A descoberta da leptina, um hormdnio neuroenddcrino e metabdlico, secretado
principalmente pelos adipécitos mudou a forma rudimentar pela qual era visto o tecido
adiposo, hoje o mesmo é devidamente reconhecido como um importante 6rgao
endocrino, capaz de secretar um grande numeros de compostos bioativos conhecidos
como adipocinas (ZHANG et al., 1994; BLUHER; MANTZOROS, 2015). As adipocinas
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sdo capazes de atuar em uma gama de tecidos como o cérebro, figado, pancreas,
musculos e outros, tornando o tecido adiposo um 6rgéo de intercomunicacdo capaz
de coordenar e regular de forma sistémica alguns processos fisiolégicos como a
resposta imune, inflamacao, sensibilidade a insulina, metabolismo de glicose e
lipidios, dentre outros processos (BLUHER; MANTZOROS, 2015; FASSHAUER,;
BLUHER, 2015; ADIYAMAN et al., 2020).

Dentre os centenas de compostos bioativos produzidos pelo o tecido adiposo,
0s que possuem atividade no controle metabdlico destacam-se, como possiveis alvos
terapéuticos no combate as doencas metabdlicas (LEHR; HARTWIG; SELL, 2012).
Dentre as principais adipocinas destacam-se as que estao diretamente envolvidas no
metabolismo energético como a leptina, adiponectina, DPP-4, resistina e vaspina (no
metabolismo de glicose), a CD36, apelina e FGF-21 (no metabolismo de lipidios)
(LAMERS et al., 2011; LIN et al., 2013; BLUHER, 2014; D'SOUZA et al., 2017,
QUINTANA-CASTRO et al., 2020).

Alteracbes no metabolismo energético, principalmente a anormalidade na
atividade mitocondrial do tecido adiposo podem ser considerada a génesis da
disfuncao tecidual, comprometendo todo o sistema organico (BODIS; RODEN, 2018).
O metabolismo lipidico é altamente regulado no tecido adiposo, umas das principais
funcdes do tecido adiposo é captar o excesso de acidos graxos livres e armazena-los
na forma de triglicerideos em um processo lipogénico (sintese), bem como
disponibilizar os &cidos graxos para outros tecidos em um processo de lipolise
(hidrolise) (MCNAMARA, 1994).

A sintese de triglicerideos nesse tecido ocorre a partir da glicose, através da
enzima glicerol quinase. A glicose entra nos adipdcitos usando os transportadores de
glicose 1 e 4 (GLUT 1 e 4) sendo o GLUT 4 estimulado pela acao da insulina (LETO
e SALTIEL, 2012). Na sequéncia, a glicose sofre acdo de algumas enzimas como
acetil-CoA carboxilase (ACC) e a acido graxo sintase (FAS) até ser convertida em
acido graxo. Nos adipdcitos, a lipélise dos triglicerideos em &cidos graxos livres e
glicerol ocorre guando ha uma necessidade energética (durante jejum ou treinamento
fisico intenso), e sdo lancados na circulacdo servindo como fonte de energia para
tecidos metabolicamente ativos, como musculos, coracdo e cérebro, onde sua
oxidacdo gera ATP (DUNCAN et al., 2007).

Além de ser a maior fonte de combustivel do corpo, o tecido adiposo também

€ reconhecido como um 6rgao dinamico que atua em varios processos fisiologicos
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importantes tais como, homeostase energética sistémica e sensibilidade a insulina em
todo o corpo (DE SA et al., 2011). A descoberta da proteina desacopladora 1 (UCP1),
goticulas lipidicas multiloculares e de um grande niumero de mitocéndrias, evidenciou
gue o BAT é um tecido metabolicamente ativo, com capacidade para aumentar o gasto
energético sendo assim, um importante alvo terapéutico no combate as doencas
associadas a disfuncéo do tecido adiposo (NEDERGAARD; CANNON, 2014). Dentre
0S mecanismos envolvidos na inducdo das caracteristicas metabdlicas no TAB, a
proteina quinase ativada por AMP (AMPK) se destaca por estar diretamente associada
ao processo de “escurecimento” do tecido adiposo branco, conferindo ao mesmo uma
maior atividade metabdlica (BIJLAND; MANCINI; SALT, 2013; KIM et al., 2016; WU et
al., 2018).

A AMPK atua diretamente no controle do Coativador 1-alfa do receptor gama
ativado por proliferador de peroxissomo (PGCl-alfa), uma proteina que regula a
expressao de genes mitocondriais controlando a replicagdo do DNA mitocondrial e o
metabolismo oxidativo celular (WAN et al., 2014), A expresséo do PGC1 alfa encontra-
se em altos niveis nos tecidos onde mitocondrias sdo abundantes e o metabolismo
oxidativo € ativo como o TAM e o tecido musculoesquelético (PUIGSERVER et al.,
1998). Na literatura existe uma estreita associacao entre a ativacdo de AMPK e a
inducéo de PGC1-alfa em células adiposas, indicando que a AMPK atua diretamente
no controle PGC1l-alfa e consequentemente no controle de enzimas mitocondriais no
TAB (GAIDHU et al., 2009; SOUZA et al., 2011; GBURCIK; CLEASBY; TIMMONS,
2013).

Além disso a AMPK também controla a atividade do receptor ativado por
proliferador de peroxissomo (PPAR-y), uma proteina altamente expressa no TA
responsavel por regular a adipogénese e a oxidacao lipidica (GRYGIEL-GORNIAK,
2014). O PPAR-y também esta envolvido na regulacdo da sensibilidade a insulina
através da estimulacdo da secrecdo de adipocitocinas, adiponectina e leptina nos
adipdcitos, que atuam como mediadores da acdo da insulina em tecidos periféricos
(BOTTA et al., 2018; CHEN et al., 2019). Um passo fundamental na diferenciacéo e
funcdo dos adipocitos bege é mediado pela a AMPK, desencadeando uma série de
eventos que poderiam culminar com o aumento da biogénese mitocondrial e oxidagéo
(CANTO et al., 2009; QIANG et al., 2012). Desta forma a AMPK no tecido adiposo
pode representar uma estratégia promissora para aumentar o gasto de energia e

reduzir os niveis de glicose e lipidios circulantes, o que pode ser eficaz para o
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tratamento de doencas hepéticas gordurosas ndo alcodlicas (DHGNA) e diabetes
mellitus tipo 2 (DESJARDINS; STEINBERG, 2018).

2.3 Exercicio fisico

O sedentarismo € um dos principais fatores de risco associadas ao surgimento
e desenvolvimento de doencas cronico metabodlicas como diabetes e cardiopatias, que
por sua vez, representam as principais causas de mortalidade em todo o mundo
(YOUNG et al., 2016; PATTERSON et al., 2018; EKELUND et al., 2019). Apesar disto,
as Ultimas estimativas globais mostraram que um a cada quatro adultos (27,5%) néo
alcancam os niveis anteriormente recomendados de atividade fisica pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) (ao menos 150 min de atividade fisica moderada ou 75 min
de atividade fisica vigorosa por semana, ou qualquer combinacdo dos dois)
(ORGANIZATION, 2013; GUTHOLD et al., 2018).

Por outro lado, a préatica regular de atividade fisica e exercicio estdo
diretamente associados a diminuicdo na taxa de mortalidade por todas as causas. Em
individuos fisicamente ativos existe uma menor propensao para o desenvolvimento de
doencas cardiometabdlicas e diabetes tipo 2 a partir dos seus efeitos positivos sobre
a sensibilidade a insulina, presséao arterial, biomarcadores lipidicos e sobre o controle
de peso (SIGAL et al., 2007). Desta forma, a pratica regular de atividade fisica e de
exercicios fisicos resultam em diversos beneficios para a saulde, assim, ser
fisicamente ativo é a principal estratégia terapéutica ndo farmacologica no combate
ao surgimento e desenvolvimento de doencas crénicas, especialmente as doencas
metabdlicas e cardiovasculares (PEDERSEN; SALTIN; SPORTS, 2015;
WARBURTON; BREDIN, 2017).

