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BUENO, Giselle Cristina. 2014. Atividade fisica durante a gestacdo em ratas
alimentadas com dieta de cafeteria promove protecao hepética na prole aos 21
dias. 2014. Dissertacao (Mestrado em Educacéao Fisica) — Centro de Ciéncias da
Saude. Universidade Estadual de Maringa, Maringa, 2014.

RESUMO

Estudos tém mostrado que o uso de dietas hipercaldricas durante a gestacdo e
lactacdo de ratos pode gerar prejuizos ndo sé ao animal como também a sua prole,
com o aparecimento de distarbios metabdlicos e cardiovasculares na vida adulta.
Diante de tais evidéncias, levanta-se o questionamento se a insercdo da atividade
fisica durante a gestacdo pode prevenir ou ao menos minimizar os efeitos deletérios
da dieta da mée sobre a prole. Dessa forma o objetivo do estudo foi avaliar o efeito da
dieta de cafeteria e atividade fisica durante a gestacdo sobre a infiltracdo lipidica
hepatica e parametros musculares em prole de ratos ao desmame. Para a formacgéo
dos grupos experimentais ratas Wistar prenhes, com cerca de 70 dias, foram
submetidas a dieta de cafeteria e a atividade fisica em esteira rolante, sendo a dieta
mantida até o final da lactacdo (42 dias) e a atividade fisica somente durante a
gestacdo (18 dias). Foram formados os seguintes grupos de filhotes de 21 dias
padronizados 8 animais por rata, divididos em: prole de mées controle sedentaria
(CS), prole de maes controle treinada (CT), prole de maes cafeteria sedentaria (CaS)
e prole de mées cafeteria treinada (CaT). Apdés o desmame, aos 21 dias completos
sob anestesia e jejum 8 horas os filhotes machos tiveram a glicemia medida via
puncdo caudal em glicosimetro e posteriormente foram sacrificados para coleta de
sangue, figado e muasculo gastrocnémio. Para avaliacdo da infiltracdo lipidica e area
muscular foram utilizadas as técnicas histoquimicas de Sudan lll e Hematoxilina e
eosina (HE), respectivamente. A dosagem das enzimas aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) e da creatina cinase (CK) foram utilizadas
como marcadores de lesdo hepatica e muscular, respectivamente. Como resultado
observou-se que a dieta de cafeteria na gestagdo e lactacdo induziu prejuizos no
figado da prole ao desmame, evidenciados pelo maior acumulo de infiltrado lipidico e
aumentos nas concentracfes de AST e ALT, porém a atividade fisica foi capaz de
reduzir os niveis de infiltracdo. N&o foram observadas diferencas nas areas das fibras
musculares do gastrocnémio, porém tanto a dieta como atividade fisica elevaram os
niveis de CK. Podemos concluir que atividade fisica inserida durante a gestacéo foi
contundente para amenizar os efeitos deletérios da dieta na infiltracdo lipidica, uma
vez que 0s grupos exercitados resultaram em menores valores de area infiltrada
comparada aos grupos controles ao desmame..

Palavras-Chave: Programacao metabolica. Dieta de cafeteria. Atividade fisica.



BUENO, Giselle Cristina. 2014. Physical activity during pregnancy in rats fed with
cafeteria diet promotes hepatic protection in offspring at weaning.2014.PhD Thesis
(Master Program in Physical Education) — Center for Health Sciences. State University
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ABSTRACT

