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RESUMO

A supernutricdo em fases precoces da vida tem ganhado destaque devido aos seus
efeitos metabdlicos deletérios, que favorecem sobrepeso e obesidade e prejudicam a
saude global. O treinamento fisico aerébio, por sua vez, € reconhecido por atenuar
essas consequéncias. No entanto, ainda ha poucas evidéncias sobre a interagcao entre
supernutricao precoce e exercicio aerébio na juventude. Assim, este estudo avaliou,
no coragao, os efeitos do treinamento aerébio moderado sobre a fungéo mitocondrial,
o balango oxidativo e a expressao de genes ligados a biogénese e dindmica
mitocondrial (PGC-1a, TFAM, FIS1, OPA1 e UCP2) em ratos Wistar machos
supernutridos durante a lactacdo. Aos 30 dias de vida, os animais foram divididos em
quatro grupos: Normonutrido Nao Treinado (NNT), Normonutrido Treinado (NT),
Supernutrido Nao Treinado (SNT) e Supernutrido Treinado (ST). Os grupos treinados
realizaram corrida em esteira por 4 semanas, 5 dias/semana, 1 h/dia, a 50% da
capacidade maxima. Aos 54 dias, os animais foram eutanasiados para coleta do
musculo cardiaco e analise de biomarcadores de bioenergética mitocondrial (consumo
de O,, inchamento mitocondrial, citrato sintase, NAD, NADH e razdo NAD*/NADH),
estresse oxidativo (MDA e carbonilas), atividade antioxidante (SOD, CAT, GST),
balango REDOX (GSH/GSSG e sulfidrilas) e expressao génica mitocondrial. Nao
houve diferengas no inchamento mitocondrial entre os grupos. Quanto a respiragao
mitocondrial, animais supernutridos sedentarios exibiram maior taxa respiratéria basal
(estado 2) e reducdo na razdo ST3/ST4 em comparagdo aos normonutridos. A
supernutricdo associada ao sedentarismo elevou a atividade da citrato sintase e a
producdao de EROs. O treinamento moderado, porém, melhorou esses parametros,
preservando os niveis de NAD* e NADH e aumentando a razdo NAD*/NADH. Nos
indicadores de estresse oxidativo, MDA e carbonilas estavam aumentados nos grupos
supernutridos sedentarios (p<0,001; p<0,0001; p<0,00001). Na expressao génica,
PGC-1a, TFAM e FIS1 foram significativamente elevados no grupo ST em relagéo ao
NT (p=0,0009; p=0,0043; p=0,0051). J&4 UCP2 apresentou niveis reduzidos entre NS
vs. SS e NS vs. NT (p=0,0378; p=0,0173). Conclui-se que a supernutricdo precoce
altera a bioenergética, o balango REDOX e a expressao de genes mitocondriais.
Entretanto, o treinamento aerdbio a 50% da capacidade maxima atenua grande parte
desses efeitos deletérios

Palavras-chave: exercicio fisico; estresse oxidativo; hipernutri¢cao.



ABSTRACT

Early-life overnutrition has gained increasing attention due to its harmful metabolic
effects, which promote overweight and obesity and negatively impact overall health.
Aerobic exercise training, however, is recognized for mitigating these consequences.
Despite this, little is known about the interaction between early overnutrition and
aerobic training during youth. Therefore, this study investigated the effects of moderate
aerobic training on cardiac mitochondrial function, oxidative balance, and the
expression of genes involved in mitochondrial biogenesis and dynamics (PGC-1aq,
TFAM, FIS1, OPA1, and UCP2) in male Wistar rats overnourished during the lactation
period. At 30 days of age, the animals were assigned to four groups: Normal-Nourished
Untrained (NNT), Normal-Nourished Trained (NT), Overnourished Untrained (SNT),
and Overnourished Trained (ST). Trained groups performed treadmill running for 4
weeks, 5 days per week, 1 hour per day, at 50% of maximal running capacity. At 54
days, animals were euthanized for cardiac muscle collection and analysis of
mitochondrial bioenergetics (O, consumption, mitochondrial swelling, citrate synthase,
NAD, NADH, and NAD*/NADH ratio), oxidative stress markers (MDA and carbonyls),
antioxidant enzyme activity (SOD, CAT, GST), REDOX balance (GSH/GSSG and
sulfhydryls), and mitochondrial gene expression. No differences were found in
mitochondrial swelling among the groups. Regarding mitochondrial respiration,
overnourished sedentary animals showed higher basal respiratory rates (state 2) and
reduced ST3/ST4 ratios compared with normal-nourished rats. Overnutrition combined
with sedentary behavior increased citrate synthase activity and reactive oxygen
species production. Moderate training, however, improved these parameters,
preserving NAD* and NADH levels and increasing the NAD*/NADH ratio. Oxidative
stress markers MDA and carbonyls were elevated in overnourished sedentary groups
(p<0.001; p<0.0001; p<0.00001). Gene expression analysis showed significant
increases in PGC-1a, TFAM, and FIS1 in the ST group compared with NT (p=0.0009;
p=0.0043; p=0.0051). UCP2 levels were lower between NS vs. SS and NS vs. NT
(p=0.0378; p=0.0173). In conclusion, early-life overnutrition alters bioenergetics,
REDOX balance, and the expression of key mitochondrial genes. However, aerobic
training performed at 50% of maximal capacity effectively mitigates many of these
detrimental effects.

Keywords: physical exercise; oxidative stress; overnutrition.
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1. INTRODUGCAO

A supernutricdo € um fendmeno multifatorial caracterizado pela ingestao
excessiva de macronutrientes incluindo gorduras saturadas e acgucares simples
(Jomova et al.,, 2023). Tais fatores, fazem parte da fisiopatologia de diferentes
doengas crénicas incluindo hiperglicemia, hiperlipidemia e resisténcia a insulina,
fazendo que a homeostase metabdlica tenha grande relevancia em condi¢des de
saude e doenca (Zhao et al., 2023. Belay et al., 2022).

A supernutricdo também é preocupante durante periodos que sao conhecidos
como criticos do desenvolvimento (gestagao, lactagdo), uma vez que essa condigéao
pode induzir a uma programagao metabdlica no organismo, que influencia na génese
de doengas durante a vida adulta, em grande parte por induzir sobrepeso e obesidade
(Zhou et al., 2020). O tecido adiposo, que na maioria das vezes esta em excesso em
condicbes como essa, ndo s6 armazena lipidios, pode comecar a liberar adipocinas
pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e leptina, que influenciam em um estado de
inflamacao crénica de baixo grau, caracteristico de pacientes obesos (Clemente-
Suarez et al., 2023).

No que tange os principios moleculares, o0 excesso de nutrientes e o estresse
metabdlico podem influenciar diretamente na funcionalidade mitocondrial, resultando
em um impacto na produgdo de energia celular (Behl et al., 2023). O excesso de
substratos energéticos oriundos de situagdes de supernutricdo, sobrecarrega a cadeia
transportadora de elétrons, aumentando a producgéo de espécies reativas de oxigénio,
podendo culminar em estresse oxidativo (Jomova et al., 2023). Condi¢des clinicas de
estresse oxidativo podem danificar a funcionalidade de componentes celulares
criticos, incluindo o DNA mitocondrial, criando um ciclo vicioso de disfuncédo e
aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio, também estando associado
ao envelhecimento celular e no desenvolvimento de doencas como diabetes, doengas
neurodegenerativas (Parkinson e Alzheimer) e também doengas cardiovasculares
(Chaudhary et al., 2023).

A literatura traz apontamentos positivos dos efeitos do treinamento fisico
aerdbico como um dos responsaveis por auxiliar no controle do excesso de peso,
também sendo responsavel por influenciar positivamente na fungao das mitocdndrias,
aumentando a biogénese mitocondrial, influenciando no estresse oxidativo e no
sistema antioxidante enddgeno (através da melhoria da eficiéncia na cadeia

transportadora de elétrons e na indugado de enzimas antioxidantes endoégenas), e por
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fim, influenciam também na capacidade do musculo esquelético de utilizar a glicose e
lipideos como substratos energéticos (Farrell; Turgeon, 2023; Qian et al., 2024,
Powers et al., 2022; Edwards; Mohiuddin, 2023).

Estudos do grupo de pesquisa do Laboratério de Bioquimica Molecular e do
Exercicio (LABMEX-UFPE/CAV) apontam o impacto positivo da atividade fisica na
regulacdo do estresse oxidativo e fungdo mitocondrial de modelos experimentais
durante a lactacdo, no entanto, ainda se sabe pouco sobre o impacto no tecido
cardiaco usando o modelo de supernutricdo. Dessa forma, os achados deste trabalho
reforcam a relevancia do exercicio fisico aerdbico como uma ferramenta terapéutica
nao farmacolégica essencial na prevencdo e mitigacdo de disturbios cardiacos
associados a supernutricdo. Assim, evidencia-se que intervengdes baseadas em
exercicio ndo apenas atuam na redugao dos riscos cardiometabdlicos, mas também
representam uma estratégia viavel, acessivel e de grande impacto para a promogao
da saude ao longo da vida.

Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar os efeitos do treinamento fisico
aerobico na fungdo mitocondrial, balango oxidativo e niveis de expressdo de genes
ligados a biogénese e dinamica mitocondrial (PGC-1a, TFAM, FIS1, OPA1 e UCP2)

do tecido cardiaco de ratos supernutridos durante o periodo de lactagao.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Fisioanatomia cardiaca

O coragao é o orgao central do sistema cardiovascular, responsavel pelo
bombeamento de sangue para todo o corpo (Chaudhry, Miao et al. 2024). Sua
estrutura intrincada e funcionamento coordenado sdo essenciais para a manutengao
da homeostase e da vida. Esse érgdo tem consisténcia mucosa localizado no
mediastino central do térax, entre os pulmdes. Com aproximadamente o tamanho de
um punho fechado, é dividido em quatro camaras principais: dois atrios superiores -
direito e esquerdo - e dois ventriculos inferiores - direito e esquerdo - As paredes do
coracdo sao compostas por trés camadas principais: o epicardio, o miocardio e o
endocardio (Arackal and Alsayouri 2024).

A funcdo primordial do coragdo € bombear sangue para todo o corpo,
garantindo o suprimento de oxigénio e nutrientes essenciais e removendo produtos
metabdlicos e didxido de carbono dos tecidos (Crystal and Pagel 2020). Esse
processo € coordenado por contragdes ritmicas do musculo cardiaco, conhecidas
como batimentos cardiacos. Além disso, o0 bom funcionamento do coracéo requer uma
dindmica bem adequada entre os sistemas, por exemplo, o ciclo cardiaco € o processo
completo de enchimento e esvaziamento das camaras cardiacas durante um unico
batimento cardiaco (Pollock and Makaryus 2024). Inicia-se com a diastole, onde os
atrios e ventriculos se relaxam e se enchem de sangue, seguido pela sistole, onde
ocorre a contragdo das camaras para bombear o sangue para fora do coragao. Esse
ciclo é controlado por sinais elétricos gerados e propagados pelo sistema de condugéo
do coracdo (Mohan, Boukens et al. 2017).

Nesse sentido, € importante salientar que o sistema de conducdo cardiaca é
composto por um conjunto de células especializadas que geram e transmitem sinais
elétricos pelo coracado, coordenando as contracdes das camaras cardiacas de forma
precisa (Padala, Cabrera et al. 2021). A sequéncia normal de eventos inclui a geragao
do potencial de agdo no né sinoatrial (SA), a propagacéao pelo né atrioventricular (AV),
feixes de His e fibras de Purkinje, culminando na contragdo muscular coordenada (van
der Maarel, Postma et al. 2023).