Os termos atividade fisica e exercicio fisico sdo por muitas vezes utilizados
como sinbnimos quando na verdade descrevem conceitos distintos. Atividade fisica é
definida como qualquer movimento do corpo humano por meio da contracdo dos
musculos esqueléticos que resultam em um aumento consideravel das necessidades
energéticas quando comparado ao gasto em repouso. Por outro lado, o termo
exercicio fisico define um subgrupo da atividade fisica com movimentos corporais
planejados, estruturados, que ao serem realizados de forma consistente melhoram ou

mantém um ou mais componentes da aptidao fisica (CASPERSEN; POWELL;
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CHRISTENSON, 1985). A quantidade de atividade fisica esta diretamente associada
a melhora da saude cardiovascular e ao risco reduzido de morbimortalidade, quando
comparados com baixos niveis de atividade e/ou condicionamento fisico,
apresentando uma relacdo diretamente proporcional entre atividade fisica e saude
(BLAIR; CONNELLY; SPORT, 1996; HILLS; STREET; BYRNE, 2015).

O Colégio Americano de Medicina Esportiva recomenda que adultos estejam
envolvidos em programas de treinamento cardiorrespiratorio de intensidade moderada
no minimo 30 minutos por dia, durante 5 dias na semana resultando em um total de
150 minutos durante a semana, também €& recomendado o treinamento
cardiorrespiratorio de intensidade vigorosa por no minimo 20 minutos por dia em ao
menos 3 dias da semana totalizando no minimo 75 minutos por semana. Além disso
€ recomendado a realizacdo de atividades que envolvam exercicios de resisténcia
para cada um dos principais grupos musculares e exercicios neuromotores
envolvendo equilibrio, agilidade e coordenacgdo, bem como exercicios de flexibilidade
para a manutencao da amplitude do movimento (GARBER et al., 2011).

A literatura tem mostrado uma associacao inversa entre atividade fisica e os
riscos no desenvolvimento de diabetes tipo 2, a partir dos efeitos da atividade fisica
sobre a reducdo de adiposidade corporal, resultando em diminuicdo dos riscos a
saude relacionados a adiposidade (PAI et al., 2012; AUNE et al., 2015). No tecido
adiposo o exercicio fisico aumenta a captacdo de glicose e melhora a sensibilidade a
insulina no tecido adiposo através da regulacdo positiva de genes e proteinas
envolvidos no metabolismo de glicose e captacdo de &cidos graxos (STEPHENSON
et al., 2013; LEHNIG et al.,, 2019). Nesse sentido, o tecido adiposo é um 6érgédo
altamente responsivo ao exercicio fisico a partir das suas influéncias sobre

marcadores metabdlicos também em outros tecidos (STANFORD et al., 2015).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar as implicacdes do treinamento fisico moderado sobre o metabolismo
energético do tecido adiposo branco de ratos juvenis submetidos a restricdo proteica

materna durante periodos criticos do desenvolvimento.

3.2 Objetivos Especificos

e Andlise da morfologia dos adipdcitos;

e Atividade de enzimas que regulam o metabolismo de carboidratos e
lipidios como: fosfofrutoquinase (PFK), glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), (FAS) e citrato sintase;

e Quantificacdo do RNAm dos genes AMPK, PPAR-y e PGC1-q;

e Quantificacao da expresséao proteica de AMPK.
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Abstract

Nutritional insults in early life, especially protein malnutrition, seem to be associated
with morphological and functional changes in adipose tissue, which may influence the
emergence and development of disorders that affect health. This review aims to
assess the repercussions of perinatal maternal exposure to low-protein diets on
morphological and functional characteristics of the offspring's adipose tissue. For this,
two independent researchers carried out systematic search in the electronic databases
Medline/PubMed (Online System for Research and Analysis of Medical Literature),
CINAHAL (Cumulative Index for Nursing Literature Allied to Health), Web of Science,
SCOPUS and EMBASE. In the search for articles, variations of the following



descriptors were used: "Protein-Energy Malnutrition", "protein deficiency", "gestation",
"pregnancy"”, "lactation”, "breast feeding", "adipocyte", "adipose tissue", “white adipose
tissue”. This review was designed according to the preferred reporting items for
systematic analysis and meta-analysis. The systematic review protocol was submitted
to the International Prospective Registry of Systematic Reviews. Eight articles were
included in this review. The results of the studies suggest that maternal exposure to
low-protein diets during pregnancy and/or lactation appears to modify offspring
morphological characteristics that result in changes in the metabolic activity of
adipocytes. Further studies are recommended for morphological and functional
analyses of the metabolic activity of adipocytes.

Key words: Protein-energy malnutrition; pregnancy; lactation; white adipose tissue.

1 Introduction

In recent years there have been great advances in the understanding of the
complex actions of adipose tissue (AT) in organic systems, with emphasis on its crucial
role in energy homeostasis. Adipocytes, cells that make up adipose tissue, not only
act as a reservoir for the storage and use of energy, but also act as sensors of energy
status, secreting hormonal factors capable of regulating the activity of other tissues
involved in metabolism. White adipose tissue (WAT) is a complex organ that plays an
important role in energy control and homeostasis [1,2]. Thus, alterations in the
biological activity of WAT may represent an ignition point in the emergence and
development of metabolic disorders.

Among the main changes that potentiate WAT dysfunction and the emergence
of metabolic disorders, the increase in the size (hypertrophy) of adipocytes is a
determining factor for the development of various pathophysiological conditions, such
as obesity and related diseases such as both type 2 diabetes mellitus (DM2) and
cardiometabolic syndromes [3]. Hypertrophied adipocytes have lower metabolic
activity and are independent markers of insulin resistance and DM2 [4]. In non-diabetic
individuals, adipose cell hypertrophy is negatively correlated with insulin sensitivity at
the cellular and systemic level in eutrophic individuals [5].

The nutritional environment in early life, especially protein malnutrition, seems
to be associated with certain morphological and functional changes in adipose tissue,
which may be a starting point in the emergence and development of disorders that

affect health, given the importance of this tissue in the maintenance of physiological



activities [6, 7]. Even today, malnutrition, especially maternal and child malnutrition,
represents a major problem for global health, especially in the current context of the
COVID-19 pandemic, where small advances in the fight against protein malnutrition
are strongly threatened [8]. Thus, this systematic review aims to evaluate the
repercussions of perinatal maternal exposure to low-protein diets on morphological
and functional characteristics of offspring adipose tissue.

2. Materials and methods

The present systematic review was performed according to the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyzes (PRSMA) [9]. Our review
was conducted using a protocol submitted to the International Prospective Registry for
Systematic Reviews (PROSPERO) and published under registration number
CRD42021243228.

2.1 Search strategy

The bibliographic research was carried out between May and July 2021, using
the electronic databases Medline/PubMed (Online System for Research and Analysis
of Medical Literature), CINAHAL (Cumulative Index for Nursing Literature Allied to
Health), Web of Science, SCOPUS and EMBASE. Variations of the following
descriptors were used: "Protein-Energy Malnutrition", "protein deficiency", "gestation”,
"pregnancy"”, "lactation”, "breast feeding", "adipocyte", "adipose tissue"”, "white adipose
tissue”.

The bibliographic search in the electronic databases was performed by two
independent reviewers (ROSENDO A and SANTOS REA), using a pre-established
protocol. A third reviewer (FERNANDES MP) was consulted when necessary and
acted as a mediator in decisions regarding the inclusion or exclusion criteria, when
there was no agreement between the reviewers. Data extraction was performed
according to the eligibility criteria established for the study.

2.2 Eligibility criteria

The population of interest was limited to rodents, including mice and rats of any
sex and age, who were pups of mothers exposed to a low-protein diet during
pregnancy and lactation. There were no year or language limitations for the inclusion
of articles. Articles that did not meet the eligibility criteria for the population,
intervention, comparison, and results were excluded.