Studies have shown that the use of hypercaloric diets during pregnancy and lactation in
rats may cause deleterious effects not only to genitors but also their offspring, with the
onset of metabolic and cardiovascular disorders in adulthood. Such evidence leads us
to the question whether the insertion of physical activity during pregnancy can prevent
or at least minimize the deleterious effects of maternal diet on offspring at weaning.
Thus the aim of the study was to evaluate the effect of cafeteria diet and physical
activity during pregnancy on hepatic fatty infiltration and muscle morphology in
offspring of rats after weaning. To constitute the experimental groups pregnant female
Wistar rats, 70 days old, were fed a chow or cafeteria diet and submitted to a treadmill
light physical exercise during 18 days, avoiding the last 3 days of gestation. After birth,
only the cafeteria diet was kept and the following groups randomly assigned: Offspring
of sedentary control (SC), offspring of trained control (TC), offspring of sedentary
cafeteria (CaS) and offspring of trained cafeteria (CaT). After the end of the weaning
period, 21 days,8 hours fasting pups were anesthetized and caudal blood collected to
determine glycemia using a glucometer. Soon after, the animals were euthanized and
blood, liver and gastrocnemius muscle excised. The histochemical techniques Sudan lIlI
and hematoxylin and eosin (HE), respectively, were employed for evaluation of fatty
infiltration and muscle area. The dosage of the enzymes aspartate aminotransferase
(AST) and alanine aminotransferase (ALT) and creatine kinase (CK) were used as
markers of liver and muscleinjury, respectively. As a result it was observed that the
cafeteria diet during gestation and lactation induced liver damage in the offspring at
weaning, evidenced by increased accumulation of lipid infiltration and increases in the
concentrations of AST and ALT. On the other hand, physical activity was able to reduce
the level of infiltration. No differences were observed in gastrocnemius muscle fiber
area, but both diet and physical activity increased CK levels. In summary, we conclude
that physical activity during pregnancy was efficient to mitigate the deleterious effects
of diet on lipid infiltration, since the exercise groups presented lower values of
infiltration area compared with thecontrol groups at weaning.

Keywords: Metabolic programming. Cafeteria diet. Exercise.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é um fenbmeno multifatorial, relacionado a fatores
comportamentais, metabolicos e bioldgicos, caracterizado pelo acumulo excessivo de
tecido adiposo decorrente de um desequilibrio crénico entre a energia ingerida e a
energia gasta (MARQUES-LOPES et al.,2004; BOUCHARD, 2003).

De acordo com a organizacdo mundial de saude, a obesidade tornou-se uma
epidemia mundial nos ultimos anos existindo aproximadamente 1,5 bilh6es de adultos
com excesso de peso no mundo, dos quais 200 milhdes sdo obesos, sendo que este
estado metabdlico afeta cada vez mais pessoas jovens. Aproximadamente 22 milhdes
de criancas, menores de 5 anos de idade estdo acima do peso, homens e mulheres
parecem ser afetados de forma diferente, sendo a taxa de obesidade maiores entre as
mulheres (WHO, 2012).

Dentre as alteragcbes metabdlicas causadas pela obesidade encontramos o0s
distarbios na secrecdo e acao da insulina na qual ocasionam diversas anormalidades
metabdlicas, incluindo a hiperglicemia, o descontrole da producéo hepatica de glicose e
dislipidemia que posteriormente se associam a uma gama de doencas metabdlicas,
como o diabetes tipo Il, a hipertensdo, doencas cardiovasculares e hepéaticas (REAVEN
et al.,1988; MUIOIO ; NEWGARD, 2008).

Para se investigar melhor a obesidade e seus efeitos deletérios, estudos em
modelos animais tém ofertado diferentes padrdes de dietas hipercaléricas para a
inducdo da obesidade (SILVA; MELLO, 2000; ZHANG et al., 2004; FRANCO et al.,
2012). Um modelo de indugéo de obesidade bem utilizado é o da dieta “ocidentalizada”
ou dieta de cafeteria, a qual possui alta palatabilidade, promovendo aumento do
consumo destes alimentos com teor mais elevado de gordura em detrimento a ragcéo
padrdo. Estudos demonstraram que esta dieta hipercaldrica produz um incremento de
peso corporal de aproximadamente 30-40% ao final de 12 semanas, além de produzir
aumento significante na quantidade de gordura visceral, causar resisténcia a insulina e
hiperleptinemia (CESARETTI et al., 2005; PRADA et al., 2005; BAYOL et al.,2005;
BAYOL et al.,2010).