A atividade do coragao é regulada por uma complexa interagéo entre o sistema
nervoso auténomo e hormoénios circulantes (Miller and Arnold 2019).0 sistema

nervoso autbnomo exerce controle sobre a frequéncia cardiaca e a forga de contracao
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do musculo cardiaco, ajustando o débito cardiaco as demandas metabdlicas do corpo.
Além disso, existe influéncia da idade, condicbes médicas como hipertensio arterial
e doengas cardiacas, estilo de vida e fatores genéticos (Borovac, D'Amario et al.
2020).

Figura 1: Anatomia e sistema de conducgao elétrica do coragao
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2.2. Supernutrigdo Precoce: Prejuizos no Desenvolvimento

A chamada teoria de Barker, ou teoria do desenvolvimento da saude e da
doenca, propde que desequilibrios nutricionais — tanto a falta quanto o excesso de
nutrientes — durante a gestagao e os primeiros anos de vida podem aumentar a
probabilidade de surgimento de doengas cronicas na vida adulta, incluindo diabetes,
hipertenséo e obesidade (Arima & Fukuoka, 2020). A ideia central € que 0 ambiente
nutricional e outras exposicoes precoces atuam em fases sensiveis do
desenvolvimento, “programando” o organismo para respostas metabdlicas que podem
persistir ao longo da vida. Essa programacgado envolve mecanismos epigenéticos,
como metilacdo do DNA, modificagcbes em histonas e mudancgas na estrutura da
cromatina, capazes de influenciar de forma duradoura a fungéo fisioldgica do individuo
(Barker, 1990).

A supernutricdo, definida pelo consumo excessivo de nutrientes além das
necessidades energéticas do organismo, € um fendbmeno multifatorial que tem

ganhado destaque no cenario global devido ao seu impacto na saude metabdlica
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(Belay et al., 2022). Diferente da obesidade, que representa um estado patoldgico
consolidado, a supernutrigdo é um estagio inicial de desequilibrio nutricional que pode
evoluir para alteragdes sistémicas significativas. Esse desequilibrio € particularmente
preocupante quando ocorre durante periodos criticos do desenvolvimento, como a
lactagdo, pois pode programar o organismo para o desenvolvimento de doengas
metabdlicas na vida adulta (Zhou et al., 2020).

Do ponto de vista metabdlico, a supernutricdo é caracterizada pelo consumo
excessivo de substratos energéticos, como glicose e lipidios, na circulagao sanguinea.
Esse excesso sobrecarrega os mecanismos de regulagédo do organismo, levando a
alteragdes como hiperglicemia, hiperlipidemia e resisténcia a insulina (Zhao et al.,
2023). O tecido adiposo, ao expandir-se, ndo apenas armazena lipidios, mas também
secreta adipocinas pro-inflamatoérias, como TNF- q, IL-6 e leptina, que contribuem para
um estado de inflamagao crénica (Clemente- Suéarez et al., 2023). Esse processo
inflamatdrio esta diretamente associado a disfuncdo endotelial, a aterosclerose e ao
desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas, diabetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares (Medina-Leyte et al., 2021).

A supernutricdo durante a lactacdo desencadeia uma série de respostas
adaptativas no organismo, que, a longo prazo, podem resultar em consequéncias
severas (Souza; Moura; Lisboa, 2022). O excesso de nutrientes nesse periodo
promove a lipogénese e a esterificacdo de acidos graxos, levando ao acumulo de
triglicerideos no figado e esteatose hepatica, além de infiltragdo de gordura no
musculo esquelético (Loomba; Friedman; Shulman, 2021). Essas alteragbes
comprometem a sensibilidade a insulina e a homeostase energética, criando um
ambiente propicio para o desenvolvimento de sindromes metabdlicas (Saponaro et
al., 2015).

Além disso, a supernutricdo nos periodos iniciais da vida representa um estagio
precursor que pode evoluir para uma série de condigdes, como a obesidade (Reynolds
et al., 2015). Em termos moleculares, o excesso de nutrientes e o estresse metabdlico
podem impactar diretamente a funcionalidade mitocondrial, organelas responsaveis
pela produgao de energia celular (Behl et al., 2023). Em condigdes de supernutrigao,
0 excesso de substratos energéticos pode sobrecarregar a cadeia transportadora de
elétrons (CTE), aumentando a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs), o
que pode acarretar em estresse oxidativo (Jomova et al., 2023). Esse processo pode
danificar componentes mitocondriais, como DNA, proteinas e lipidios,

comprometendo a funcionalidade da organela e contribuindo para o desenvolvimento
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de doengas cardiometabdlicas (Kowalczyk et al., 2021). A disfungdo mitocondrial,
portanto, emerge como um elo critico entre a supernutricio e as alteragdes
metabdlicas subsequentes.

Um dos modelos experimentais mais utilizados e reconhecidos para estudar os
efeitos da supernutricdo precoce é o modelo de reducédo da ninhada, desenvolvido e
popularizado pelo pesquisador Andreas Plagemann e sua equipe (Plagemann et al.,
1999). Nesse modelo, o numero de filhotes por ninhada é reduzido nos primeiros dias
de vida, aumentando a disponibilidade de leite materno para os filhotes restantes.
Esse excesso de nutrientes durante a lactacdo mimetiza o sobrepeso observado em
humanos e permite investigar seus efeitos a curto e longo prazo (Plagemann et al.,
1999).

Esse modelo tem sido fundamental para demonstrar que a supernutricao
precoce pode programar o organismo para o desenvolvimento de doengas
metabdlicas na vida adulta. Filhotes submetidos a reducédo da ninhada apresentam
aumento acelerado do peso corporal, acumulo de tecido adiposo e alteracbes
metabdlicas precoces (Santana et al., 2023; de Andrade et al., 2024). Essas
alteracdes persistem na vida adulta, mesmo apés a normalizacio da dieta, indicando
que a supernutricdo precoce pode induzir mudangas permanentes no metabolismo
(Janssen, 2024).

Além disso, o modelo de reducdo da ninhada tem sido amplamente utilizado
para elucidar os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos da supernutrigao.
Por exemplo, estudos mostram que filhotes de ratos supernutridos apresentam
disfungdo mitocondrial em tecidos como figado e musculo esquelético, com redugéo
da capacidade oxidativa e aumento da producdo de EROs (Pendleton et al., 2021).
Essas alteragdes estdo associadas a uma reprogramacao epigenética que afeta a
expressao de genes envolvidos no metabolismo energético e na resposta ao estresse
oxidativo (Mahalingaiah; Ponnusamy; Singh, 2017).

A supernutrigdo precoce, induzida experimentalmente pelo modelo de
Plagemann ou observada em contextos clinicos de sobrepeso e ou obesidade, esta
associada a uma série de consequéncias a curto, médio e longo prazo. Além do
aumento do risco de obesidade e diabetes tipo 2, 0 consumo excessivo de nutrientes
durante o desenvolvimento apresenta maior predisposicdo a doencgas
cardiovasculares, esteatose hepatica nao alcodlica e disturbios

neurocomportamentais (Giuffre et al., 2024). Esses efeitos sdo mediados, em parte,
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pela inflamagao cronica de baixo grau e pela disfungdo mitocondrial, que persistem
ao longo da vida (Pahwa; Goyal; Jialal, 2023).

Figura 2: Modelo de redugéo de ninhada
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2.3. Mitocdndrias: da funcionalidade as disfuncées

As mitocbndrias sdo organelas essenciais para a homeostase celular,
desempenhando papéis vitais na produgao de energia, regulacdo do metabolismo e
sinalizacdo celular, com estrutura definida conforme a figura 3 (Chen; Zhao; Li, 2023).
Sua importancia transcende a simples geragao de ATP, pois estdo envolvidas em
processos como a regulagao do ciclo celular, a modulagado da resposta imune e a

mediag¢ao da apoptose (morte celular programada) (Nguyen, 2023).
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Figura 3: Diagrama de mitocdndria humana
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Essas organelas possuem uma estrutura unica e altamente especializada,
composta por duas membranas lipoprotéicas: a membrana externa e a membrana
interna, conforme descrito na figura 4. A membrana externa é relativamente
permeavel, permitindo a passagem de pequenas moléculas e ions devido a presenga
de porinas, proteinas que formam poros aquosos (Decker; Funai, 2024). Ja a
membrana interna é altamente seletiva e contém dobras chamadas cristas
mitocondriais, que aumentam significativamente a area superficial disponivel para
processos bioquimicos (Schenkel; Bakovic, 2014). Essas cristas sdo essenciais para
abrigar os componentes da CTE (Kim et al., 2022).

No interior da mitocéndria, a matriz mitocondrial € um espaco delimitado pela
membrana interna que contém enzimas fundamentais para o metabolismo celular
(Yang et al., 2022). Entre essas enzimas estdo as envolvidas no ciclo de Krebs,
também conhecido como ciclo do acido citrico, na B-oxidagao de acidos graxos e na
replicagdo do DNA mitocondrial (mtDNA) (Divakaruni et al., 2018). O mtDNA é uma
caracteristica distintiva das mitocdndrias, herdado de forma materna e codificando
parte das proteinas necessarias para a fungdo mitocondrial (Luo et al., 2018). Essa
dualidade genética (nuclear e mitocondrial) exige uma coordenagao precisa para a

biogénese e manutengao das mitocondrias.
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Figura 4: Membrana mitocondrial
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Uma das principais fungbes das mitocondrias é a produgédo de ATP por meio
da fosforilagdo oxidativa, um processo que ocorre na CTE. A CTE é composta por
quatro complexos proteicos principais (I a IV) e duas moléculas transportadoras de
elétrons, conforme figura 5 (ubiquinona e citocromo c) (Zhao et al., 2019). Durante a
fosforilagdo oxidativa, os elétrons sao transferidos através desses complexos,
gerando um gradiente de prétons na membrana interna. Esse gradiente é utilizado
pela ATP sintase para fosforilar o ADP, produzindo ATP (Neupane et al., 2019). A
eficiéncia desse processo é crucial para a manutencédo da homeostase energética

celular, e qualquer disfungéo na CTE pode levar a déficits energéticos severos.

Figura 5: Cadeia transportadora de elétrons
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Além da produgdo de ATP, conforme descrito na figura 6, as mitocondrias
desempenham papéis centrais no metabolismo intermediario. Elas participam da -
oxidagao de acidos graxos, um processo que gera acetil-CoA para o ciclo de Krebs, e
da gliconeogénese, que produz glicose a partir de precursores nao carboidratos
(Talley; Mohiuddin, 2023). Essas vias metabdlicas sdo integradas de forma dinémica,
garantindo a disponibilidade de energia e precursores biossintéticos conforme as
demandas celulares. Outra fungao critica das mitocéndrias é a regulagéo da apoptose.
Em resposta a sinais de estresse ou dano celular, as mitocondrias liberam proteinas
pré-apoptéticas, como o citocromo c, que ativam cascatas de caspases e levam a
morte celular programada (Mustafa et al., 2024). Esse processo € essencial para a

manutencio da saude tecidual, eliminando células danificadas ou disfuncionais.

Figura 6: Ciclo de Krebs como via anfibdlica
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Nela também acontecem os processos de fusao e fissdo mitocondrial, que

desempenham um papel fundamental na preservagcdo da estrutura e do bom
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funcionamento das mitocdndrias, permitindo que elas respondam as necessidades
variaveis da célula, como alteragbes na demanda de energia, disponibilidade de
nutrientes, envelhecimento e estresse oxidativo (Adebayo et al., 2021). A manutengao
do equilibrio entre essas duas dinamicas é essencial para a saude celular, sendo
facilmente influenciada por diferentes estimulos e por condi¢cées patolégicas.