2.3 Data extraction

Two independent researchers, according to the eligibility criteria, performed



data extraction after a complete reading of previously selected articles. A third
researcher was consulted when there was some kind of disagreement between the
two researchers. The main data collected were: animal species, diet composition,
intervention period, post-weaning diet, analyzed parameters and main offspring
results, which were transcribed in a table (Table 1).
2.4, Risk of bias assessment

The assessment of the methodological quality of the studies included in the
systematic review was performed using the SYCRCLE risk of bias (RoB) tool, which
consists of 10 questions related to random sequence generation, baseline
characteristics, allocation concealment, housing randomization, investigator blinding
of the treatment each animal received during the experiment, random selection of
animals for outcome evaluation, evaluator blinding, incomplete outcome data,
selective reporting, and other biases [10]. The reviewers applied the tool individually
on the included articles, independently. Each of the questions was judged to have a
high, uncertain, or low risk of bias. After this phase, the Kappa test was applied to
measure the level of agreement between reviewers. The information from this step
was synthesized through a figure and used to prepare the study flowchart (Figure 1).
3. Results

During the first search step in the electronic databases (Medline/PubMed,
CINAHAL, Web of Science, SCOPUS and EMBASE) a total of 921 articles were found.
Subsequently, 525 duplicates were removed, leaving a total of 396 articles for analysis
of title and abstracts, from which 342 were excluded for not meeting the eligibility
criteria (Table 1) in the title and abstract. A total of 54 articles were read, of which 48
were excluded after applying the exclusion criteria, leaving a total of 8 articles included
in this review (Table 1). All articles found were published in English. The stages of
carrying out the research are described in the flowchart shown in Figure 1.
3.1 Evaluation of the quality of articles

The RoB assessment applied between the reviewers resulted in a Kappa =
0.85, classified as an almost perfect level of agreement [11] (Figure 2). In the analysis
of the risk of bias, we observed that all studies presented some type of methodological
error. Regarding the baseline characteristics, five articles reported the baseline
characteristics of their subjects [12-15,19]. None of the articles presented records on
allocation concealment. Only Xie et al. (2017) presented information on the procedures

for allocating animals into groups. No article presented records on the blinding of the



researchers responsible for data collection. No article was clear about randomization
in housing or selection of animals for extracting results. Finally, all articles presented
study reports.

3.2 Methodological profile of the study

All studies used male rodents of the following species: Wistar (n=5)
[12,13,15,18,19], Swiss mouse (n=1) [14], ICR mouse (non-isogenic) (n=1) [17] and
Sprague-Dawley (n=1) [16]. The nutritional manipulation performed in all articles was
with isocaloric diets, offered during the gestation and lactation periods, with the
exception of the work by Bringhenti et al. (2011), where the diet was offered in the last
seven days of gestation. The diets were isocaloric, with the control diet (C) containing
a protein percentage of approximately 20% and the low-protein diet (LP) ranging
between 10% and 4%. Only the groups composed of control and hypoproteic offspring
were analyzed. All articles presented results on the morphometry of white adipose
tissue (cite) and three presented results of molecular analyses related to the
metabolism of adipose tissue [12,13,15].

3.3 Main results

The main results related to morphological characteristics were described
according to the parameters analyzed in the studies (Table 2). Morphometric analyses
were the most cited, and showed some variations in the results reported in the articles.
Of the eight articles selected, four did not point to statistical differences on the
morphometric parameters of adipocytes [12,16,17,19]. On the other hand, Bringhenti
et al. (2011), and De Oliveira et al. (2016), demonstrated an increase in the cell
diameter of adipocytes. Shepherd et al. (1997) also reported an increase in cell
diameter and, additionally, a decrease in the amount of fat cells per deposit [13,14,18].
Finally, Martin-Gronert et al (2016) showed a reduction in the adipocyte area of the
hypoproteic animals [15].

Additionally, three articles presented in their studies, results of molecular
analyses, registering the expression and content of proteins as related to the metabolic
activity of the cell. Guan et al. (2005) found an increase in the expression of genes
related to transport (GLUT-4) and glucose degradation (Glucose-6-phosphate
isomerase, phosphofructokinase and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase),
as well as genes related to lipid metabolism ( acetyl-CoA carboxylase and fatty acid
synthase). Martin-Gronet et al. (2016) demonstrated in their results a decrease in the

content of proteins involved in insulin signaling (insulin receptor substrate 1/IRS-1,



phosphoinositide 3-kinase/PI13K), while Shepherd et al. (1997) demonstrated in their
article a two-fold increase in insulin receptor levels.
4. Discussion

Adipocyte size has been found to be correlated with tissue metabolic
characteristics such as insulin resistance [20, 21]. As morphological changes
accompany changes in adipose function, morphometric analyses of adipose tissue can
be considered an important tool for understanding how adipose tissue mass can
change in response to factors such as maternal protein restriction in the early periods
of life and how this can influence residual and systemic health [22]. Therefore, a
detailed understanding of these mechanisms can produce strategies to combat the
associated alterations in metabolic pathologies.

The main results included in this systematic review included an identification of
the characteristics in morphometric patterns and in some components such as
enzymes and markers acting on the metabolic activity of adipocytes from offspring of
mothers fed a low-protein diet (4%-10%) during pregnancy periods. and/or lactation.
Thus, this systematic review sought to provide information on how maternal protein
restriction in critical periods of development can affect the morphological
characteristics and impair the functional activities of adipocytes, the functional units of
adipose tissue.

Despite some variations among them, the results of three studies included here,
which proposed to carry out an analysis of morphological characteristics and of some
functional components involved in the activity of carbohydrate and lipid metabolism,
showed at least one change in one of the two parameters investigated. [12,13,15]. The
results of the studies that were limited to investigating morphological alterations were
ambiguous: two of them showed an increase in cell diameter [14,18] and another three
showed that there were no differences in this parameter [16,17,19]. These results
could be more conclusive if functional analyses had been performed.

Morphological changes were the most common results found among the studies
reviewed. Hypertrophied adipocytes [13,14,15] are normally associated with impaired
cellular function and are considered metabolically inefficient cells related to
pathological conditions [20,21]. Small fat cells can also be dysfunctional, due to a direct
relationship that exists between small adipocytes and impaired expansion capacity as
well as a link to insulin resistance [22,23]. Changes in the cellular morphological

pattern are mechanisms that can explain tissue dysfunction, so they represent an



important object of study on the contribution of adipose tissue to the emergence and
development of chronic diseases [24].

Three studies included in this review [12,13,15] evaluated components involved
in carbohydrate and lipid metabolism of adipocytes of animals descended from
mothers who received a low-protein diet. The study by Guan et al. (2005) reported an
increase in metabolic activity, especially of lipogenic enzymes, as did the study by
Shepherd et al. (1997) on an increase in insulin receptor levels. Analyzed together,
these studies seem to show a compensatory mechanism that works to increase energy
stores in response to the nutritional insult suffered by these animals in early life. A
decrease in the expression of proteins related to insulin signaling reported by Martin-
Gronert et al. (2016), seems to be a consequence of the small number of adipocytes
presented in this study
5. Conclusion

Maternal exposure to low-protein diets during pregnancy and/or lactation seems
to modify, in some of the models described here, the morphological characteristics that
result in changes in the metabolic activity of adipocytes in the offspring. Studies that
were limited only to morphological analyses were inconclusive and the results are not
sufficient to describe the effects of protein malnutrition in early life and its
repercussions on adipose tissue. Clearly, more precise information is necessary,
requiring a morphological analysis followed by a functional analysis of the metabolic

activity of adipocytes.
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Table 1. Eligibility criteria applied in the study.

Inclusion criteria

Exclusion Criteria

Adult murine model animals,

Population including mice and rats,
male or female

Genetically modified

animals

Maternal exposure

Intervention (pregnancy and/or lactation)

to low-protein diets
(maximum 10%)

Studies that did not offer
an isocaloric diet

Maternal exposure to control None
Comparison diet (approximately 20%
protein)
Primary results: None

Results morphometric analysis of
adipose tissue.
Secondary results: analysis
of the metabolic activity of
adipose tissue.

Publication parameters  There was no restriction of

articles by date or language.