Evidéncias em modelos experimentais sugerem que a adogdo da dieta de
cafeteria pode prejudicar ndo s6 o animal como também sua prole. Bayol et al. (2005;
2010) observaram em seus estudos que 0s prejuizos transmitidos para a prole séo
decorrentes da dieta de cafeteria tanto na gestacdo quanto na lactacdo, as quais
afetam o desenvolvimento do musculo esquelético, aumento da adiposidade e também
inducdo de alteragbes celulares e moleculares associadas a desordens metabdlicas
relacionadas a resisténcia a insulina, diabetes tipo Il e doenca hepatica néo alcodlica.

Dessa forma vem crescendo o interesse de pesquisas has quais a obesidade e
doencas relacionadas podem ser programadas durante a vida fetal de um individuo.
(BARKER et al., 1993; SLOBODA; VICKERS, 2011). Essas afirmacdes corroboram
com estudos que apontam que o alto teor de gordura maternal ou colesterol por
excesso de alimentacdo durante a gestacdo e lactacdo em roedores resulta em um
fendtipo na prole que se assemelha ao do humano com sindrome metabdlica, assim
sugere que o feto pode também desenvolver doencas cardiovasculares, homeostase
anormal da glicose, aumento da pressdo sanguinea, alteracdo no perfil de lipidios
séricos, aumento da adiposidade na vida adulta (ARMITAGE et al., 2004; ARMITAGE
et al., 2005).

Neste contexto, o exercicio fisico pode ser utilizado como um mecanismo de
intervencdo para beneficiar a melhora do quadro de obesidade acompanhado de
resisténcia a insulina por diminuir a expressao e/ ou atividade de proteinas inflamatérias
de efeito negativo a acéo da insulina em varios tecidos, incluindo musculo esquelético,
tecido adiposo e figado (OLIVEIRA et al., 2011).

Diante das evidéncias de que a dieta de cafeteria durante a gestacao induz um
quadro de desajustes metabdlicos na prole, levanta-se o questionamento se a insercao
de atividade fisica durante a gestacdo pode prevenir ou minimizar esses efeitos
metabodlicos deletérios da dieta de cafeteria sobre a prole. Dessa forma torna-se
necessario o desenvolvimento de novos estudos que se comprometam a desvendar tais

lacunas existentes.



OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito da atividade fisica e dieta de cafeteria durantea gestacao
e lactacdo sobre parametros morfofisiologicos hepaticos e musculares na prole ao final

do periodo de amamentacéo.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar a infiltragdo lipidica no figado, o comprometimento da funcao
hepatica através das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT) e morfologicamente através de técnica histolégica.

Verificar se o exercicio e/ou a dieta levou a alteracdes na morfologia dos
musculos esqueléticos gastrocnémio , através dos niveis de creatina cinase (CK) e area

da fibra muscular.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 OBESIDADE E SUAS CONSEQUENCIAS

Atualmente a obesidade é uma preocupacdo mundial, dados estatisticos
demonstram um aumento acentuado de sua incidéncia, alcancando um destaque no
cenario epidemiolégico mundial, e identificar as causas dos determinantes do excesso
de peso compBe um complexo conjunto de fatores biol6gicos, comportamentais e
ambientais no qual se relacionam e se potencializam mutuamente (ENES et al., 2010).

Devido ao répido aumento na prevaléncia de obesidade e as graves
consequéncias para a saude, a obesidade é comumente considerado um dos desafios
mais graves de saude publica do inicio do século 21 (WHO, 2012).

O meio ambiente nutricional desfavoravel e um estilo de vida cada vez mais
sedentario contribui para o desenvolvimento da obesidade, e evidéncias mostram que a
adversidade nutricional precoce contribui para o desenvolvimento de desordens
metabdlicas a longo prazo (HENRIKEN et al., 2002; LI; SLOBODA; VICKERS, 2011)

Os efeitos da obesidade em idade precoce poderao ser notados ainda em longo
prazo, tendo sido relatado na literatura um risco de mortalidade aumentado, especial-
mente por doenca coronariana, nos adultos que foram obesos durante a infancia e a
adolescéncia (ENES et al., 2010). Segundo Guo e Chumlea (1999), a probabilidade de
adolescentes que apresentam obesidade aos 18 anos, desenvolverem esses disturbio
na vida adulta é de 34% para os homens e 37% para as mulheres.