A fusdo mitocondrial consiste na unidao das membranas externa e interna de
duas mitocéndrias, resultando em um unico organelo funcional (Gao & Hu, 2021). O
processo inicia-se com a aproximagao e o reconhecimento entre elas, etapa regulada
pelas mitofusinas MFN1 e MFN2, localizadas na membrana externa (Zhang et al.,
2020). Apos essa interagao, ocorre a fusdo das membranas externas, seguida pela
unido das membranas internas, coordenada pela proteina OPA1, situada na
membrana mitocondrial interna (Chandhok, Lazarou & Neumann, 2018).

Embora a CTE seja essencial para a produg¢ao de energia, ela também é uma
fonte significativa de produgcao de espécies reativas de oxigénio (EROs), de 2 a 5 %
de todos o oxigénio utilizado na mitocéndria, da origem as EROs, como o anion
superéxido (O,+7) e o peroxido de hidrogénio (H,O,) (Afzal et al., 2023). Essas
moléculas sdo geradas como subprodutos da transferéncia de elétrons,
especialmente quando a CTE esta sobrecarregada ou disfuncional. Em condi¢des
normais, as EROs sao neutralizadas por sistemas antioxidantes, incluindo enzimas
como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx), entre outros componentes (Jomova et al., 2023). No entanto, quando a
producao de EROs excede a capacidade antioxidante da célula com o predominio de
agentes oxidantes, ocorre o estresse oxidativo (Saleh et al., 2023).

O estresse oxidativo pode danificar componentes celulares criticos, incluindo o
DNA mitocondrial, proteinas e lipidios da membrana celular e mitocondrial (Pizzino et
al., 2017). Esse dano compromete a funcionalidade mitocondrial, criando um ciclo
vicioso de disfuncdo e aumento da producdo de EROs. Além disso, o estresse
oxidativo esta associado ao envelhecimento celular e ao desenvolvimento de diversas
doengas, como diabetes, doengas neurodegenerativas, por exemplo, Alzheimer e
Parkinson, e doengas cardiovasculares (Chaudhary et al., 2023).

Nesse sentido, conforme visto na figura 7, as disfungdes mitocondriais podem
surgir de mutagdes no DNA nuclear ou mitocondrial, exposi¢céo a toxinas, inflamagéao
cronica ou estresse metabdlico (Amorim et al., 2022). Essas disfungcbes podem se
manifestar de diversas formas, dependendo do tecido afetado. Por exemplo, em

tecidos com alta demanda energética, como musculos e neurdnios, a disfungéo
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mitocondrial pode levar a fadiga crénica, fraqueza muscular e neurodegeneragao
(Klemmensen et al., 2023).

Uma das condi¢cdes mais estudadas relacionadas a disfungdo mitocondrial é a
resisténcia a insulina, um precursor do diabetes tipo 2. Nesse contexto, o excesso de
nutrientes, como glicose e acidos graxos, sobrecarrega a CTE, aumentando a
producado de EROs e promovendo o estresse oxidativo (Burgos-Morén et al., 2019).
Esse processo prejudica a sinalizacdo da insulina e contribui para a disfungao
metabdlica, além de estar fortemente associado ao desenvolvimento de condigcdes
cardiovasculares, como hipertensao, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca (Reddy,
2023). O estresse oxidativo resultante da disfungdo mitocondrial pode danificar vasos
sanguineos e alterar a fungdo do endotélio, aumentando o risco de complicagdes
cardiovasculares. Além disso, mutacdes no mtDNA estdo associadas a doencas
mitocondriais hereditarias, como a sindrome de Leigh e a neuropatia 6ptica hereditaria
de Leber (Fruhman et al., 2011).

Figura 7: Panoramas mitocondriais

Espécies reativas de oxigénio

- H02) (ow ) | Oy

A ‘oM | O

Dano no ,’

mDNA ¢

Mitofagia
.
( )
@ " MITOCONDRIA ot O,
DAMP  Inflamossoma O
Inflamacéo Envelhecimento MITOFAGIA 4
v} . . O ‘mutagdo no mDNA'!
.3 Jor> ‘
Desordem na dindmica mitocondrial
kNeutrc’)filo Macréfago  Célula T )

Fonte: Traduzido de Fan et al., 2025



26
2.4. Balango Oxidativo: radicais livres, espécies reativas e doencas

O balango oxidativo, conforme visto na figura 8, € um conceito central para a
compreensao da saude celular e do organismo como um todo, refletindo o equilibrio
dindmico entre a producdo de espécies reativas e a capacidade do sistema
antioxidante para neutraliza-las (Hajam et al., 2022). Esse equilibrio € fundamental
para a manutencdo da homeostase, uma vez que, em sua esséncia, as espécies
reativas podem atuar como moléculas sinalizadoras em niveis fisiolégicos,
participando de processos como a regulagao da expressao génica, a transdugao de
sinais e a modulagao da fungao celular (Hong et al., 2024). No entanto, quando em
excesso, essas moléculas tornam-se agentes toxicos, capazes de desencadear uma
cascata de eventos bioquimicos que culminam em danos celulares e teciduais.

Por outro lado, os radicais livres sdo moléculas ou atomos que possuem um ou
mais elétrons desemparelhados em sua camada externa, o que confere a eles alta
reatividade quimica (Phaniendra; Jestadi; Periyasamy, 2014). Essa instabilidade
eletrbnica os torna capazes de interagir com outras moléculas, como lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, em busca de estabilizacdo. Entre os radicais livres mais
estudados estdo o anion superéxido (O,¢7), o radical hidroxila (*OH) e o éxido nitrico
(NOe), todos produzidos naturalmente no organismo durante o metabolismo celular
(Juan et al., 2021).

Figura 8: Formacé&o de um radical livre
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O anion superoéxido (O,¢7), por exemplo, € gerado principalmente na CTE
mitocondrial, onde ocorre o vazamento de elétrons durante a redugdo do oxigénio
molecular (O;) em agua (H,O) (Palma et al.,, 2020). Esse processo € uma
consequéncia inevitavel da respiracao celular, uma vez que a CTE nao é totalmente
eficiente. Ja o radical hidroxila (*OH), considerado o mais reativo e danoso dos
radicais livres, € formado principalmente pela reacdo de Fenton, que envolve a
interagéo entre o peréxido de hidrogénio (H,O,) e ions metalicos, como o ferro (Fe**)
(Martemucci et al., 2022).

Além dos radicais livres, existem as espécies reativas nao radicais, que,
apesar de nao possuirem elétrons desemparelhados, sdo altamente reativas e podem
gerar radicais livres em reagdes subsequentes. O perdxido de hidrogénio (H,0,) e o
oxido nitrico (NO) sdo exemplos classicos (Olufunmilayo; Gerke-Duncan; Holsinger,
2023). O H,0,, embora menos reativo que os radicais livres, pode difundir-se
facilmente através das membranas celulares e, em presenca de metais de transigao,
gerar o radical hidroxila (*OH) (Phaniendra; Jestadi, Periyasamy, 2014). Ja o NO,
produzido pela agao da éxido nitrico sintase (NOS), desempenha papéis importantes
na sinalizagéo celular e na regulacéo do ténus vascular, mas em excesso pode reagir
com o anion superéxido (O,*7) para formar o peroxinitrito (ONOQO™), uma espécie
altamente oxidante e citotéxica (Tejero; Shiva; Gladwin, 2018).

A produgédo de espécies reativas ocorre tanto por fontes endégenas quanto
exdgenas. No contexto enddgeno, a mitocdndria € a principal fonte de EROs, devido
ao vazamento de elétrons na cadeia de transporte de elétrons durante a fosforilagao
oxidativa (Raimondi; Ciccarese, Ciminale, 2020). Além disso, enzimas como a NADPH
oxidase, a xantina oxidase e o citocromo P450 também contribuem para a geragéo de
EROs em processos fisioldgicos e patologicos (Checa; Aran, 2020).

No ambiente extracelular, de acordo com a figura 9, fatores exégenos como a
radiagao ultravioleta, a poluigdo ambiental, o tabagismo e o consumo de alcool podem
aumentar significativamente a carga de espécies reativas no organismo. Por exemplo,
a radiacao UV induz a formacgao de radicais livres na pele, enquanto o tabaco contém
uma variedade de compostos pré-oxidantes que exacerbam o estresse oxidativo
sistémico (Chen et al., 2021).
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Figura 9: Efeitos moleculares do estresse oxidativo

Fonte: Adaptado de Franco e Chaves, 2022

Esse estado é caracterizado pelo acumulo de EROs e outras espécies reativas,
que podem causar danos extensivos as macromoléculas celulares. Sendo assim, as
membranas celulares, ricas em acidos graxos poli-insaturados, sao alvos primarios
das espécies reativas. A peroxidagao lipidica, iniciada pela abstragao de atomos de
hidrogénio dos lipidios, resulta na formacgao de radicais lipidicos e de produtos toxicos
como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE). Esses compostos
podem alterar a fluidez e a permeabilidade da membrana, comprometendo a
integridade celular (Barrera et al., 2018).

As espécies reativas também podem oxidar residuos de aminoacidos, como
cisteina e metionina, levando a formacao de carbonilas proteicas e a desnaturagao de
proteinas. Além disso, a oxidacédo de grupos sulfidrila (-SH) pode afetar a fungao de
enzimas e proteinas estruturais, prejudicando processos celulares essenciais (Ulrich;
Jakob, 2019). Outra macromolécula particularmente vulneravel a danos oxidativos é
o DNA (Acido Desoxirribonucleico), especialmente o radical hidroxila (+OH). A
oxidagao de bases nitrogenadas, como a guanina, resulta na formag¢ao de 8-oxo-7,8-
di- hidro-2'-desoxiguanosina (8-oxo-dG), um marcador classico de dano oxidativo ao
DNA. Lesdes no DNA mitocondrial sdo especialmente preocupantes, pois podem
comprometer a producédo de energia e levar a disfungao celular (Nadalutti; Ayala-
Pefia; Santos, 2021).

Vale salientar que o estresse oxidativo, como visto na figura 10, esta
intimamente associado ao desenvolvimento e a progressdo de diversas doengas

cronicas e degenerativas. Em disturbios metabdlicos, como a obesidade e o diabetes
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tipo 2, a supernutricao e o excesso de substratos energéticos (glicose e acidos graxos)
aumentam o fluxo de elétrons na cadeia de transporte de elétrons, elevando a
producao de EROs. Esse cenario contribui para a resisténcia a insulina, a disfuncao
das células beta pancreaticas e a inflamacgao crbnica, que sao caracteristicas centrais
dessas patologias (Onikanni et al., 2023; Gonzalez et al., 2023).

No sistema cardiovascular, o estresse oxidativo desempenha um papel crucial
na patogénese da aterosclerose. A oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) na parede vascular promove a formagao de células espumosas e o acumulo de
placas aterosclerédticas. Além disso, a disfuncao endotelial induzida por EROs reduz
a biodisponibilidade de éxido nitrico (NO), favorecendo a vasoconstricdo e o aumento
da pressao arterial (Forstermann; Xia; Li, 2017). Ja& no sistema nervoso central, o
estresse oxidativo esta envolvido na patogénese de doengas neurodegenerativas,
como Alzheimer e Parkinson. A oxidacao de proteinas e lipidios neuronais, associada
a disfungéao mitocondrial e ao acumulo de agregados proteicos, contribui para a morte
neuronal e a progressao dessas doencgas (Dash et al., 2025).