In vitro studies




4 )
921 records identified
through database searching
(PUBMED, CINAHL, Web
of Science, Scopus and
EMBASE)

\ J
l

[ 525 duplicates excluded ]

l

[ 396 records screened ]—[ 342 records excluded ]

ﬁG full-text articles excluded, with\

reasons:
(13) Did not analyze white adipose
tissue
54 full-text articles assessed |mmmmmmmp| (20) Non-corresponding dietary
for eligibility manipulation

(12) Without morphological analysis
of adipose tissue
(1) Not murine

- /

8 studies included in
qualitative synthesis

Figure 1. Flowchart of the study selection process
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Author Species/Sex Diet Intervention Post- Experimental  Parameters Main results in offspring
(year) composition period weaning Age analyzed in
diet the offspring
Bieswal et ~ Wistar/ C (20% Gestation/ 16% 294 days 1. Cell 1. There was no difference between
al., 2006 Males protein) Lactation protein morphometry the groups
LP (8%
protein)
Bringhenti Camundon- C (20% Gestation/ Control 120 days 1. Cell 1. Adipocytes were 17% higher in
etal.,, 2011 gos Swiss/ protein) Lactation morphometry the LP group (p<0.05)
Males LP (8%
protein)
De Oliveira Wistar/ C (20,5% Last 7 days Control 91 days 1. Cell 1. The adipocytes of the
etal., 2016 Males protein) of pregnancy morphometry  malnourished group were higher
LP (4% when compared to the control
protein) group:
- Retroperitoneal (1179%)
- Epididymal (167%)
- Inguinal (178%)
Guan etal., Wistar/ C (20% Gestation/ Control 130 days 1. Cell 1. There was no difference between
2005 Males protein) Lactation morphometry the groups
LP (8%
protein) 2. Gene 2. Expression of genes associated
expression with metabolism in the LP group:

analysis by

Glucose




RT/PCR - 1GLUT-4 (1.6 X)
(genes - 1 Glucose-6-phosphate
associated isomerase (1.6 X)
with - 1PFK-1 (1.5 X)
carbohydrate - 1G3PDH (1.9 X)
and lipid - 1 Malic enzyme (1.8 X)
metabolism) - 1 Malate dehydrogenase (1.6 -
X)
Lipids
- 1FAS (3.3 X)
- 1ACC (1,7 X)
-1SCD (2.6 X)
Kimetal., Camundon- C (20% Gestation/ Control 175 days 1. Cell 1. There was no difference between
2020 gos-ICR/ protein) Lactation morphometry the groups
Males LP (10%
protein)
Martin- Wistar/ C (20% Gestation/ Control 420 days 1. Cell 1. The median area of adipocytes
Gronertet Males protein) Lactation morphometry  was smaller in the LP group
al., 2016 LP (8% (p<0.001)
protein) 2. Gene
expression 2. There was no difference between
analysis by the groups
RT/PCR
(genes 3. Protein expression (p<0.05):
associated - JIRSI
with insulin - |PI3k p110p8
signaling) - JAktl
- |pAkt -Serd73
3. Protein - |PKCC

detection via




western -Glut4: There was no difference
blotting -Akt2: There was no difference
-PI3K p85a: There was no
difference
Shepherd  Wistar/ C (20% Gestation/ Control 42 days 1. Cell 1. In the LP descendent group, fat
etal., Males protein) Lactation morphometry  depots were significantly higher
1997 LP (8% (p< 0.0001), a reduction in the
protein) 2. Protein number of fat cells per depot was
detection via  also observed (p< 0.05)
western
blotting 2. Protein expression:
- 1 Niveis do receptor de insulina
2 X)
- Glut4: There was no difference
Xie et al., Sprague- C (20% Gestation/ Control 84 days 1. Cell 1. There was no difference between
2017 Dawley/ protein) Lactation morphometry the groups
Males LP (8%

protein)
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Resumo

O ambiente nutricional € importante para a saude em diferentes fases da vida,
sobretudo nos periodos iniciais afetando o desenvolvimento alguns tecidos, como o
adiposo. O tecido adiposo € um Orgado metabolicamente dindmico e ativo e o
comprometimento de suas funcbes fisioldgicas tem correlacdo comcondi¢ces
patolégicas. O exercicio fisico moderado € um modulador positivo do metabolismo,
sendo uma estratégia para combater o surgimento e/ou progressdo de doencgas
cronicas. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar as implicacdes do treinamento
fisico moderado sobre o metabolismo do tecido adiposo branco de ratos submetidos
a restricao proteica durante periodos criticos do desenvolvimento. Inicialmente, ratas
wistar receberam dietas com niveis normais de proteina (controle-C, 17%)e baixo teor
de proteina (hipoprotéica-HP, 8%), na gestacao e lactacdo. Apés o desmame, todos
0s grupos receberam dieta C até a eutanasia, aos 60 dias. Aos 30 dias, 0s animais
dos grupos CT e HT foram submetidos a um programa de treinamento fisico (60
min/dia, 5 dias/semana, durante 4 semanas). Os resultados indicam que restricao
proteica no inicio da vida altera a estrutura morfologica dos adipdcitos, o metabolismo
oxidativo e a expressado de genes metabolicos. Em contraste, o programa de exercicio
fisico regulou a adipogénese, o metabolismo oxidativo e a expressao genica e proteica
da AMPK, atenuando os efeitos deletérios da restricdo proteica no metabolismo
energético. Assim, nossos achados sugerem que o exercicio fisico moderado pode
ser uma importante ferramenta contra os efeitos deletérios de uma dieta restrita em
proteinas no inicio da vida sobre o metabolismo energético.

Palavras-chave: Desnutricdo proteica; gestacao; lactacdo; exercicio; tecido adiposo

branco.



Introducéo

As caracteristicas fisiolégicas de um sistema organico comecam a ser
modeladas ainda na concepcdo e podem ser definidas a partir de influéncias do
ambiente no qual estdo inseridos [1]. De fato, o consumo nutricional € um fator
determinante para a saude em diversos periodos da vida, porém a alimentacdo em
periodos iniciais do desenvolvimento tem um importante papel nas condicbes de
saude a médio e longo prazo [2,3]. A teoria da “origem desenvolvimentista da saude
e da doenga” propde que no inicio da vida condigcbes adversas como o aporte
nutricional inadequeado pode contribuir para o surgimento de alguns fatores de risco
relacionados a sindrome metabdlica, como resisténcia a insulina, dislipidemia
aterogénica e obesidade abdominal podendo resultar em diversos prejuizos para a
saude [4,5].

Utilizando modelo de restricdo de proteina em ratos, foi observada uma reducéo
na expressao de proteinas chaves que regulam a interacéo insulina-receptor no tecido
adiposo e de outros genes envolvidos no metabolismo de carboidratos e ipideos [6,
7], além disso, alguns autores identificaram alteracBes morfolégicas nos adipécitos
que podem comprometer suas caracteristicas funcionais [6, 8]. Esses resultados
indicam que a restricdo proteica no inicio da vida pode alterar as caracteristicas
morfologicas e funcionais do tecido adiposo, o que poderia explicar o papel do mesmo
no surgimento e desenvolvimento de disturbios metabdlicos que afetam a saude [9].

Em contraste, a pratica regular de exercicios fisicos resultam em diversos
beneficios para a saude, e por isso € considerado o principal agente terapéutico nao
farmacoldgico no combate ao surgimento e desenvolvimento de doencas crénicas,
especialmente as doencgas metabdlicas [10, 11]. No tecido adiposo, o0 exercicio fisico

aumenta a captacdo de glicose e melhora a sensibilidade a insulina através da



regulacdo positiva de genes e proteinas envolvidos no metabolismo de glicose e
captacdo de acidos graxos [12, 13]. Nesse sentido, o tecido adiposo € um 0Orgao
responsivo ao exercicio fisico e parece exercer influéncia sobre marcadores
metabdlicos também em outros tecidos [14].

Os efeitos do exercicio fisico sobre 0 metabolismo energético no tecido adiposo
em modelos de restricdo proteica no inicio da vida sdo desconhecidos. Com isso,
hipotetizamos que um programa de exercicio fisico moderado pode atenuar os
prejuizos da restricdo proteica materna durante periodos criticos do desenvolvimento
sobre o metabolismo do tecido adiposo branco a partir da analise de componentes
enzimaticos chaves do metabolismo de glicose e lipideos, bem como de sinalizadores
moleculares que atuam na regulacdo do metabolismo energético.

Materiais e Métodos
Animais e desenho experimental

A manipulagéo e os cuidados com os animais seguiram as recomendacdes do
COBEA ap6s a aprovacido do projeto junto ao Comité de Etica em Estudos com
Animais do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (n° do
protocolo: 0060/2018). Ratas virgens da linhagem Wistar (n=8) pesando entre 210-
250g foram alojadas individualmente em biotério de experimentacdo com temperatura
de 22°C+2, ciclo claro-escuro de 12/12 horas no Centro Académico de Vitoria-UFPE.
Quando em periodo estral, foram postas para acasalar na proporcao 2 fémeas para 1
macho, e a prenhez foi diagnosticada através da identificagdo de espermatozoides
nas laminas do esfregaco vaginal [16].

As progenitoras foram randomizadas em dois grupos de acordo com a dieta
fornecida: controle (C, caseina a 17%) e hipoproteica (HP, caseina a 8%) [17]. As

ratas foram mantidas em suas respectivas dietas ao longo da gestacéo e lactacéo.