Como ja é bem descrito a obesidade esta associada a uma série de doencas
gue afetam varios érgéos e o sistema enddcrino, em especial destaca-se o figado, uma
vez que a obesidade, a resisténcia insulina e diabetes estdo associados a doenca do
figado gorduroso néo-alcodlica (esteatose hepatica) (ADANS et al., 2007;
NEUSCHAWANDER, 2005).



3.2 ESTEATOSE HEPATICA NAO ALCOOLICA (NAFLD)

A esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD) é definida como um acumulo de
gordura, principalmente triglicerideos, caracterizado pela mudanca nas gorduras
macrovesicular no figado, pode ser definido pela presenca de infiltracdo gorda em mais
de 5% dos hepatdcitos, detectada por técnicas de imagem ou por histologia (biopsia
hepatica) na auséncia de alcoolismo (consumo diario <20g) e sem evidencia de outras
causas de doenca hepatica (CHALASANI et al., 2012). E uma doenca lentamente
progressiva, representa um espectro de diferente gravidade, que pode variar entre a
simples esteatose até a esteato-hepatite (NASH), fibrose crénica, cirrose e carcinoma
hepatocelular (LALL et al., 2008; FIUZA, 2013).

A NAFLD constitui uma das formas mais frequientes de doenca hepéatica crénica
no mundo ocidental e € considerada como a manifestacdo hepética da sindrome
metabdlica (SM), uma vez que a sua patogénese esta relacionada com a resisténcia a
insulina, a obesidade e a diabetes também séo fatores de risco para a NAFLD (ADANS
et al., 2005; FIUZA, 2013).

Na esteatose ocorre aumento da lipdlise e aumento dos &cidos graxos livres,
devido a resisténcia insulinica. Através da peroxidacao lipidica, espécies reativas de
oxigénio sdo geradas como resultante aumento das citocinas pro-inflamatoérias, levando
a inflamacao celular, deposicdo aumentada de colageno através da ativacado de células
estreladas (BAKER et al., 2006).

Diante de tais informacdes, é valido ressaltar que o papel do figado nessa
patologia, uma vez que 0 mesmo atua como um centro metabdlico e regula a
necessidade de 4cidos graxos no organismo, que também podem ser armazenados em
particulas de gordura, fornecendo energia para o tecido hepatico. O excesso de glicose
pode ser convertido em &cidos graxos e formar uma reserva de energia que,
posteriormente, dependendo das circunstancias, podem ser transformados em
triglicerideos (ANGULO et al., 1999).

Diversos mecanismos podem estar envolvidos no surgimento da esteatose
hepatica, dentre eles, pode ser o aporte de acidos graxos e gorduras da dieta em

grandes quantidades, a secrecao inadequada de triglicerideos pelos hepatocitos, a



sintese aumentada de &cidos graxos pela mitocéndria e insuficiente oxidacdo e, ou
mesmo o carboidratos em excesso que podem ser levados ao figado e convertidos em
acidos graxos (REID, 2001).

A crescente incidéncia da obesidade e sua associagcdo com NAFLD apresenta
um dado preocupante uma vez que se torna um problema de saude publica cada vez
mais grave, considerando os lentos processos na identificagdo da patologia, sendo de
suma importancia medidas preventivas e tratamento da obesidade. Assim, esforcos
concentram-se em corrigir ou melhorar a resisténcia a insulina e a perda de peso com
exercicio aerdbico e dieta adequada ( BAKER et al., 2006; CHAN et al., 2007).

A insulina também acomete o metabolismo lipidico, aumentando a sintese de
lipidios no figado e nas células de gordura, atenuando a liberacdo de acidos graxos a
partir de triglicerideos no tecido adiposo e no musculo. Dessa forma a resisténcia a
insulina ocorre quando as concentragcdes normais do horménio sao insuficientes para
regular esses processos de forma adequada ocorrido por um defeito na transducéo de
sinal (PESSIN et al., 2000).