Figura 10: Efeitos do estresse oxidativo
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Em condi¢des fisioldgicas, as células possuem um complexo sistema de defesa

antioxidante, exemplificado na figura 11, composto por enzimas e moléculas néo
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enzimaticas, que atuam em conjunto para neutralizar as espécies reativas. A
superoéxido dismutase (SOD) catalisa a dismutagdo do anion superoxido (O,*7) em
peréxido de hidrogénio (H,O,), que é subsequentemente convertido em agua pela
catalase ou pela glutationa peroxidase (Wang et al., 2018). A glutationa peroxidase,
por sua vez, utiliza a glutationa reduzida (GSH) como cofator para reduzir o H,O, e
outros hidroperéxidos, regenerando a glutationa oxidada (GSSG) no processo (Pei et
al., 2023).

Além das enzimas antioxidantes, moléculas como a vitamina C, a vitamina E e
os carotenoides atuam como antioxidantes nao enzimaticos, neutralizando espécies
reativas e interrompendo reacdes em cadeia de oxidacao. A vitamina E, por exemplo,
€ um antioxidante lipossoluvel que protege as membranas celulares da peroxidagéao
lipidica, enquanto a vitamina C atua no meio aquoso, regenerando a vitamina E
oxidada (Traber; Stevens, 2011). Outros compostos antioxidantes importantes
incluem os flavonoides, presentes em frutas, verduras e chas, que tém demonstrado
forte capacidade de neutralizar radicais livres e reduzir o risco de varias doengas
crbénicas. Além disso, os polifendis, como o resveratrol encontrado na casca das uvas,
também desempenham um papel crucial na protecao celular, inibindo a oxidagao das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e prevenindo danos ao DNA.

Figura 11: Ac&o antioxidante em uma molécula instavel
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2.5. Treinamento Fisico Aerobio: Impactos na saude metabolica

A literatura classica aponta que o treinamento aerdbico € uma das estratégias
mais eficazes para promover a saude metabdlica e mitocondrial, sendo uma
ferramenta poderosa no combate a diversas condicbes associadas ao estilo de vida
moderno. Esse tipo de exercicio, que envolve atividades de intensidade moderada a
alta, como corrida, ciclismo e natacdo, exerce uma série de efeitos benéficos no
organismo, com destaque para a melhora do sistema cardiovascular, o0 aumento da
capacidade oxidativa muscular e a otimizacdo do metabolismo energético (Farrell;
Turgeon, 2023). Além disso, o treinamento aerdbio induz adaptagdes moleculares e
bioquimicas profundas, especialmente nas mitocéndrias € no coragao, que sao
fundamentais para a manutencado da homeostase celular e a prevencédo de doencas
cronicas.

A pratica de exercicios aerdbios desde a infancia e adolescéncia mostra-se
uma estratégia eficaz para prevenir problemas metabdlicos e melhorar a composigao
corporal ao longo da vida. Revisdes e meta-andlises com criangas e adolescentes
com sobrepeso ou obesidade demonstram que o exercicio aerébio reduz
significativamente a porcentagem de gordura corporal (BF%), a massa gorda (FM), a
gordura visceral (VAT), além de diminuir peso corporal, IMC e circunferéncia da cintura
(Haoming, et al., 2025).

Além disso, a atividade fisica aerdbia esta associada a melhora na
sensibilidade a insulina, ha redugédo nos niveis de insulina de jejum e no indice de
resisténcia insulinica (HOMA-IR), o que pode diminuir o risco de desenvolvimento de
sindrome metabdlica e diabetes tipo 2 na vida adulta (Marson et al., 2025). Outro
beneficio observado refere-se ao perfil lipidico e marcadores cardiometabdlicos:
programas de exercicio reduzem triglicerideos e contribuem para melhora na
distribuicdo de gordura corporal, reduzindo a gordura visceral, que pode ser um fator
de risco importante para doencgas cardiovasculares (Kelley, Kelly, Pate, 2016). Dessa
forma, promover o treino aerdbio durante a infancia e adolescéncia ndo apenas
favorece o crescimento saudavel e a composicao corporal adequada, mas atua como
medida preventiva de longo prazo contra obesidade, resisténcia a insulina,
dislipidemias e demais desordens metabdlicas no adulto (Cao, Zhu, Liu, 2021).

O treinamento aerdbio é caracterizado por atividades fisicas prolongadas e de
intensidade moderada, que demandam um aumento sustentado do consumo de
oxigénio (VO,) para a produgdo de energia. Esse tipo de exercicio estimula a

circulagao sanguinea, promovendo adaptagdes cardiovasculares significativas, como
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o aumento do volume sistdlico (quantidade de sangue ejetado pelo coragao a cada
batimento) e a redugdo da frequéncia cardiaca em repouso e durante esforgos
submaximos (Nystoriak; Bhatnagar, 2018). Essas adaptagdes sao indicativas de um
coragao mais eficiente, capaz de bombear sangue com menor esforgo, o que reduz o
risco de doengas como hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e acidente vascular
cerebral (AVC) (King; Lowery, 2023).

A nivel molecular, o exercicio aerébio induz a expressao de genes relacionados
a angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos) e a hipertrofia cardiaca
fisiolégica, que aumentam a capacidade do coragdo de suprir as demandas
energéticas do organismo durante o exercicio. Além disso, o treinamento aerdbio
melhora a fungdo endotelial, aumentando a produgao de oéxido nitrico (NO), um
potente vasodilatador que regula o fluxo sanguineo e a presséao arterial (Sprick et al.,
2022).

As mitocdndrias sao organelas fundamentais para a produgdo de energia
celular, e o treinamento aerdbio exerce efeitos profundos sobre sua estrutura e funcao.
Um dos principais beneficios do exercicio aerébio € o aumento da densidade
mitocondrial, ou seja, a quantidade de mitocdndrias nas células musculares. Esse
processo, conhecido como biogénese mitocondrial, € mediado pela ativagao de vias
de sinalizagdo dependentes do coativador 1-alfa do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma (PGC-1a) (Qian et al., 2024). O PGC-1a é considerado o
principal regulador da biogénese mitocondrial, ativando genes que codificam proteinas
envolvidas na cadeia de transporte de elétrons (CTE) e na fosforilagdo oxidativa.

Além de aumentar a densidade mitocondrial, o treinamento aerébio melhora a
eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons, reduzindo o vazamento de elétrons e a
producao de EROs. Isso ocorre porque o exercicio aerobio estimula a expressao de
enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx), que neutralizam as EROs e protegem as células contra
o estresse oxidativo (Powers et al., 2022). Além disso, 0 exercicio aerébio promove a
remodelagcdo da membrana mitocondrial interna, aumentando a expressao de
proteinas como a citocromo c¢ oxidase (COX) e a ATP sintase, que sdo essenciais
para a producao de ATP (Zhang et al., 2024).

Esse tipo de estimulo otimiza o metabolismo energético, aumentando a
capacidade do musculo esquelético de utilizar lipidios e glicose como substratos
energéticos. Durante o exercicio aerobio, a demanda por ATP aumenta

significativamente, o que estimula a oxidagao de acidos graxos e a glicolise aerdbia.
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Esse processo € mediado pela ativacdo de enzimas como a lipase sensivel a
horménios (HSL), que promove a liberagéo de acidos graxos a partir dos triglicerideos
armazenados no tecido adiposo, e a carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT-1), que
facilita o transporte de acidos graxos para dentro das mitocdndrias (Edwards;
Mohiuddin, 2023).

Além do mais, o treinamento aerdbio aumenta a sensibilidade a insulina,
melhorando a captagao de glicose pelos musculos e reduzindo a carga metabdlica
sobre as mitocdndrias. Isso € particularmente importante em contextos de
supernutricdo pos-natal, onde o excesso de substratos energéticos pode
sobrecarregar o sistema mitocondrial e favorecer a produgdo excessiva de EROs
(Chen et al., 2024). Ao otimizar o uso de energia proveniente dos lipidios e da glicose,
0 exercicio aerobio reduz o estresse sobre as mitocondrias, permitindo que essas
organelas funcionem de maneira mais eficiente e com menor risco de danos
associados ao excesso de EROs (Gu et al., 2022).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa em diferentes modelos
experimentais com ratos demonstrou os efeitos do treinamento aerdbio na saude
metabdlica e mitocondrial (Bernado et al., 2024; Fernandes et al., 2024). Em um
estudo experimental, ratos submetidos a um protocolo de corrida em esteira por 8
semanas apresentaram um aumento significativo na densidade mitocondrial no
musculo esquelético, associado a maior expressao de PGC-1a e de enzimas da
cadeia de transporte de elétrons. Além disso, esses animais exibiram uma melhora na
capacidade oxidativa muscular e uma reducédo nos marcadores de estresse oxidativo
(Tung et al., 2024).

Outro estudo demonstrou que o treinamento aerdbio moderado em ratos
obesos induzidos por dietas hiperlipidicas resultou em uma melhora significativa na
sensibilidade a insulina e na fungdo mitocondrial, além de reduzir a inflamagao
sistémica e o acumulo de lipidios (Marques et al., 2020). Esses achados sugerem que
0 exercicio aerobio pode reverter os danos metabdlicos induzidos por desequilibrios
nutricionais, atuando como uma estratégia terapéutica eficaz para o tratamento de
disturbios metabdlicos.

O treinamento fisico aerdbio € uma ferramenta poderosa para a promocéao da
saude metabdlica e mitocondrial, com efeitos profundos sobre o sistema
cardiovascular, o metabolismo energético e a fungao celular. Ao induzir adaptagdes
bioquimicas e moleculares, como a biogénese mitocondrial, a melhoria da eficiéncia

da cadeia de transporte de elétrons e a reducédo do estresse oxidativo, o exercicio
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aerobio contribui para a prevengao e o tratamento de doencas crénicas associadas
ao estilo de vida moderno. Estudos experimentais em ratos tém corroborado esses
beneficios, destacando o potencial terapéutico do treinamento aerébio na modulacao

dos sistemas.

Figura 12: Exercicio fisico moderado e sua capacidade antioxidante
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3. HIPOTESE

O treinamento aerdébico moderado induz o aumento da biogénese e dinamica
mitocondrial, além de melhorar a bioenergética mitocondrial e balango REDOX

cardiaco de ratos juvenis que foram submetidos a supernutricdo durante a lactacéo.



4.

36

OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais:

Avaliar o impacto causado pelo treinamento aerébico moderado na bioenergética

mitocondrial, balango REDOX e niveis de expressao de genes ligados a biogénese e
dindmica mitocondrial (PGC-1a, TFAM, FIS1, OPA1 e UCP2) do tecido cardiaco de

ratos juvenis supernutridos durante o periodo de lactagao.

4.2. Objetivos especificos:

v
v

Avaliar o peso corporal e indice de Lee aos 30 e 54 dias de vida;

Avaliar parametros da bioenergética mitocondrial do coragdo de ratos
supernutridos: consumo de oxigénio mitocondrial, inchamento, citrato sintase,
producao de espécies reativas de oxigénio, estado REDOX dos NADs (razao
NAD+/NADH);

Avaliar biomarcadores de estresse oxidativo: niveis de malonaldeido e
carbonilas;

Avaliar a atividade dos componentes antioxidantes ndo enzimaticos: niveis de
glutationa reduzida-GSH, estado REDOX das glutationas (razdo GSH/GSSG)
e niveis de sulfidrilas;

Quantificar a expressao de genes relacionados a fungao, biogénese e dinamica
mitocondrial: PGC-1a, TFAM, FIS-1 e OPA-1, UCP2.