Quarenta e oito horas apoés o parto, as ninhadas foram ajustadas aleatoriamente para
oito filhotes igualmente distribuidos para machos (n=4) e fémeas (n=4). Aos vinte e
um dias de vida, todos os animais foram desmamados e passaram a receber dieta de
biotério (Labina; Purina Agriband, Brasil). Aos trinta dias de vida, a prole foi subdividida
em dois grupos de acordo com a predisposicdo dos animais a um treinamento fisico
moderado em esteira ergométrica como previamente estabelecido [18]. Ao final, 4
grupos foram formados: controle ndo treinado (CNT), controle treinado (CT),
hipoproteico néo treinado (HPNT) e hipoproteico treinado (HPT).
Treinamento fisico em esteira

O programa de treinamento fisico moderado, em esteira ergométrica para
ratos, seguiu um protocolo experimental previamente publicado que consiste em 4
semanas de treino, por 5 dias/semana e 60 min/dia (5 min aquecimento, 0,3-0,4 km/h;
50 min da velocidade principal, 50% de sua capacidade maxima de corrida; e 5 min
de volta a calma, 0,3-0,4 km/ h), a 50% da capacidade maxima de corrida [18]. Os
ratos foram testados no 6° dia de cada semana de treino para que a velocidade fosse
ajustada, a fim de que todos os animais corressem a 50% da capacidade maxima de
corrida durante o periodo de treinamento. O grupo nédo treinado permaneceu nas
gaiolas, durante 0 mesmo tempo e ambiente dos animais em treinamento.
Preparacdo da Amostra para Histologia

Quarenta e oito horas apés a ultima sessao de exercicios, todos os ratos foram
guilhotinados e submetidos a cirurgia para a remog¢éo do material biolégico. O tecido
adiposo epididimal foi removido e fixado com formalina tamponada neutra a 10%
(NBF), a 4°C, durante 24 horas e posteriormente armazenados em alcool 70%. ApoOs
a lavagem, as amostras de tecido foram desidratadas progressivamente em alcool

graduado antes de submeté-las a diaforizacdo do xilol. O tecido foi cortado a uma



espessura de quatro microns e fixado em laminas de microscopio de vidro, seguido
de coloracdo com hematoxilina e eosina (HE). As amostras foram examinadas usando
microscopia optica convencional (Nikon Eclipse E200, Sao Paulo, Brasil) e as imagens
foram capturadas por uma camera (Moticam 3000, Kowloon Bay, Hong Kong) e
analisadas usando o Image J Pro e o software de computador 1.44 (Research
Services Branch, Institutos Nacionais de Saude dos EUA, Bethesda, MD, EUA) [8].
Preparacéo do tecido adiposo para utilizagcdo nas técnicas bioquimicas

Parte do tecido adiposo foi homogeneizado em tampéo de extracdo (Tris base
50 mM, pH 7,4; EDTA 1 mM; ortovanadato de sédio 1 mM; PMSF 2 mM, Nonidet 1%).
Apods a homogeneizacao, as amostras foram centrifugadas a 1.180 g, a 4° C, por 10
minutos e o sobrenadante utilizado para as andlises foi submetido a quantificacdo
proteica.
Dosagem de proteina

A concentracao de proteina foi determinada pelo método de BRADFORD et al.
(1976) [19]. O principio do método baseia-se na determinacdo da concentracdo de
ligagOes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo proteina-corante.
Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia é
considerada diretamente proporcional a concentracdo de proteina na solucdo
analisada, onde uma solucédo de BSA (2mg/mL) foi utilizada como padréao.
Determinacgao da atividade da fosfofrutoquinase 1 (PFK-1)

A atividade maxima da enzima foi determinada segundo método descrito por
Opie & Newsholme (1967) [20]. O sistema de reacgao consiste de Tris-HCI 50 mM pH
8.0, MgCI2 5 mM, EDTA 1.0 mM, mercaptoetanol 5 mM, NADH+ 13 mM, ATP 20mM,
AMP 10 mM, aldolase 5 mM, glicose-6-fosfato desidrogenase 5 mM e triose-fosfato

isomerase 5mM, ao qual foi adicionada a amostra, (0.10 mg de proteina) em um



volume final de 0,2 mL. O ensaio teve inicio apds a adicdo do substrato (frutose-6-
fosfato 1mM) e para determinar a atividade enzimatica foram realizadas 20 leituras a
cada 4 segundos, a uma temperatura de 30°C, a 340 nm em espectrofluorimetro
modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados foram expressos como
mmol/min/mg proteina.
Determinagao da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase

A atividade maxima foi avaliada pelo método descrito por Bergmeyer et al.
(1972) [20]. O sistema de reacdo enzimatico foi composto por Tris-HCI 86 mM, MgCI2
6,9 mM, NADPH + 0,4 mM, glicose-6-fosfato 1,2 mM, Triton X-100 0,05 % (v/v), pH
7,6. Na sequéncia foi adicionado ao sistema de reacao, 0,10mg de proteina total e 0
ensaio teve inicio logo apos a adicdo do substrato (glicose-6-fosfato). A determinacgéo
da atividade enzimatica foi feita a 30°C, durante 4 min, em um comprimento de onda
de 340 nm em um volume final de 0,2mL, em espectrofluorimetro modelo FLUOstar
Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados foram expressos como mmol/min/mg
proteina.
Avaliacdo da atividade da acido graxo sintase

A atividade da éacido graxo sintase foi avaliada seguindo a diminuicdo na
absorbéancia a 340 nm resultante da oxidacdo de NADPH dependente da adi¢cdo de
malonil-CoA. Cada reacao continha 0,10 mg de proteina, 0,1 M de fosfato de potassio
(pH 7,0), 0,025 mM de acetil-CoA, 0,18 mM de NADPH, 3 mM de EDTA, 1 mM de
DTT e 24 mg de albumina, mantidos a 30°C. A reacao foi iniciada pela adicdo do
substrato da enzima [21] e a leitura foi feita em espectrofluorimetro modelo FLUOstar
Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados foram expressos como mmol/min/mg
proteina.

Avaliacao da atividade do citrato sintase



A atividade maxima da enzima foi determinada segundo Alp, a partir da
quantificacdo do complexo formado entre a CoA liberada com o DTNB do meio [22].
O tampao de ensaio contém Tris-aminometano 50 mM (pH 8,1), EDTA 1 mM, DTNB
0,2 mM, acetil-CoA 0,1 mM, oxaloacetato 0,5 mM, Triton X-100 0,05% (v/v) e 0,10 mg
de proteina. A reacéo teve inicio pela adicdo de oxaloacetato ao meio, a atividade
enzimatica foi avaliada em 14 leituras por amostra, cada leitura teve um tempo de
leitura de 4 segundos a uma temperatura de 30°C, a 412 nm em espectrofluorimetro
modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA). Os resultados foram expressos como
mmol/min/mg proteina.

Determinagao da expressao dos genes pela metodologia de “Real Time-PCR”

O RNA total foi obtido do tecido adiposo epididimal dos 4 grupos experimentais
pelo método de extracdo com isotiocianato de guanidina usando o reagente Trizol e
dgua isenta de RNase. A absorbéancia das amostras foi determinada por
espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 nm (correspondente ao pico de
absorcdo de RNA) e 280 nm (correspondente ao pico de absorcao de proteinas). Para
a analise da pureza do RNA, o valor da absorbancia obtido a 260 nm foi dividido pelo
obtido a 280 nm e a amostra que apresentou a razao 260/280 igual ou superior a 1.6
foi utilizada (indicativo de alto grau de pureza). O RNA obtido foi armazenado a -20°C.
A expressao dos genes foi quantificada por PCR em tempo real, utilizando o reagente
SYBR Green como marcador fluorescente. As reacdes foram realizadas em 25 pl de
uma mistura contendo RNA da amostra, sequéncia de primers (sense e anti sense),
agua DEPC (agua tratada com dietilpirocarbonato, isenta de Rnase) e mix SYBR
Green platinum (dNTP, tampéo de reacédo, Taq DNA polimerase e SYBER Green |)
(Invitrogen, California, EUA). A avaliacdo foi realizada por 2-AACT [23], utilizando o

gene 3-actina como controle interno (normalizador) para normalizacéo de expressao



génica.