Logo, a hiperinsulemia e a resisténcia a insulina, ambas séo disfuncdes
metabdlicas envolvidas na patogénese do diabetes tipo 2 e, quando presente em
associacdo a dislipidemia, obesidade e hipertenséo arterial sistémica constituem um
quadro de sindrome metabdlica, que € um fator de risco para diversas doencas
cardiovasculares ( KADOWAKI, 2000; CESARETTI et al., 2006).

Além das complica¢Bes citadas acima, a insulina também apresenta atividades
anti-inflamatérias, de forma que um estado de resisténcia a insulina ndo apenas reduz a
utilizacdo de glicose pelos tecidos insulino-sensiveis, mas também estimula a
sinalizacdo pro- inflamatoria (MACHADO et al., 2006). A resisténcia a insulina pode
aumentar o acumulo de gordura hepatica aumentando a entrega de acidos graxos livres
para o figado e por o efeito de hiperinsulinemia estimular os processos anabdlicos,
associado ao desenvolvimento do quadro de esteatose hepatica (UTZSCHNEIDER &
KAHN, 2006).



3.3 PROGRAMACAO METABOLICA

A programacdo metabodlica € o fendmeno pelo qual um estimulo ou estresse
exercido durante um periodo critico do desenvolvimento precoce de um organismo
altera permanentemente a sua anatomia, sua fisiologia e o seu metabolismo, sendo as
consequéncias por vezes apenas observadas numa fase mais tardia da trajetoria da
vida (REGO, 2011).

Contudo, a programacdao metabdlica tem se apoiado na hipotese da “origem
fetal”’, na qual um ambiente uterino adverso se correlaciona com um risco aumentado
de doencas cronico degenerativas na idade adulta (BAKER, 1993). Dessa forma ha um
impacto na nutricdo precoce, particularmente nutricdo fetal, na expressao futura do
binémio satde/doenca de um individuo (REGO, 2011).

As associacdes epidemiologicas entre os efeitos adversos do ambiente intra-
uterino e o aparecimento de distdrbios metabdlicos e cardiovasculares na vida adulta
conduziram ao conceito de “programacgdo fetal”’, e levanta a hipotese de que um
ambiente uterino adverso altera o metabolismo fetal e 0 meio hormonal, resultando em
um desenvolvimento de adaptacdes para garantir a sobrevivéncia do feto, contudo
essas mesmas respostas adaptativas podem conduzir alteracbes metabdlicas e,
doencas cardiovasculares e distdrbios no sistema endécrino (VICKERS et al., 2000).

No entanto, o meio ambiente, durante os periodos de plasticidade do
desenvolvimento na vida poés-natal, também pode funcionar como um "programa".
Evidéncias sugerem que o feto pode ser propenso ao desenvolvimento de doenca
cardiovascular na vida adulta através da exposicdo a 0s excessos da alimentacdo
materna (ARMITAGE; TAYLOR; POSTON, 2005).

Revisdo bibliografica envolvendo estudos epidemiolégicos com humanos e
modelos animais com intervencdes dietéticas apropriadas forneceram evidéncias
sugerindo que a nutricdo materna desequilibrada e distirbios metabdlicos durante o
desenvolvimento fetal podem gerar um efeito persistente na saude da prole, podendo
ser transmitido para a proxima geragdo (GALLOU-KABANI et al., 2007).

O alto teor de gordura maternal ou colesterol provindo do excesso de

alimentacdo durante a gravidez e lactacdo em roedores resulta em um fenétipo da prole



que se assemelha a sindrome metabdlica humana, causando dessa forma um quadro
de anormalidade na homeostase da glicose, elevacéo da pressao arterial, perfis séricos
anormais, aumento da adiposidade, lesdes pro-aterogénicas e hiperleptinemia
(ARMITAGE et al., 2004; TAYLOR et al., 2004; TAYLOR et al., 2005).

Além disso, durante a gestacdo, a inducdo a dietas em animais, altamente
palatavel com baixo teor protéico levam a uma restricdo do crescimento da prole no
Gtero, e se durante a lactacdo o baixo teor protéico permanece, a prole mantém a
restricdo de crescimento mesmo que ap0s o desmame receba uma dieta padrao,
desenvolvendo posteriormente diabetes, resisténcia a insulina, hipertensdo, sindrome
metabolica e reducdo da massa muscular (PETRY et al., 2001).