37

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Para o presente trabalho, foram utilizadas 16 ratas Wistar albinas (Rattus
Norvegicus) nuliparas que possuiam peso corporal entre 180-240g, oriundas do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE, com idade entre 90 a 120 dias.
Os animais foram mantidos no biotério com ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas
do Laboratério de Bioquimica Geral, Molecular e do Exercicio (LABMEX) —
UFPE/CAV, onde a temperatura era de 22°Cx2. Para o acasalamento foram
colocadas na propor¢cao de duas fémeas/um macho, onde, apds detectar prenhez,
elas foram transferidas para gaiolas individuais com livre acesso de agua e
alimentagao comercial (Nuvilab).

Vinte e quatro horas apds o nascimento dos filhotes, foram padronizadas 9
ninhadas por ratas, que foram subdivididas posteriormente de forma aleatdria. No
terceiro dia pos-natal, os grupos foram divididos e ajustados de acordo com o tamanho
da ninhada. Foram utilizados 54 filhotes, no qual o grupo Normonutrido
(N) permaneceu com 9 filhotes por gaiola (N=27 filhotes). Supernutrido (S) foi ajustado
para 3 filhotes por gaiola (N=27 filhotes). O modelo de supernutrigdo padronizado foi
por reducédo do tamanho da ninhada, aumentando a oferta de suprimento para a prole
como descrito por Plagemann, Hader e Dudenhausen (2010). O desmame foi
realizado ao 21 dia de vida, os filhotes receberam dieta de biotério ad libitum e aos 30
dias de vida, parte dos animais (9 do grupo N e 9 do grupo S) foram eutanasiados
para avaliar os efeitos da supernutricdo aos 30 dias (Figura 1).

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Biociéncias da UFPE (n° Processo: 103/2022), seguindo as normativas do

Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
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Figura 13: Modelo Experimental

5.2. Treinamento aerobico

Quando chegaram em 21 dias de vida, os animais passaram por um periodo
de adaptagao na esteira (no dia 21 e 22 a 5 min/dia) e ao 23° dia foi realizado um teste
de corrida aerdbica incremental até a fadiga em esteira ergométrica para ratos, que
consistiu na avaliagdao do desempenho dos animais com progressao da velocidade
em 0,1km/h a cada 3 minutos até a fadiga motora voluntaria, que foi definida quando
0S animais ndo eram capazes de manter-se no ritmo da esteira por mais de 10
segundos (Brooks, 1978; Rodrigues, 2007).

Parte dos animais foram subdivididos em quatro grupos de acordo com a
pratica ou ndo de treinamento aerdbico: Normonutrido N&o Treinado (NNT),
Normonutrido Treinado (NT), Supernutrido N&o Treinado (SNT), Supernutrido
Treinado (ST). A divisdo para a pratica ou ndo do treinamento aerdbico foi realizada
de acordo com os resultados do teste incremental, sendo os mais aptos para estar
nos grupos treinados aqueles que conseguiram correr por mais tempo. Aos 24° dias,
0s grupos treinados foram submetidos a um programa de treinamento aerdbico
moderado, e seguiram o protocolo experimental, que consistiu em 4 semanas de
treinamento, por 5 dias na semana e 60min por dia a 50% da capacidade maxima
atingida na corrida em esteira ergométrica Inbramed, modelo para ratos 9015.5.X
(Figura 14).
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F|gura 14: Esteira ergométrica Inbramed, modelo para ratos 9015.5.X,
que foi utilizada para realizar o protocolo de treinamento aerébio dos
animais.

A pratica do exercicio fisico aerdbico foi realizada pela manha, pontualmente
as 8h. O protocolo consistiu em 5 minutos em uma velocidade um ponto abaixo da
velocidade alvo avaliado no teste de capacidade maxima atingida realizado
previamente, 50 minutos na velocidade alvo, e mais 5 minutos na mesma velocidade
inicial, mimetizando um protocolo de aquecimento, zona de treino, e volta a calma.
Apods 5 dias de treino na esteira, a velocidade era sempre ajustada no sabado para
ser aplicada na semana seguinte (Brooks, 1978; Rodrigues, 2007). Os grupos que nao
realizaram treinamento permaneceram nas gaiolas no mesmo ambiente e tempo dos
animais em treinamento (Bell6-Kein, 2000; Braz et al., 2015; Silva Pedroza et al.,
2021).

5.3. Avaliagdo da massa corporal

A massa corporal (em gramas) foi mensurada durante o periodo de lactagao
(7, 14, 21 dias), parte dos animais aos 30 dias de vida e apds o treinamento fisico,
aos 54 dias de vida. Para isso foi utilizada uma balanga digital de precisdo — Marte,

com capacidade maxima de 1010g e sensibilidade de pesagem 0,01g.
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5.4. Avaliacdo do indice de Lee

O indice de Lee foi avaliado aos 30 e 54 dias de vida, ou seja, antes e apds o
protocolo do treinamento aerdbico com intuito de verificar sobrepeso e obesidade nos
ratos como descrito em (Lee, 1929). Para tal determinagéo foi utilizada a seguinte
féormula: peso corporal sobre comprimento naso-anal elevado a raiz cubica. O

resultado foi descrito em g/cm3.

5.5. Coleta do tecido cardiaco

Os animais que foram eutanasiados aos 54 dias onde passaram por cirurgia
para remover o tecido cardiaco, que imediatamente foram pesados e congelados a -
80°C.

5.6. Preparo do homogenato do tecido cardiaco para utilizagéo nas técnicas
bioquimicas
O tecido cardiaco foi homogeneizado com tampao de extragdo (Tris base
50mM, pH:7,4. EDTA 1Mm, Ortovanadato de sodio 2mM, PMSF 2mM). Apés realizar
a homogeneizacédo, as amostras foram centrifugadas a 4000 RPM, por 10 minutos, a
4°C e os sobrenadantes foram submetidos a quantificacdo proteica através de uma

dosagem de proteina (Bradford, 1976).

5.7. Dosagem de proteina

A concentragao de proteina do homogenato do coragéo foi determinada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). O principio do método €& determinado pela
concentragao de ligagbes peptidicas através da medida de absorbancia do complexo
proteina-corante. O complexo absorve em comprimento de onda de 595nm e a
absorbancia é considerada proporcional a concentracdo de proteina na solugao
analisada, a solugéo de albumina de soro bovino (BSA) a 2mg/mL foi utilizada como

padréao.

5.8. Isolamento de mitocéndrias

Para isolar mitocOndrias de coragdes, os ventriculos cardiacos foram

rapidamente dissecados, lavados com PBS e homogeneizados em gelo com Ultra-
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Turrax (IKA, T10 basic, Alemanha) em 2 volumes de tampao gelado contendo 225
mmol/L de manitol, 75 mmol/L de sacarose, 5 mmol/L de acido 3-(N-morfolino)
propanossulfénico (MOPS), 0,5 mmol/L de EGTA, 2 mmol/L de taurina e 0,2% de BSA
(pH 7,25). As mitocdndrias recém-isoladas foram preparadas a partir dos coragdes
homogeneizados por centrifugacdo diferencial, conforme descrito previamente
(Imahashi et al. 2004; Lagranha et al. 2010). Aliquotas de mitocdndrias foram
utilizadas para determinacdo do conteudo total de proteinas pelo protocolo de
Bradford (Bradford 1976).

5.9. Consumo de oxigénio mitocondrial

A mensuracao da respiragao mitocondrial foi realizada a 28 °C em uma camara
modelo 600 SL conectada a um eletrodo de oxigénio tipo Clark (Hansatech
Instruments, Pentney King’s Lynn, Reino Unido). As mitocdndrias foram incubadas em
tampao respiratério contendo 120 mmol/L de cloreto de potassio (KCI), 5 mmol/L de
MOPS, 1 mmol/L de &cido etilenoglicol tetracético (EGTA), 5 mmol/L de fosfato
monopotassico (KH,PO,) e 0,2% de BSA. As mitocéndrias foram utilizadas na
concentragéo de 0,5 mg de proteina/mL de tampao. A respiragdo mitocondrial foi
avaliada com substratos para o complexo | (10 mmol/L de glutamato / 2 mmol/L de
malato), e o estado fosforilativo mitocondrial foi determinado pela adigdo de ADP (0,5
mmol/L) (Lagranha et al., 2010).

5.10. Abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP)

A avaliagao da abertura do MPTP foi realizada conforme metodologia descrita
por Vercesi et al. (1988). A ativagao desse poro leva ao aumento do volume da matriz
mitocondrial, fendmeno detectado por espectrofotometria como uma queda na
absorbancia a 520 nm. Para isso, mitocdondrias isoladas (0,5 mg/mL de proteina)
foram incubadas em um tampao de intumescimento composto por 125 mM de
sacarose, 10 mM de HEPES (pH 7,2), 65 mM de KCI, 2 mM de K2HPO4, 1 mM de
MgCI2, 2 uM de rotenona e 5 mM de succinato, na presenga ou auséncia de 0,5 mM
de EGTA. A especificidade do processo foi confirmada pelo uso de 0,1 uM de
ciclosporina A (CsA), inibidor classico do MPTP, e pela adi¢gao de 0,5 mM de EGTA,

um agente quelante de calcio.
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5.11. Avaliagdo da atividade da enzima Citrato Sintase

Foi adicionado 0,3mg/ml de tecido coletado a um meio de reagcéo contendo em
mmol/L 100 de Tris-HCL, 1 MgCL2, 1 EDTA, 0,2 5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzdico),
3 acetil-Coa redutase, 5 oxaloacetado e 0,3 mg/mL de homogenato, a atividade foi
avaliada durante 3 minutos a um comprimento de onda de 420nm como descrito
anteriormente por (BRAZ et al., 2015). Os resultados foram expressos em U/mg de

proteina.

5.12. Quantificagdo das espécies reativas de oxigénio (ERQO’s)

Por meio de uma sonda fluorescente, foi mensurada a producdo mitocondrial
de espécies reativas. Essa mensuragédo foi feita com o homogenato do tecido
cardiaco fresco, a partir de reagentes contendo 100 mM de Tris-HCI (pH 8,2), 1 uM
DCFDA (5-(e 6)-clorometil-2',7" diclorodihidrofluoresceina diacetato, acetil éster) e
homogenato do tecidos com uma concentragédo de proteina 200 pg. A fluorescéncia
foi monitorada por 5 minutos a 485 nm de excitagdo e emissdo de 530 nm de

espectrofotometria de fluorescéncia (da Silva et al., 2015).

5.13. Razdo NAD+/NADH

Para os niveis de NAD+ e NADH, 100 ug de proteina por amostra de tecido
cardiaco foram incubadas com um tampao contendo 50 mM-TRIS, e 1 mM-EDTA (pH
7,4), as analises foram realizadas usando um espectrofotometro (IL-592, ELEVE,
China) em temperatura ambiente por 1 min. As absorbéncias sdo lidas em dois
comprimentos de onda, 260 nm e 340 nm, para NAD+ e NADH, respectivamente, para

avaliar a cinética de oxidagao do nucleotideo de piridina (razdo NAD+/NADH).