Tabela 1: Sequéncia de Primers para cada gene

Gene Forward primer (5'- 3') Reverse primer (5'- 3")

AMPK ACCATTTAACTCGGCCTCAC TTGCTCTACACACTTCTGCC
PPAR-y CAGAGAAAGCCACCAGGAAG ACAGCTCAGGTGGGGTATTG
PGC1l-a AACAGCAAAAGCCACAAAGA AAGTTGTTGGTTTGGCTTGA
B2M TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG

Quantificacdo da expresséo proteica de AMPK

Para andlise da expressao proteica de AMPK, as amostras de tecido adiposo
epididimal foram submetidas a quantificacéo proteica pelo método de Bradford [18].
Western Blotting foi realizado como descrito por Towbin [25]. Utilizamos como
anticorpo primario o AMPKa, 3 e anticorpo secundario IgG anti-coelho da Santa Cruz
(Santa Cruz Biotechnology, Portland, Oregon, U.S).
Analise Estatistica
Os dados foram analisados estatisticamente através do software GraphPad Prism 6®
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente utilizamos o teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para comparacao entre os grupos foi utilizado o
teste ANOVA Two-way, tendo como fatores o ambiente nutricional e o exercicio fisico.
Para o post-hoc test foi utilizado o teste de Tukey, considerando significativo o valor
de p<0,05.
Resultados
Efeito do treinamento fisico moderado sobre o metabolismo oxidativo

A fim de confirmar os efeitos do protocolo de treinamento fisico moderado
utilizado em nosso estudo sobre o metabolismo oxidativo avaliamos a atividade da

citrato sintase (CS) nos musculos soleo e EDL. O treinamento utilizado aumentou



significativamente a atividade da enzima CS em 42% no grupo controle
(CNT=21,6+1,4 mmol/min/mg prot. vs CT=33,7+2,1 mmol/min/mg prot., p<0,0001) e
em 35% no grupo submetido a restricdo proteica materna (HPNT=14,2+1,7
mmol/min/mg prot. vs HPT=24,4+1,6 mmol/min/mg prot., p<0,0001) (Figura 1 A).

No musculo EDL, o protocolo de treinamento utilizado também aumentou a atividade
da CS, observamos aumento significativo de 44,4% da atividade enzimatica no grupo
controle (CNT=0,05+0,005 mmol/min/mg prot. vs CT=0,09+0,008 mmol/min/mg prot.,
p<0,0001) e 57% no grupo de restricdo proteica (HPNT=0,03+0,004 mmol/min/mg
prot. vs HPT=0,07+0,01 mmol/min/mg prot., p<0,0001) (Figura 1 B).

Aspectos morfolégicos dos adipécitos e do tecido adiposo

Em relacdo a anadlise histolégica do tecido adiposo epididimal, as diferencas
entre a area dos adipdécitos esta representada graficamente na figura 2 e mostra que
a restricdo proteica durante os periodos iniciais da vida reduziu em 27,7% a area
média dos adip4citos em comparacao com o grupo controle (p<0,0001). Observamos
também que o protocolo de treinamento aplicado n&o foi capaz de reverter tal efeito
(Figura 2 A).

Avaliamos também a quantidade de adipécitos por area e identificamos que tal
pardmetro aumentou em 45% nos animais que sofreram restricdo proteica materna
durante os periodos iniciais da vida quando comparado com o controle (p<0,0001).
Nos animais submetidos ao programa de exercicio fisico encontramos resultados
distintos, no grupo controle treinado encontramos um aumento significativo de 12%
em comparag¢ao com o grupo controle nao treinado (p<0,01), ja nos animais do grupo
de restricdo proteica, o programa de treinamento ndo foi capaz de promover

mudancas significativas (Figura 2 B).



Efeito do treinamento fisico moderado sobre a atividade de enzimas chaves no
controle do metabolismo energético do tecido adiposo epididimal

Ao avaliarmos a atividade da PFK-1 ndo encontramos diferenca significativa
entre os grupos controle e hipoproteico (CNT=0,026+0,004 mmol/min/mg prot. vs
HPNT=0,018+0,003 mmol/min/mg prot., p=0,53). Ao avaliarmos 0s grupos que
participaram do programa de treinamento observamos um aumento de 31,5% na
atividade enzimatica da PFK-1 quando comparamos 0S grupos controle
(CNT=0,026+0,004 mmol/min/mg prot. vs CT=0,038+0,007 mmol/min/mg prot.,
p<0,001) por outro lado, ndo observamos diferencas significativas ao compararmos
0S grupos que sofreram restricdo proteica materna (HPNT=0,018+0,003 mmol/min/mg
prot., vs HPT=0,024+0,002 mmol/min/mg prot.) (Figura 3A).

N&o encontramos diferencas significativas na atividade da glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) entre os grupos (CNT= 0,0043+ 0,0030 mmol/min/mg prot.
vs HPNT= 0,0027+0,0021 mmol/min/mg proteina, p<0,001; CT= 0,0051+0,0018
mmol/min/mg proteina vs HPT= 0,0027+0,0010 mmol/min/mg proteina; HPNT=
0,0027+0,0021 mmol/min/mg proteina vs HPT=0,0027+0,0010 mmol/min/mg proteina
(Figura 3B).

Ao avaliarmos a FAS observamos uma reducdo de 67% na atividade
enzimatica do grupo hipoproteico em comparacdo com o grupo controle (CNT=
4,3+1,27 mmol/min/mg proteina vs HPNT= 1,4+0,26 mmol/min/mg proteina,
p<0,0001). Ao compararmos a atividade enzimatica nos animais hipoproteicos
treinados e néo treinados ndo observamos diferenca entre os grupos (HPNT=
1,4+£0,26 mmol/min/mg proteina vs HPT=0,6+0,3 mmol/min/mg proteina), em contra
partida, ao avaliarmos os animais do grupo controle identificamos uma reducao de

72% da atividade enzimética nos animais treinados (CNT= 4,3+1,27 mmol/min/mg



proteina vs CT=1,2+0,03 mmol/min/mg proteina, p<0,0001) (Figura 3C).

A avaliacdo da atividade da enzima CS também foi realizada no tecido adiposo
epidimal e os resultados demonstraram que a resticdo proteica materna reduziu
aproximadamente 55% a atividade enzimatica (CNT=45,6+2,41 mmol/min/mg
proteina vs HPNT=20,5£1,47 pmol/min/mg proteina, p<0,01) (Figura 3). Por outro
lado, o treinamento fisico reverteu os prejuizos da restricdo proteica na atividade da
CS, e isso ficou evidenciado ao observarmos um aumento de 5,2 vezes na atividade
enzimatica (HPNT=20,5+1,47 mmol/min/mg proteina vs HPT= 106,6+12,65

mmol/min/mg proteina, p<0,0001) (Figura 3D).

Regulacdo da expressdo de genes envolvidos no metabolismo energético do
tecido adiposo epididimal e expresséao proteica de AMPK

A partir da observacdo dos nossos resultados, identificamos que a dieta
materna pobre em proteinas aumentou em 94% a atividade da expressao do gene
AMPK (CNT=1+0.64 vs HPNT=17.22,5£3.50, p<0.05) (Figura 4A). Ao analisarmos o
efeito do programa de treinamento sobre a expressdo do AMPK identificamos um
aumentou em 98% (CNT=1+0,64 vs CT= 91.65+3,92, p<0,0001). Ainda sobre os
efeitos do programa de treinamento sobre a expressédo do gene AMPK identificamos
um aumento de 68% nos animais do grupo hipo treinados quando comparados com o
grupo hipoproteico nao treinado (HPNT=17.22+3.50 vs HPT=54.49+4.50, p<0,0001)
(Figura 4 A).

Também avaliamos a expressdo da proteina AMPK e observamos uma
reducdo em 55% nos animais que sofreram restricdo proteica materna
(CNT=530399.8+13672.0 vs HPNT=236250.8+4177, p<0,0001). Ao avaliarmos os

animias submetidos ao programa de treinamento identificamos uma reducéo de 51%



na expressao da proteina AMPK nos animias normonutridos (CNT=530399.8+13672.0
vs CT=326197.5+15564.0, p<0,0001) (Figura 4B).

Também investigamos os efeitos da restricdo proteica perinatal e do programa
de treinamento fisico sobre a expresséo do gene PPARY, observamos que a restricao
proteica aumentou em 98% a expressao do gene quando comparado com O grupo
controle (CNT=1+0.49 vs HPNT=64.38+3.23, p<0,0001). Ao observamos o efeito do
programa de treinamento nos animais controle identificamos um aumento de 94% na
expressdo do gene (CNT=1+0.49 vs CT=19.21+1.8, p<0,0001), resultados que nao se
estenderam ao grupo hipoproteico onde observamos uma diminuicdo de 85% na
expressao do gene (HPNT=64.38+3.23 vs HPT=9.47, p<0,0001) (Figura 4C).