Um grupo de pesquisadores desenvolveu um modelo animal para examinar a
influéncia da dieta de cafeteria materna durante a gestacéo e lactacéo, para verificar o
efeito da dieta sobre a prole, dessa forma promoveu uma pré-disposi¢cao ao excesso de
peso, uma preferéncia por dieta altamente palatavel, adiposidade abdominal, bem como
hiperglicemia, hiperinsulemia, hiperleptinemia, acumulo de lipidios no musculo,
sinalizando sem duvida uma perturbacdo metabdlica precoce (BAYOL et al., 2007;
BAYOL et al., 2008).

Outros fatores metabdlicos que também estdo envolvidos na utilizacdo da dieta
de cafeteria materna durante a gestacdo e lactacdo sdo o desenvolvimento de
esteatose hepatica e estresse oxidativo no figado fetal, e esses animais mesmo que
apos o desmame receberam dieta padrdo ainda assim mantiveram o aumento da
esteatose hepatica e resposta do estresse oxidativo, indicando que o dano ¢€ irreversivel
(BAYOL et al., 2010).



3.4 EXERCICIO FisICO

E consensual na literatura que o crescimento da prevaléncia de excesso de peso
esta relacionado a um maior consumo de alimentos com elevada densidade energética
e especialmente ricos em lipidios e carboidratos simples, porém esse fato isoladamente
ndo € capaz de explicar o0 aumento exponencial da obesidade no quadro mundial,
assim a reducdo dos niveis de atividade fisica também parece exercer papel
fundamental nesse processo, a pratica da atividade fisica entre jovens apresenta uma
relagdo inversa com o risco de doencas cronicas ndo transmissiveis, dentre elas a
obesidade (ENES; SLATER, 2010).

A obesidade mostra um aumento na sua prevaléncia e caracteriza-se como um
fator de risco para a esteatose hepdtica, na qual esta inserida em uma sindrome
metabdlica sistémica que inclui também a resisténcia a insulina, hiperlipidemia e
hipertensdo, o exercicio pode promover adaptacdes como um mecanismo de
tratamento para melhorar esse quadro (LALL et al., 2008).

Nesse sentido, atividade fisica realizada regularmente leva a uma melhora da
homeostase da glicose, como resultado da melhora a tolerancia a glicose e reducao da
secrecao de insulina. O aumento do fluxo sanguineo muscular e 0 aumento do receptor
de insulina sdo importantes mecanismos envolvidos na maior sensibilidade a insulina
observada em seres humanos e animais treinados (DELA et al., 1993).

O papel anti-inflamatério do exercicio fisico também tem sido amplamente
relatado, com foco nas significativas altera¢cdes moleculares. Como os exercicios fisicos
aerébios os quais melhoram a sensibilidade a insulina, aumentando a fosforilagdo das
moléculas IRS-1 e IRS-2, bem como a associacdo dessas proteinas com a PI3K,
elevando os efeitos fisiologicos finais da insulina (PAULI et al.,, 2008; SCHENK;
HOROWITZ, 2007).

Estudos evidenciando que o exercicio tem um papel importante na regulacéo da
captacdo de glicose néo sao recentes, Pauli et al. (2009) fez um levantamento sobre a
perspectiva histérica do exercicio fisico e sinalizacdo da insulina e verificou que seus
primeiros achados sobre o efeito favoravel do processo de contragdo muscular na

captacdo de glicose surgiram em 1887, quando Chauveau e Kaufamann reportaram
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reducéo da quantidade de glicose proveniente da musculatura do masseter de cavalos
enquanto eles mastigavam feno. Desde entdo cresceram as investigacdes buscando
elucidar a possivel interacao entre insulina e o exercicio na regulacdo da captacdo de
glicose.