5.14. Avaliagéo dos niveis de malondialdeido (MDA)

Conhecido como um dos produtos da peroxidacado lipidica, para obter o
malondialdeido, foram utilizados 200 ug de proteina do homogenato do tecido
cardiaco e reagiram com acido tiobarbiturico (TBA). O MDA ou substancias
semelhantes ao MDA produzem um pigmento cor-de-rosa com absor¢ao maxima a
535 nm. A reacéo foi iniciada pela adicdo sequencial de acido tricloroacético (TCA) a

30% e Tris-HCI com pH 7,4 (3 mM) as amostras, seguida de centrifugagéo a 4000
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RPM durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo, misturado com
um volume igual de TBA a 0,8% (v/v) e fervido durante 30 minutos. A absorbancia da
fase organica foi lida a 535nm num espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos

em mM de proteina (Buege and Aust 1978).

5.15. Conteudo de proteinas oxidadas (Carbonilas)

A avaliacao da oxidacao de proteinas se da através da reacdo com o composto
2 ,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) descrito por (ZANATTA et al., 2013). As proteinas 300
Mg foram precipitadas em TCA 20% e o pellet, apds centrifugagao (1180xg por 15min),
ressuspenso em DNPH 10 mM dissolvido em HCI 2,5M e incubados no escuro a
temperatura ambiente durante uma hora. Posteriormente, as proteinas precipitadas
em adicdo ao TCA 20% foram centrifugadas trés vezes a 1180xg por 5min a
temperatura ambiente, usando etanol e acetato de etila (1:1 v/v) para lavagem e o
precipitado ressuspenso em guanidina 6 M, com incubacéo a 37°C em banho maria,
por 5min e levado ao espectrofotometro UV/Visivel Biochrom Libra S12 para medida

a 370nm. Os resultados foram expressos em yM/mg de proteina.

5.16. Avaliagdo do estado REDOX celular (razdo GSH/GSSG)

A razdo GSH/GSSG costuma ser avaliada através da quantificagdo do
conteudo de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (HISSIN e HILF, 1976). Em
tampao 0,1M de fosfato contendo 5mM de EDTA (pH8,0) foi adicionado 300ug do
homogenato cardiaco e fluorescente ortoftaldeido (1uM), posteriormente foi incubado
a temperatura ambiente, por 15 minutos e lido em espectrofluorimetro do tipo Fluostar
Omega (BMG Labtech, USA), utilizando os comprimentos de onda de 350nm de
excitacdo e 420nm de emissao. Para determinar os niveis de GSSG a amostra foi
incubada com 0,04M de N-ethylmaleimide por 30 minutos, em seguida foi adicionado
tampao NaOH a 0,1M. Posteriormente, foram seguidas as mesmas etapas de GSH
para determinar GSSG. Uma curva padrao com concentragdes conhecidas de GSH e
GSSG ¢ utilizada para determinar as concentragdes dos determinados grupos nas
amostras. O estado REDOX foi determinado pela relagao entre GSH/GSSG (Hissin e
Hilf, 1976). As concentragcbes de GSH e GSSH foram expressas em pM/mg de

proteina.
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5.17. Conteudo de tiol total (Sulfidrilas)

O conteudo de sulfidrilas foi determinado a partir da reagdo com o composto
DTNB (5,5'-ditiobis (2-acido nitrobenzdico). Aliquota do homogenato (300ug de
proteina) foi incubada no escuro com DTNB 10 mM e completado o volume final de
1mL com tampao de extragdo pH:7,4 a 30°C em seguida foi realizada a leitura com
absorbancia a 412nm em espectrofotbmetro UV/Visivel Biochrom Libra S12

(ELLMAN, 1959). Os resultados foram expressos em mmol/mg de proteina.

5.18. Expressao do mRNA e Avaliacdo por RT-PCR

O RNA total foi extraido dos tecidos com o reagente Trizol, utilizando o método
do isotiocianato de guanidina (Chomczynski and Sacchi 1987), de acordo com as
instrugdes do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os sedimentos de RNA
foram lavados com etanol a 75%, centrifugados a 7500 x g durante 5 minutos a 4°C,
secos ao ar e dissolvidos em agua ultrapura tratada com DEPC. A quantificagdo do
RNA foi efetuada em um espectrofotometro (Thermo Scientific, EUA) e a pureza foi
avaliada utilizando a razdo de absorbancia de 260/280 nm. Em seguida, foram
realizadas reagdes de reagao em cadeia da polimerase (RT- PCR) em tempo real para
Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1-a (PGC1a), Fator de
Transcricdo Mitocondrial A (TFAM), Proteina de Fissdo Mitocondrial 1 (FIS1),
Dindmica Mitocondrial OPA1 Semelhante a GTPase (OPA1) e Proteina
Desacopladora 2 (UCP2) utilizando o kit SuperScript® Ill Platinum® SYBR® Green
gRT-PCR (Invitrogen, EUA). As amostras foram processadas em duplicado e os
valores do ciclo limiar (Ct) de cada gene-alvo foram normalizados para o f2M Ct
determinado nas mesmas amostras. A expressao relativa do RNAm foi determinada

utilizando o método 2*-AACt.

5.19. Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o Excel 2010 (Washington, EUA) e o
GraphPad Prism 10 (GraphPad, La Jolla, CA, EUA). Os dados foram expressos em
média e erro padrao da média. Visando enxergar as possiveis diferengas entre os dois
grupos, foi utilizado o test t student n. Além disso, para comparar os grupos

experimentais, foi feita uma analise de variancia usando o teste de ANOVA two- way
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com comparagdes nao pareado multiplas associado ao pds-teste de Tukey. O nivel

de significancia em todos os casos foi mantido em 5% (p<0.05) para todas as analises.
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6. RESULTADOS

6.1. Massa corporal aos 7, 14, 21 dias

Observou-se aumento crescente da massa corporal dos animais, onde os
animais do grupo NNT aos 7, 14 e 21 dias respectivamente (NNT7: 13.00+0.362 vs
NNT14: 22.72+0.360 g, n=18, p<0,0001), (NNT14: 22.72+0.360 vs NNT21:
36.61+0.543 g, n=18, p<0,0001). Também foi observado um aumento no grupo SNT
aos 7, 14 e 21 dias respectivamente (SNT7: 16.00+0.350 vs SNT14: 32.33+0.695 g,
n=15, p<0,0001), (SNT14: 32.33+£0.695 vs SNT21: 49.47+0.872 g, n=15, p<0,0001).
Além disso, também foi observado que o grupo SNT teve maior massa corporal
comparada ao NNT aos 7, 14 e 21 dias respectivamente (NNT7: 13.00+0.362 vs
SNT7: 16.00£0.350 g, n=15 a 18, p=0,0003), (NNT14: 22.72+0.360 vs SS14:
32.33+0.695 g, n=15 a 18, p<0,0001) e (NNT21: 36.61+0.543 vs SNT21: 49.47+0.872
g, n=15 a 18, p<0,0001) (Figura 15).
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Figura 15: Massa corporal aos 7, 14, 21 dias dos animais que foram submetidos a supernutricdo durante a
lactagdo. Grupos analisados: Normonutridos (Normo) n= 18; Supernutridos (Super) n=15. Os valores sao
representados como médiaterro padrdo da média e foram analisados usando ANOVA TWO WAY para
comparagao dos grupos. Valor de p (***p=0,0003, ****p<0,0001).
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6.2. Massa corporal aos 30 dias

Observou-se um aumento de massa corporal nos animais aos 30 dias no grupo
super comparado ao normo (NNT: 71.56+2.609 vs SNT: 92.33+ 3.416 g, n=9,
p<0,0002) (Figura 16).
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Figura 16: Massa corporal aos 30 dias dos animais que foram submetidos a supernutricdo durante a
lactagdo. Grupos analisados: Normonutridos (Normo) n= 9; Supernutridos (Super) n=9. Os valores sao
representados como médiat erro padrdo da média e foram analisados usando teste “t” de Student para
comparagao dos grupos. Valor de p (***p=0,0003).

6.3. Massa corporal aos 54 dias

Observou-se uma diminuicdo de massa corporal no 54° dia no grupo normo
nao treinado (NNT) comparado ao normo treinado (NT) (NNT: 228.375+6.689 vs NT:
202.222+2.471 g, n=8 a 9, p=0,01). Também foi observado um aumento no grupo
super nao treinado (SNT) comparado ao normo nao treinado (NNT) (NNT:
228.375+6.689 vs SNT:258.500+10.026 g, n=6 a 8, p=0,01). Houve um aumento na
massa corporal no grupo super treinado (ST) comparado ao normos treinado (NT)
(NT:202.222+2.471 vs ST:231.750+£5.297 g, n=8 a 9, p=0,005). Também foi visto um
aumento no grupo super ndo treinado (SNT) comparado ao super treinado (ST)
(SS:258.500+10.026 vs ST:231.7504£5.297 g, n= 6 a 8, p=0,03) (Figura 17).
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Figura 17: Massa corporal aos 54 dias dos animais que foram submetidos a supernutricdo durante a lactagao.
Grupos analisados: Normo Nao Treinado (NNT) n= 8, Normo Treinado (NT) n=9, Super Nao Treinado (SNT) n=6,
Super Treinado (ST) n=8. Os valores sao representados como médiaterro padrdo da média foi utilizado o ANOVA
TWO WAY para comparagao dos grupos. Valor de p (*p=0,01 **p=0,005).

6.4. Indice de Lee aos 28 dias

Foi observado um aumento no indice de Lee ao 28° dia nos animais
supernutridos em relagao aos normonutridos (NNT: 321.7+3.987 vs SNT: 338.1+4.809
g/cm?, n=9 a 12, p=0,0158) (Figura 18).
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Figura 18: indice de Lee ao 28° dia de vida de animais que foram submetidos a supernutricdo durante
a lactagéo. Grupos analisados: Normo n=12, Super n=9. Os dados s&o representados como médiaterro
padrdo da média foi utilizado o Teste “t” de student ndo pareado para comparagédo dos grupos. Valor
de p (*p=0,158).

6.5. Indice de Lee aos 54 dias

N&o houve diferenca significativa no indice de Lee ao 54° dia de vida dos
animais normonutridos ndo treinados em comparagcdo ao grupo treinado (NNT:
3311£5.281g/cm?3, n=6 a 9, p=0,9992) bem como no grupo supernutridos n&o treinado
comparado ao seu grupo treinado (SNT336.167+3.544 vs ST:342+16.849 g/cm?, n=6
a7,p=0,9733) (Figura 19).
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Figura 19: indice de Lee ao 54° dia de animais que foram submetidos a supernutricdo durante a lactaco.
Grupos analisados: Normo Nao Treinado (NNT) n=9, Normo Treinado (NT) n=6, Super Nao Treinado (SNT)
n=6, Super Treinado (ST) n=7. Os dados sao representados como média + erro padrdo da média foi utilizado
o ANOVA TWO WAY para comparagao dos grupos.

6.6. Analise da Respiragédo e Inchamento Mitocondrial

Em relagéo a respiragao mitocondrial, o estado 2 (ST2), que corresponde ao
estado basal da mitocdndria, onde a respiracdo ocorre na presenga de substratos
energéticos, mas sem ADP, observamos que 0s animais supernutridos nao treinados
apresentaram uma taxa respiratoria mais elevada em comparacao aos normonutridos
(NNT: 4,22 + 3,09; SNT: 9,87 £ 4,19; p=0,029).

Quanto ao estado 3 (ST3), que reflete a respiragdo mitocondrial estimulada
pela adicdo de ADP (fase de fosforilagdo oxidativa), e ao estado 4 (ST4), que
representa o consumo de oxigénio apds a inibicdo da ATP sintase pela oligomicina
(respiracdo de repouso), ndo foram detectadas diferengas significativas entre os

grupos. O VMAX, avaliado em presenga do desacoplador CCCP (que desvia o
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gradiente de prétons e mede a capacidade respiratdéria maxima do sistema), também
nao apresentou variagdes significativas entre os grupos.