Outro gene gue teve a sua expressdo avaliada em resposta a restringcao
nutricional e ao programa de treinamento fisico foi o PGC1-alfa. Nossos resultados
apontam que a restricdo proteica nos periodos iniciais da vida aumentou 94% a
expressdo desse gene em comparagcdo com o grupo controle (CNT=1+0.78 vs
HPNT=19.67+2.37, p<0,0001). No que se refere ao programa de treinamento néo
observamos diferenca significativa quando comparamos 0s animais normonutridos
(CNT=1%0.78 vs CT=3.03%, p>0,05), porém esses resultados foram diferentes quando
observamos os efeitos do programa de treinamento no grupo hipoproteico, onde
houve um aumento de 53% na expressdo do gene (HPNT=19.67+2.37 vs

HPT=42.11+3.20, p<0,0001) (Figura 4D).

Discusséo
Dados epidemioldgicos e experimentais indicam que uma série de disturbios
metabolicos podem derivar de eventos que ocorrem durante periodos considerados

criticos para o desenvolvimento, tais como gestacao, lactacao e primeira infancia [26].



O conceito da origem desenvolvimentista da saude e da doenca afirma que um
ambiente adverso como a desnutricdo nos periodos iniciais da vida pode comprometer
o desenvolvimento de varios tecidos, incluindo o tecido adiposo, alterando fungdes
bioquimicas e fisiolégicas, gerando disfuncdo do equilibrio energético contribuindo
para o surgimento de doencas metabolicas na vida adulta [27, 28]. Os dados aqui
apresentados demonstram que a restricao proteica altera a morfologia dos adipdcitos,
bem como a expressdo de genes e proteinas associadas a atividade de enzimas
chaves que atuam no metabolismo energético. Além disso, nosso trabalho demonstra
evidéncias de que um protocolo de treinamento fisico moderado € capaz de atenuar
efeitos deletérios causados pela restricdo proteica na atividade metabdlica do
adipdcito.

As primeiras fases da vida sao periodos extremamente sensiveis a fatores
nutricionais e hormonais, que modulam a multiplicacdo e diferenciacao de precursores
celulares de adipécitos [29]. O presente estudo indica que caracteristicas morfologicas
dos adipécitos da prole sdo sensiveis a restricdo proteica materna, uma vez que a
restricdo proteica durante a gestacao e lactacao resultou em adipdcitos atrofiados na
prole, tal como foi encontrado em estudos com modelo experimental semelhante ao
nosso [30, 31]. A atrofia dos adip6citos compromete sua funcéo de armazenar lipidios,
contribuindo para um desequilibrio metabodlico, além de aumentar os riscos de
acumulo ectopico de lipidios em outros tecidos, como figado e musculoesquelético [8].
Nossos resultados reforcam evidéncias de trabalhos anteriores que indicam
alteracdes morfologicas nos adipdcitos em funcao da restricdo proteica em periodos
iniciais da vida, que por sua vez podem aumentar o risco de complicacdes
metéabolicas.

Em relacdo aos aspectos morfologicos do tecido adiposo, os resultados



apontam que a restricdo proteica provocou um aumento na quantidade de adipécitos.
Esses resultados corroboram com outros que também identificaram em modelo
experimental com ratos, um aumento na taxa de proliferacdo de pré-adipdcitos, que
reflete no aumento da quantidade de adipdcitos por area [8]. Em relacdo ao
treinamento fisico utilizado, o mesmo nado surtiu efeito sobre nenhum aspecto
morfolégico aqui destacado, provavelmente pelo fato de que a quantidade de
adipécitos é determinada principalmente nos periodos iniciais da vida tornando-se
estavel, logo, as carcteristicas estruturais do tecido foram estabelecidas antes da
aplicacao do protocolo de treinamento utilizado [32, 33].

O aumento na quantidade de adipdcitos é um processo adipogénico altamente
regulado por fatores de transcricdo como o receptor ativado por proliferador de
peroxissomos y (PPARYy) [34]. Encontramos um aumento significativo na expressao
genica do PPARYy nos animais que sofreram restricao proteica, o que pode explicar o
aumento na quantidade de adipécitos por area analisada, tendo em vista a
participacdo do mesmo no processo de proliferacéo celular. Condizente com nossos
resultados, também foi observado um aumento na expressdo do PPARy [35] em
modelo experimental de restricdo proteica semelhante ao nosso. Ao observamos 0s
efeitos do programa de treinamento, nossos resultados séo conflitantes, no grupo NCT
encontramos um aumento da expressao do gene, demonstrando que esse programa
de treinamentoaumentou a expressao do PPARy em indivudos normo nutridos como
também foi observado por outros pesquisadores [36], no entanto, o programa de
exercicio moderado nos animais HPT reduziu a expressdo genica do PPARy nos
animais de restricdo proteica.

No que refere-se ao metabolismo energetico, o protocolo de exercicio fisico

utilizado em nosso trabalho teve efeito positivo no metabolismo oxidativo, visualizado



a partir do aumento da atividade enzimatica da citrato e diminuicdo da atividade da
FAS no tecido adiposo epididimal. A reducdo de aproximadamente 55% na atividade
da citrato sintase no tecido adiposo, em virtude da resticdo proteica representa uma
condicao fisiolégica semelhante a de individuos pré-diabeticos, um fator de risco para
o desenvolvimento de diabetes tipo 2 [37]. Em contrapartida, o protocolo de exercicio
fisico aumentou em 5x a atividade da enzima no tecido adiposo, melhorando o
metabolismo oxidativo indicando uma maior contribuicAo do tecido no gasto
energético melhorando assim, o equilibrio metabdlico. Esses resultados sao
semelhantes a outros que verificaram a efetividade de diferentes protocolos de
treinamento fisico sobre metabolismo energético do tecido adiposo [38, 39, 40].

O tecido adiposo é um 6rgao chave no controle metabdlico e uma de suas
principais funcées é armazenar o combustivel excedente [41]. Nesse processo, a
enzima &cido graxo sintase possui um papel fundamental sintetizando palmitato que
servira como precussor para a sintese de outros acidos graxos [42]. Em nossos
resultados identificamos uma reducédo de 67% na atividade da &cido graxo sintase em
decorréncia da restricao proteica, indicando um comprometimento da atividade basica
do adipécito que é estocar combustivel excedente. Essa falha no armazenamento
pode causar elevacdo de acidos graxos circulantes, que podem acumular-se em
tecidos nédo adiposos resultando num efeito prejudicial em multiplos 6rgaos e sistemas
[43]. Nos animais controle o programa de exercicio diminuiu a atividade da acido graxo
sintase. Esses dados estdo de acordo com os resultados de Askew e colaboradores,
que justificou tais adaptacdes no metabolismo energético como um mecanismo
adaptativo para manter os niveis circulantes de substrato energético para serem
utilizados pelo muasculo esquelético durante o exercicio, e aumentando a sintese de

glicogénio [44].



Identificamos também que o protocolo de exercicio fisico aumentou a atividade
da fosfofrutoquinase-1 (PFK-1) nos animais controle treinados mas ndo nos animais
hipoproteicos, independente do treinamento. A PFK-1 € uma importante enzima que
atua no catabolismo de glicose. O metabolismo da glicose contribui com apenas 10%
do seu produto final para sintese de acidos graxos no tecido adiposo de ratos [45, 46].
Assim, o aumento na atividade da PFK-1 esta relacionado com uma maior
contribuicéo de glicose para o metabolismo oxidativo em funcéo do treinamento fisico,
que foi discutido anteriormente a partir dos resultados da citrato sintase. A acéo da
insulina € uma das principais vias que regulam o metabolismo da glicose em
adipdcitos, e o exercicio atua de forma significativa na sinaliza¢ao da insulina no tecido
adiposo [47], o que pode explicar nossos resultados observados no grupo controle
treinado, no grupo hipoproteico ndo treinado encontramos uma reducdo ao
compararmos com o grupo normo hao treinado, nesse contexto a reducéo na atividade
da PFK pode ter relagdo com uma possivel reducdo na sensibicidade a insulina, o
principal mediador do metabolismo de carboidratos, fenomeno esse que foi observado
em modelo de trabalho semelhate ao nosso anteriormente sitado [6]. Também
avaliamos a atividade da glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH), uma importante
enzima que atua numa via de fornecimentos de substratos, além de liberar NADPH
que pode ser utilizado na sintese de acidos graxos [48]. Nem a restricao proteica, nem
0 exercicio fisico alteraram a atividade dessa enzima no tecido adiposo epididimal, o
que indica que ndo houve comprometimento na oferta de NADPH em funcdo da
variagao nutricional sofrida no inicio da vida.