O masculo esquelético representa aproximadamente 40% da massa corporal
total e exerce papel primordial no metabolismo da glicose, sendo ele responsavel em
media por 30% do consumo energético, além de ser um dos principais tecidos
responsaveis pela captacao, liberacdo e estocagem de glicose (PAULI et al., 2009).
Dessa forma a contracdo muscular é eficiente em causar melhora na oxidacdo de
gordura e aumentar a sensibilidade a insulina (THYFAULT et al., 2008).

Em estudo realizado por Luciano et al. (2002) foi verificado que o exercicio
aerobio melhora a sensibilidade a insulina, aumentando a fosforilacdo do IRS1 e IRS2,
bem como a associacdo dessas proteinas com a PI3K em animais estimulados com
insulina.

Evidéncias mostram que esse 0 exercicio aerobio diminui a quantidade de
lipidios e aumenta a capacidade de oxidacéo lipidica das células musculares, portanto,
pode prevenir a resisténcia a insulina corrigindo a incompatibilidade entre a absorcao e
a oxidacdo de acidos graxos no musculo esquelético. Além disso, foi comprovado que
uma Unica sessao de exercicio aer6bio aumenta a absorcdo de glicose pelo musculo
durante o exercicio, aumenta a capacidade da insulina para promover a absorcédo da
glicose e aumenta também o acumulo de glicogénio apds o exercicio, 0s quais sao
importantes para o controle da glicose no sangue, também é descrito que o0 exercicio
resistido tem se mostrado eficaz na prevencéo da resisténcia a insulina (TURCOTTE;
FISHER, 2008).

As informagOes descritas acima s&o importantes para entender o papel da
resisténcia a insulina no quadro de esteatose hepatica uma vez que hiperinsulemia
aumenta os niveis sericos dos acidos graxos livres, estes sdo absorvidos pelo figado,
produzindo triglicerideos e desenvolvendo um quadro de esteatose hepatica (ADANS et
al., 2005). O tratamento para esse quadro inclui a perda de peso através do exercicio
fisico atrelado a uma dieta adequada e o controle de fatores de riscos metabdlicos
(LALL et al., 2008; ADANS et al., 2005).
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4 METODOS

4.1 Animais

O estudo em questdo teve o seu protocolo experimental aprovado pelo Comité
de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentagées (CEAE-UEM) (Protocolo n°
022/2010) (ANEXO 1).

Foram utilizados filhotes machos de 21 dias de vida gerados de ratas Wistar com
aproximadamente 70 dias de vida. Para a obtencdo dos filhotes, as ratas oriundas do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa foram alocadas em caixas com
ratos machos para cruzamento, huma proporcdo de trés fémeas para cada macho.
Diariamente foi feito o ciclo estral das ratas, por meio do esfregaco, até a deteccdo da
presenca de espermatozoéides no material coletado, considerando este o primeiro dia de
prenhez. As ratas prenhes foram separadas em grupos com dieta controle ou dieta
cafeteria durante toda a gestacéo e lactacdo, sedentarias ou treinadas no periodo da
gestacdo. Os machos foram eutanasiados com dose supra fisiolégica de anestésico.
Apds o nascimento, a ninhada foi padronizada com 8 animais durante o periodo de
lactacdo (21 dias), filhotes fémeas eram mantidos a ninhada, caso fosse necessario
completar o numero padronizado de animais neste periodo lactacional, sendo
posteriormente direcionadas essas fémeas a outros pesquisadores.

Todos os animais envolvidos na pesquisa foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas submetidos a periodo 12 horas claro e 12 horas
escuro e temperatura controlada de 23°C.

4.2 Dieta alimentar

A dieta de cafeteria foi administrada as ratas a partir da detecgcdo da prenhez,
sendo constituida de alimentos como bolacha recheada, bolacha waffer, salsicha,
mortadela, chips sabor queijo e sabor bacon, chocolate,pdo francés, refrigerante e

racao, disponibilizados conforme a quantidade consumida (Tabela 1). Para o grupo
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controle, foi oferecida a dieta padrdo através da racdo Nuvilab® (com composicédo
seguindo as recomendacdes do National Research Council e National Institute of
Health-USA para alimentos de ratos de laboratorio) e &gua ad libitum. Foi realizado um
controle diario do consumo de liquidos e do consumo alimentar de ambos os grupos,

apresentados em percentual calérico dos macronutrientes (Tabela 2) .