Além disso, a razdo entre os estados fosforilado (ST3) e de repouso (ST4), um
indicador da eficiéncia do acoplamento mitocondrial, mostrou-se reduzida nos animais
supernutridos sedentarios em relagdo aos normonutridos (NNT: 13,39 + 8,94; SNT:
5,59 + 1,91; p=0,043). (FIGURA 20)
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Figura 20: Respiragdo mitocondrial dos animais que foram submetidos a supernutricdo durante a lactagao
aos 54 dias. Foi analisado: Estado basal (grafico A), estado estimulado com ADP (grafico B), estado de
repouso com oligomicina (grafico C) estado desacoplado (grafico D) e razdo entre o estado de repouso e
desacoplado (grafico E). Grupos analisados: NNT =4, NT =4, ST =4, SNT = 4. Os dados sao representados
como média erro padrdao da média e foi utilizado o ANOVA TWO WAY para comparagéao dos grupos.
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Por fim, as analises de inchamento mitocondrial, ndo diferiu entre os grupos
(FIGURA 21).

o

S 150 .
< Il Normonutridos
8 3 Supernutridos
°

g 100 - — e

o

2

£

o 50—

=]

c

]

£

2

e 0 T T

Nao treinados Treinados



51

Figura 21: Avaliagdo do inchamento mitocondrial dos animais que foram submetidos a supernutricao
durante a lactagéo aos 54 dias. Grupos analisados: NNT =4, NT =4, ST =4, SNT =4. Os dados sao representados
como média erro padrdao da média e foi utilizado o ANOVA TWO WAY para comparagéao dos grupos.

6.7.Analise dos biomarcadores de estresse oxidativo no coragdo

Em relagdo aos biomarcadores de estresse oxidativo, analisamos os niveis de
malonaldeido (MDA) e carbonilas. O MDA atua como um marcador de peroxidagao
lipidica. Visando identificar os impactos isolados da supernutricdo, as nossas analises
demonstraram que o grupo supernutrido ndo treinado (SNT) apresentou niveis
elevados quando comparadas com o grupo normonutrido ndo treinado (NNT) (NNT:
80.846+4.506, vs SNT: 113.24418,496, p=0.0005). Ao analisar os impactos do
treinamento fisico nos niveis de MDA, o grupo normonutrido treinado (NT) apresentou
valores inferiores comparados ao normonutrido ndo treinado (NNT) (NNT:
113.244+8,496; NT: 8.387+0.751, p=0.0005). Por fim, visando explicar os impactos
associados do treinamento fisico em condigdo de supernutricdo, observou-se que a
concentragdo de MDA estava mais baixa nos animais ST em comparagao com o grupo
SNT (SNT: 113.244+8,496; ST: 11.058+1.336, p=<0.0001).

A avaliagao da oxidagao de proteinas foi realizada através da analise dos niveis
de carbonilas, onde comparamos os grupos NT e NS para analisar os efeitos do
treinamento que demonstrou que nao houve significancia em comparagao ao grupo
NNT (NNT: 0.018+0.003 vs NT: 0.010+0.002 p=0.4786). Comparando os efeitos da
supernutricdo, vimos que o grupo SNT apresentou uma concentragdo maior de
carbonilas comparado com o grupo NNT (NNT: 0.018+0.003; SNT: 0.125+0.004,
p=0.0001). No que se refere a analise entre os grupos ST e SNT, observamos que o
grupo SS teve valores mais elevados em relagdo ao grupo ST (SNT: 0.125£0.004 vs
ST: 0.103+0.005 p=0.0037) (figura 22).

Z
L

150

ek ek 0.15 ol **

120 _:E

90

Il Normonutridos

= akdal [ Supernutridos

e

—

)
1

60 -

Nivel de MDA
g
&
L

(mM/mg de proteina)

30 R
0- : ] o,oo_j |

I 1
Nao treinados Treinados Nao treinados Treinados

Nivel de Carboninas
(mM/mg de proteina)




52

Figura 22:: Niveis de Malonealdeido (MDA) e Carbonilas dos animais ao 54° dia de animais que foram submetidos
a supernutricdo durante a lactagédo. Grupos analisados: NT n=6, NNT n=8, SNT n=6, NNT n=6, ST n=6 (p<0.001**,
p <0.0001***, p< 0.00001****). Os dados sao representados como médiaterro padrdo da média foi utilizado o
ANOVA TWO WAY para comparagao dos grupos.

6.8. Avaliagdo do estado REDOX no coragéo

Considerando a razao entre GSH/GSSG no aspecto de treino nos grupos NT e
NNT, observou-se uma melhor atividade nos animais pertencentes ao grupo NT (NNT:
0.082+0.007; NT: 0.404+0.044, p=0.0001). Em relagéo a supernutrigdo, ao analisar os
grupos SNT e NNT foi visto que houve uma melhora no balango REDOX do grupo
NNT (NNT: 0.404+0.044; SNT: 0.082+0.0087, p=0.0001). Comparando os grupos ST
e SNT, observou-se uma elevagdo no grupo SNT (SNT: 0.082+0.0087 vs ST:
0.692+0.050 p=0,0001).

O conteudo de tidis totais dos grupos NNT e NT demonstrou ser mais elevado
nos animais NT (NNT: 0.216+£0.025 vs NT: 0.238+0.018 p=0.0010), para os grupos
NNT e SNT, a quantidade de tiois totais estava mais elevada no grupo NNT (N: NNT:
0.216+0.025 vs SNT: 0.129+0.115 p=0.0120). Por fim, comparando os grupos ST e
SNT, observamos que o grupo ST apresentou niveis mais elevados de tidis totais
(SNT: 0.129+0.015; ST: 0.028+0.11, p=0.0027) (Figura 23).
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Figura 23: Avaliagdo do estado REDOX (razdo GSH/GSSG) e Tiois totais dos animais ao 54° dia de animais que
foram submetidos a supernutricdo durante a lactagdo. Grupos analisados: NT n=6, NNT n=8, SNT n=6, ST n=6,
ST n=6 (p=<0.005%, p<0.001**, p< 0.00001****). Os dados sao representados como médiazt erro padrdo da média
foi utilizado o ANOVA TWO WAY para comparagao dos grupos.

6.9. Estado REDOX celular e mitocondrial no coragdo

Em relagdo a avaliagdo das coenzimas nos estados reduzido e oxidado, o
conteudo de NAD e NADH nao demonstrou significancia entre os grupos analisados
(figura 24).
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A atividade da enzima citrato sintase esteve maior quando comparada entre os
grupos NT e NNT (NNT: 0.027+£0.024; NT: 0.029+£0.029, p=0.0031). Ao comparar a
atividade da enzima nos grupos NNT e SNT, foi observado que ela demonstrou uma
melhor atividade no grupo NNT (NNT: 0.027+£0.024 vs SNT: 0.099+0.018, p=0,003).
Por fim, analisando os grupos ST e SNT, observamos que o grupo ST apresentou
uma melhor atividade da enzima (SNT: 0.099+£0.018 vs ST: 0.195+0.11 p=0,023).

Em relacéo a producao de espécies reativas totais, comparando os animais do
grupo NNT e NT, ndo houve diferenga significativa entre os grupos. Comparando os
grupos NNT e SNT vimos que o grupo SNT apresentou maiores niveis de espécies
reativas totais (NNT: 0.004+0.001 vs SNT: 0.007+0.001 p=0,013). De acordo com a
analise realizada entre as condi¢des associadas de supernutricdo entre os grupos de
animais ST e SNT, vimos que o grupo SNT apresentou maiores indicadores de
espécies reativas totais (SNT: 0.007+0.001; ST: 0.004+0.001, p=0,029) (Figura 24).
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Figura 24: Avaliacdo do NAD+, NADH, razao NAD/NADH, citrato cintase e CCFDA dos animais ao 54° dia de
animais que foram submetidos a supernutrigdo durante a lactagdo. Grupos analisados: NT n=6, NNT n=8, SNT
n=5, NT n=5, ST n=6 (p<0.005, p<0.001**). Os dados sao representados como média terro padrdo da média foi
utilizado o ANOVA TWO WAY para comparagao dos grupos.

6.10. Expresséo génica

Em relacdo a expressdo de genes envolvidos na dinamica e biogénese
mitocondrial, observamos um aumento significativo nos niveis de PGC1a no grupo

super treinado em comparagao ao grupo normo treinado (NT: 1,6 £0,4; ST: 2.1 £ 0.3,
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p=0,0009). A mesma tendéncia foi verificada para os genes TFAM (NT: 1,1+ 0,2; ST:
1,2 £ 0,1; p=0,0043) e FIS1, que também apresentaram maior expressdo no grupo
super treinado (NT: 0,9 £ 0,2; ST: 1,4 £ 0,4; p=0,0051). No entanto, ndo houve
diferenca significativa na expressao do gene OPA1 entre os grupos analisados.
Quanto a UCP2, sua expressao mostrou-se reduzida em duas comparacdes
distintas: entre o grupo normo néo treinado e super nao treinado (NNT: 1.0 £0,2; SNT:

0,3%0,4; p=0,0378) e entre o grupo normo nao treinado e normo treinado (NNT: 1.0
10,2; NT: 0,2 £0,4; p=0,0173) (figura 25).
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Figura 25: Expressao génica no coragao de animais que foram submetidos a supernutrigdo durante a lactagao aos 54
dias. Genes analisados: PGC-1a, TFAM, FIS1, OPA1, UCP2. Grupos analisados: NNT = 4, NT = 4, ST =4, SNT = 4.

Os dados sao representados como média terro padrdo da média e foi utilizado o ANOVA TWO WAY para comparagéo
dos grupos.



55

7. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a supernutricdo em ratos induz
um aumento significativo e progressivo da massa corporal desde os estagios iniciais
de desenvolvimento quando comparado a nutricio padrdo. Esse padrao de
crescimento acelerado corrobora com estudos prévios do nosso grupo de pesquisa
que associam a supernutricdo, a partir da redugao de ninhada, a alteragbes no
metabolismo energético e no desenvolvimento somatico (Rodrigues et al., 2025;
Santos-Junior et al., 2025; Silva et al., 2025). O fendtipo observado sinaliza que a
programacgao metabdlica neonatal pode ser influenciada pela disponibilidade
energética elevada, conforme descrito na literatura sobre programacao fetal (Barker,
1990).

A diferenca acentuada do peso corporal nos dias 7, 14 e 21 entre os grupos
supernutridos ao longo do tempo reforga a hipdtese de que a supernutricdo estabelece
um estado de balango energético positivo crénico, levando a alteragbes na
composic¢ao corporal. Esse achado esta em consonéncia com modelos experimentais,
onde o excesso nutricional nos periodos criticos do desenvolvimento desregula
mecanismos centrais de controle do apetite e gasto energético (Schumacher et al.,
2021).

Entretanto, no contexto da intervencdo com exercicio fisico, observamos que o
treinamento aerdbico de intensidade moderada foi capaz de atenuar
significativamente o ganho de massa corporal em ambos os grupos nutricionais. Esse
efeito modulador do exercicio esta alinhado com evidéncias que demonstram sua
capacidade em promover aumento do gasto energético e oxidagéo lipidica, mesmo
em condigdes adversas com a obesidade (Franco; Natali; Costa, 2021; Gopalan et al.,
2021). Vale pontuar que, a redugao ponderal nos grupos treinados pode refletir
alteracbes favoraveis na composicao corporal, com possivel incremento da massa
magra em detrimento do tecido adiposo.