Ainda em relacdo a avaliacdo da expressdao de genes envolvidos no
metabolismo energético do tecido adiposo, os resultados apresentados indicam que

a expressdo génica do coativador 1a do receptor y ativado por proliferador de



peroxissoma (PGC1a) estda aumentada nos animais que sofreram restricdo proteica,
nos animais treinados e nao treinados. O PGC-1a € um regulador transcricional
importante na remodelacdo e biogénese mitocondrial promovendo a aumento na
atividade metabolica do tecido adiposo [49]. Nossos resultados ndo indicam uma
associacdo direta entre 0 aumento na atividade metabdlica do tecido adiposo dos
animais hipoproteicos em funcdo da maior expressao do PGC-1a, uma vez que a
atividade do metabolismo oxidativo do mesmo mostrou-se reduzida nesses animais,
como visto nos resultados da citrato sintase. Entretanto, esse aumento na expressao
de PGC-1a nos animais hipoproteicos pode esta associado a maior expressao da
AMPK no tecido adiposo epididimal, como uma forma de adaptacdo metabdlica
desses animais, em resposta a diminuicdo do metabolismo oxidativo causada pela
restricdo proteica materna [50]. Além disso, avaliando os efeitos do treinamento fisico
utilizado em nosso estudo nos animais hipoproteicos, observamos um efeito adicional
do exercicio fisico na expressdo de PGC-1a, indicando que o mesmo foi capaz de
atenuar os efeitos deletérios do insulto nutricional sobre o metabolismo oxidativo do
tecido adiposo.

Também foi visto que a restricdo proteica por se aumentou a expressao genica
da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) no tecido adiposo, e que o protocolo de
exercicio fisico utilizado potencializou a expressédo da AMPK tanto no grupo controle
guanto no grupo hipoproteico. A literatura tem demonstrado que a AMPK no tecido
adiposo aumenta a oxidacéo de acidos graxos, diminui a sintese de lipidios e limita a
lipélise no interior dos adipdcitos, uma vez que um aumento nao regulado na
degradacéo de triglicerideos poderia resultar numa maior disponibilidade de acidos
graxos livres, que seriam convertidos em acil-CoA e isso demandaria um gasto

energético consideravel, para os adipoécitos, aléem de acarretar um aumento nos niveis



de AMP, o que dificultaria o restabelecimento do déficit energético pela acdo da
AMPK. Além disso, o aumento acentuado na expressao de AMPK no tecido adiposo
em funcéo do exercicio diminui a secrecao de citocinas, como o TNF-a e a IL-6, como
ja demonstrado na literatura, proporcionando uma resposta anti-inflamatoria nesse
tecido que poderia refletir numa melhora metabdlica [51, 52, 53].

Entretanto, os resultados de expressao genica nao foram condizentes com o0s
resultados de expresséo proteica, onde foi observada uma diminuicdo nos niveis da
proteina AMPK tanto em funcdo da restricdo proteica durante periodos iniciais do
desenvolvimento quanto em fungéo do exercicio fisico, ambos de forma isolada. Sabe-
se que a AMPK é um sensor central de energia, além de desempenhar um papel
primordial no metabolismo lipidico, especialmente na regulacdo do gasto energético
do tecido adiposo marrom/bege e no escurecimento do tecido adiposo branco [54].
Kopietz e colaboradores [55] demonstraram que a insulina inibe a atividade da AMPK
no tecido adiposo de ratos. Em nossos resultados, a restricao proteica reduziu os
niveis de AMPK, o que refor¢ca nossa hipétese de que o tecido adiposo epididimal dos
animais hipoproteicos sdo menos sensiveis a atividade da insulina, o que também
poderia esta relacionado a reducdo do metabolismo oxidativo nos adip6citos dos
animais que sofreram restricao proteica.

Em conjunto, nossos resultados indicam que o treinamento fisico moderado em
esteira foi capaz de atenuar os efeitos deletérios da restricdo proteica no metabolismo
energético do tecido adiposo a apartir de ajustes moleculares que refletiram numa
uma maior atividade metabdlica tecidual. Acreditamos que outros estudos devem ser
realizados na tentativa de identificar a participacdo de outras moléculas que atuam no
metabolismo energético do tecido adiposo, em reposta a alteracdo do ambiente

nutricional, e que estejam envolvidas na acdo da insulina e atividade mitocondrial.
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Figura 1- Atividade da citrato sintase nos musculos séleo e EDL
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Adiposo Epididimal

Adiposo Epididimal

Atividade da FAS

Figura 3- Atividade de enzima s metabdlicas no tecido adiposo epididimal

A) B) El NAO TREINADO
TREINADO
ok ~—~ 0.008 4
= 0.05- p
= =L o
m ol
T 2 0044 T EG © 0.006-
X8 383 I
o o @
© % 0.03 4 E__g o
So - ws E 0.004
(=
B ‘E 0.02 @ T = -
f=i— o2 's
s E 2 E 0.0024
3 0,014 <=3
£ < e
E 0.00- . : £ 0.000 . i
< o < o
W O W O
,&o & ,&0 &
O < > <
e OQ 00 OQ
& &
C) D)
xE
g 8- g 200- .
o T
£ 6- — @ 2 150, T
=] w oo KRR
*RER 1]
Lh] L ]
? £ T
g 41 @ 2 1005
£ %
E £ =
= 24 o .._E 50-
o o
E =
E | I
— 0 T -E- 0 r
% o
> ) & QO
‘gp O«Q} QP\' «éo
& 3 < o
¢ 3 S &
<° < R
& &

Efeito da restrigdo proteica e treinamento fisico moderado na atividade das enzimas PFK (A), GEPDH
(B), FAS (C) e citrato sintase (D) no tecido adiposo epididimal. Dados expressos em média + desvio

padrdo da média. ***p<0,001, ****p<0,0001, n=6 animais por grupo.



AMPK expression

A) B)
_.“m AN
150 — s
"0 600000 - Kk
: ——
Er-i
e e e bl E
- — o =
ﬁu —_ = g 400000
9 g > —
< e O w
[t | -l
P —_ [« 18 =
50 - X £ 200000
=<
<
o | -
T T et T -
< O
Q.o& <:>c.;c:' Qp\’ «@\o
& & <
£ Q.O @0
© 0‘2 © 0‘2
& &
C) D)
80— 50— ok
wk ki Tk k& : _|_
5 2 404
E 60 - 0
@
=] -
= I S 5 304
=
5 i 404 § :;‘I o
o = ¥ — 20-
m Tk kk -
d I — U
o 20+ == O 10 -
o (a8
U__—I T O_j:‘, I °
% o] - <
«GOV 4‘>0 ‘{s'o 0““>
< & S S
& «

Figura 4- Expressao genica e expressao proteica

Bl NAO TREINADO
TREINADO

Efeito da restrigdo proteica e treinamento fisico moderado sobre a expresséo genica (A) e proteica (B)
de AMPK e expressao genica de PPARy (C) e PGC1a (D). Dados expressos em média + desvio

padrdo da média. *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001, n=3-5 animais por grupo.



6 CONCLUSAO

A partir dos dados aqui apresentados sugerimos que o treinamento fisico
moderado, é capaz de atenuar alguns parametros associados ao metabolismo
energético, com destaque para modulacdo positiva do metabolismo oxidativo
observado no tecido adiposo epididimal de ratos jovens submetidos a restricao
restricdo proteica materna. Observamos também que a restricdo proteica prejudica
caracteristicas morfolégicas do tecido adiposo, o0 que explica o envolvimento da
mesma no comprometimento tecidual e sua possivel associacdo com doencas
crbnicas associadas ao tecido adiposo branco. Assim, concluimos que o exercicio
fisico pode ser considerado uma interessante ferramenta no tratamento nao
farmacol6gico para prevenir ou até mesmo tratar possiveis doencas crbénicas

associadas a disfuncéo do tecido adiposo.
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