A andlise do indice de Lee, ¢ uma medida da relacdo entre o peso e o
comprimento do corpo de um rato, utilizada para estimar a quantidade de gordura
corporal. E uma forma de avaliar o risco de obesidade em ratos (Lee, 1929). No nosso
trabalho, esse indice nos revelou, aos 28 dias de vida, que a supernutricdo promoveu
aumento precoce nos valores deste parametro, indicando maior adiposidade nos
animais superalimentados, conforme ja visto em estudos anteriores com esse modelo
(Rodrigues et al., 2025; Santos-Junior et al., 2025).
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Apesar disso, a auséncia de diferengas significativas aos 54 dias entre todos
0s grupos, inclusive entre os treinados podem sugerir que o exercicio fisico pode ter
induzido adaptagdes metabdlicas que modulam a distribuicdo da gordura corporal sem
necessariamente alterar este indice de forma marcante. Esse fenbmeno pode estar
relacionado com as conhecidas capacidades do treinamento em melhorar a
sensibilidade a insulina e a oxidagao de acidos graxos (Yu et al., 2016).

Apos as observagdes em relacdo ao fendtipo, comecamos a avaliar questdes
celulares, e observamos que a elevacao da respiragao mitocondrial em estado basal
(ST2) observada em animais supernutridos sedentarios sugere uma potencial
desregulagdo da homeostase bioenergética mitocondrial (He, Xu et al. 2022). Este
fendmeno pode refletir um aumento do vazamento de prétons através da membrana
mitocondrial interna, mecanismo frequentemente associado ao estresse oxidativo em
contextos de excesso nutricional.

Evidéncias prévias indicam que dietas desreguladas alteram a composigao
lipidica da membrana e modulam a expressdao de proteinas desacopladoras,
promovendo uma elevagao da respiragdo ndo acoplada a sintese de ATP (Kyriazis,
Vassi et al. 2022, Danielak and Magierowski 2025). Tal adaptagdo paradoxal,
caracterizada por maior consumo de oxigénio sem incremento proporcional na
producao energética, pode representar uma resposta compensatoria inicial frente ao
excesso de substratos, com o objetivo de evitar a sobrecarga da cadeia transportadora
de elétrons.

Na sequéncia, observamos que ocorreu uma preservagao da respiracao nos
estados 3 e 4 em todos os grupos avaliados sugere que os principais componentes
da fosforilagdo oxidativa, incluindo o transporte de elétrons e a atividade da ATP
sintase, permanecem funcionais, mesmo sob condi¢gdes de supernutricido e
sedentarismo. Este achado contrasta com relatos de modelos de disfungao metabdlica
avangada, nos quais se observa reducido da capacidade respiratéria dependente de
ADP (Schwarzer, Osterholt et al. 2014, Bugger, Byrne et al. 2022). Nesse sentido, os
resultados aqui apresentados sugerem que o estagio inicial da respiragao mitocondrial
pode ser mais afetado do que os demais estamos associados a maquinaria
respiratoria.

Ainda observamos a diminuicdo da razao entre a respiracao fosforilativa e de
repouso nos animais supernutridos sedentarios pode indicar uma reducido da
eficiéncia do acoplamento mitocondrial. Este aspecto € particularmente relevante, pois

evidencia que, apesar da manutengao da capacidade maxima respiratéria, ha prejuizo
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na conversao do gradiente eletroquimico em energia quimica. Esse desacoplamento
parcial pode favorecer um estado de ineficiéncia energética, no qual parte do potencial
REDOX é dissipada sob a forma de calor, em detrimento da sintese de ATP. Tal
mecanismo tem sido implicado no desenvolvimento de resisténcia a insulina,
disfungcdes metabdlicas e maior suscetibilidade ao estresse oxidativo (Aon, Tocchetti
et al. 2015, Layec, Bringard et al. 2016). Como n&o avaliamos diretamente os niveis e
a concetragao de ATP, podemos apenas sugerir uma possivel modulagdo negativa
sobre a cadeia respiratoria induzida pela supernutricio precoce.

Além disso, os resultados deste estudo evidenciam uma interagdo dinamica
entre a supernutricdo, treinamento fisico, disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo
no tecido cardiaco. A analise dos biomarcadores revelou que a supernutricdo
promoveu um aumento significativo nos indicadores de danos oxidativos, como o
malonaldeido (MDA) e a oxidacao de proteinas. Esses achados indicam um estado
de estresse oxidativo marcado, com comprometimento de biomoléculas essenciais,
como lipidios e proteinas, condicdo que pode estar na base de grande parte dos danos
celulares e teciduais (Garcia-Sanchez; Miranda-Diaz; Cardona-Mufioz, 2020). Este
achado esta alinhado com estudos prévios que associam o sobrepeso e obesidade a
disfungdo mitocondrial e aumento na producgéo de espécies reativas de oxigénio em
tecidos metabolicamente ativos, o que, consequentemente, pode levar a danos
oxidativos (Marino et al., 2025).

Mesmo diante de um cenario de supernutricdo, observamos que o treinamento
fisico atuou como um importante modulador desse processo, promovendo efeitos
antioxidantes significativos e reduzindo os biomarcadores de estresse oxidativo. A
reducao desses marcadores de oxidagao nos grupos treinados tanto em condigdes de
normonutricdo quanto de supernutricdo, sugere uma melhora na resisténcia ao
estresse oxidativo. Esse efeito protetor pode estar relacionado a uma maior
capacidade mitocondrial, evidenciada pelo aumento da atividade da enzima citrato
sintase nos animais treinados, indicando uma maior eficiéncia no metabolismo
energético (Hargreaves; Spriet, 2020; Thyfault; Bergouignan, 2021).

A avaliagdo do estado REDOX ainda nos revelou algumas alteragdes
significativas no equilibrio entre sistemas pré e antioxidantes. A supernutricdo levou a
uma redugdao nos niveis de tidis totais e na razdao GSH/GSSG, indicando
comprometimento dos sistemas de defesa antioxidante (Ferguson; Bridge, 2019;
Kukurt et al., 2021). Em contraste, o treinamento fisico foi capaz de melhorar este

perfil, mantendo um ambiente REDOX mais equilibrado mesmo na presenca de
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condicbes desfavoraveis, como a supernutricdo. Estes resultados confirmam dados
da literatura que afirmam que o exercicio fisico moderado pode ativar vias de defesa
celular que compensam parcialmente os efeitos deletérios do excesso nutricional
(Tofas et al., 2019; Qiu et al., 2022; Silva et al., 2025).

No que diz respeito a funcdo celular e mitocondrial, ndo foram observadas
diferencas significativas nos niveis absolutos de NAD* e NADH no tecido cardiaco
entre os diferentes grupos experimentais. No entanto, a razdo NAD*/NADH
apresentou-se aumentada nos ratos supernutridos, o que sugere um estado REDOX
mais oxidativo. Esse aumento na razdo indica uma predominancia do NAD" em
relagdo ao NADH, refletindo um possivel desequilibrio no metabolismo mitocondrial e
maior demanda por processos oxidativos nesse grupo (Teodoro; Rolo; Palmeiras,
2013).

Observamos ainda uma reducado na atividade da enzima citrato sintase nos
grupos supernutridos. Essa enzima desempenha um papel fundamental no
metabolismo energético por ser responsavel pela catalisagdo da primeira etapa do
ciclo do &cido citrico, processo central na geragao de energia mitocondrial por meio
da oxidagdo de acetil-CoA (Alabduladhem; Bordoni, 2022). A diminuicdo de sua
atividade pode sugerir um comprometimento da capacidade oxidativa mitocondrial nos
animais supernutridos. No entanto, o treinamento aerdbico foi capaz de restaurar a
atividade da enzima citrato sintase nos ratos supernutridos, indicando um efeito
benéfico do exercicio sobre a fungdo mitocondrial, conforme ja demonstrado
anteriormente (Bernado et al., 2023; De Souza et al., 2024; Silva et al., 2025). Além
disso, constatamos um aumento na producéo de espécies reativas totais no grupo de
ratos supernutridos, algo tipico em condi¢gdes de sobrepeso e obesidade (Furukawa
et al., 2017), efeito que foi atenuado pelo treinamento fisico, reforgando o papel do
exercicio como modulador da homeostase oxidativa (Garcia-Giménez; Canovas-
Cervera; Pallardo, 2024).

Em relacdo a expressdao de mRNA, os resultados demonstram que o
treinamento fisico moderado em ratos supernutridos proporcionou alteracbes
significativas na expressao de genes envolvidos na regulagdo mitocondrial, refletindo
uma adaptacdo bioquimica ao estresse metabdlico. O aumento na expressido de
PGC1a no grupo ST sugere uma ativagao robusta da via de biogénese mitocondrial,
consistente com o papel conhecido desse coativador transcricional como principal
regulador da biogénese e funcionalidade da rede mitocondrial em resposta a

demandas energéticas elevadas (You et al., 2024). Esse fendbmeno pode representar
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uma tentativa compensatoria da célula, a partir do exercicio, em aumentar a
capacidade oxidativa para lidar com o excesso de estresse metabdlico imposto pelo
estresse nutricional nos periodos do desenvolvimento.

Paralelamente, o aumento na expressdo de TFAM corrobora a ativagao desse
eixo, uma vez que esse fator transcricional atua posteriormente na via de sinalizagao
de PGC1a, sendo essencial para a replicacdo e manutencdo do DNA mitocondrial
(Mihaylov et al., 2023). Ja a elevacao de FIS1 pode indicar um possivel aumento na
fissdo mitocondrial, processo critico para a renovacao e controle de qualidade das
mitocdndrias, sugerindo que os ratos supernutridos que foram submetidos a
treinamentos moderados podem passar por um remodelamento dindmico da rede
mitocondrial (Ihenacho et al., 2021). A auséncia de alteragdes em OPA1, no entanto,
implica que os mecanismos de fusdo mitocondrial ndo foram significativamente
afetados, indicando uma possivel assimetria na regulagdo desses processos
dindmicos sob condicdes de treinamento ou de supernutricio.

Em contraste, a reducéo na expressdo de UCP2 em grupos especificos como
o supernutridos e normonutridos treinados pode refletir uma adaptagao bioenergética
para aumentar a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa, limitando o desacoplamento
mitocondrial e, consequentemente, otimizando a producao de ATP em um contexto
de alta demanda energética. Essa modulagcdo pode ainda estar associada a
mecanismos de protecdo contra o estresse oxidativo, ja que UCP2 participa na
regulacao de espécies reativas de oxigénio derivadas da cadeia respiratéria (Donadelli
etal., 2014).
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8. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a supernutricdo precoce
compromete a homeostase metabdlica e mitocondrial, favorecendo o aumento do
estresse oxidativo, porém n&o houveram alteragdes significativas entre os grupos NNT
e SNT na regulagao génica associada a biogénese mitocondrial, diferente dos demais
grupos que houveram significancia. Entretanto, o treinamento aerébico de intensidade
moderada mostrou-se um modulador eficaz desses efeitos deletérios, promovendo
reducdo dos biomarcadores de estresse oxidativo, restauragcao parcial da
bioenergética mitocondrial e ativagéo de vias adaptativas como PGC-1a, TFAM e
FIS1. Esses achados reforgam a importancia do exercicio fisico como estratégia nao
farmacologica para atenuar os prejuizos da supernutrigdo (que pode levar ao
sobrepeso e ou obesidade), sugerindo um papel protetor frente as alteragdes
metabdlicas precoces e contribuindo para a manutencdo da saude celular e do

equilibrio oxidativo.
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