Tabela 1. Cardapio semanal dos alimentos administrados a cada dia no grupo da dieta
de cafeteria.

Dias da Alimentos

semana

Segunda- feira | Mortadela, chips de bacon, bolacha waffer,racdo, agua, refrigerante
de cola

Terca-feira | Salsicha, chips de queijo, bolacha recheada, racdo, &gua,
refrigerante de guarana

Quarta-feira | Chocolate, bolacha waffer, pdo francés, racéo, agua, refrigerante de
cola

Quinta-feira | Mortadela, chips de bacon, bolacha waffer,racdo, agua, refrigerante
de cola

Sexta-feira | Salsicha, chips de queijo, bolacha recheada, racdo, agua,

refrigerante de guarana

Tabela 2. Percentual do consumo alimentar dos macronutrientes das ratas durante a

gestacao e lactacao.

Macronutrientes CS CT CaSs CaT
Proteina % 26,58 25,54 16,43 17,92
Carboidrato % 65,25 62,69 59,46 50,25
Gordura % 8,17 11,77 24,11 31,83
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4.3 Treinamento fisico

Logo que detectado a prenhez foi iniciado o protocolo de exercicio fisico em
esteira rolante computadorizada e adaptada para treinar 8 animais (Classic, Inbrasport,
Porto Alegre — RS) e a administracdo das dietas controle (C) ou cafeteria (Ca)
concomitantemente.

As ratas realizaram uma adaptacao pré-prenhez de uma semana com duracéo
de 10 minutos por sessao de treino a uma velocidade de 0,4 km/h nos trés primeiros
dias e a 0,6 km/h nos 4 dias seguintes.

O treinamento fisico foi realizado durante toda a gestacdo das ratas, com
incremento de velocidade a cada 5 dias, nos 15 primeiros dias, e com decréscimo de
incremento do 15° ao 18° dia de gestacado, sendo que apés esse periodo foi cessada a
atividade fisica. O tempo de treino diario foi de 30 minutos. Além disso, por ser um
protocolo em periodo gestacional, o treinamento apresentou uma sequéncia
decrescente para ndo prejudicar a gestacdo das ratas. Sendo assim, o protocolo de

treinamento, seguiu a seguinte sequéncia:

Tabela 3. Protocolo exercicio fisico em esteira para ratas prenhas, adaptado de
AKSU, 2012.

Dia Velocidade (km/h) Tempo (minutos)
1°ao 5° 0,4 30
6° ao 10° 0,5 30
11° a0 15° 0,6 30
16° ao 18° 0,4 30

O treinamento n&do ocorreu durante a lactacao para nenhum dos grupos para nao

interferir na amamentacao dos filhotes.
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4.4 Grupos experimentais

Baseado no consumo de dieta de cafeteria ou dieta controle durante a gestacéo

e lactacdo, e da realizacdo ou ndo de exercicio fisico aer6bio somente durante a

gestacao, formou-se os seguintes grupos:
Grupo 1: Proles (21 dias) de maes alimentadas com dieta controle durante a

gestacao e lactacao, sem treinamento fisico (CS);
Grupo 2: Proles (21 dias) de mées alimentadas com dieta controle durante a

gestacdo e lactacdo, com treinamento fisico durante a gestacao (CT);
Grupo 3: Proles (21 dias) de mées alimentadas com dieta de cafeteria durante a

gestacao e lactacdo, sem treinamento fisico (CaS);
Grupo 4: Proles (21 dias) de maes alimentadas com dieta de cafeteria durante a

gestacdo e lactacdo, com treinamento fisico durante a gestacao (CaT);
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4.5 Caracterizagdo dos animais

No dia do nascimento dos animais, os filhotes machos foram pesados. Ao quarto
dia de nascimento, a ninhada foi padronizada em 8 filhotes, e, caso houvesse filhotes
excedentes fémeas ou machos, estes foram encaminhados a outros pesquisadores.

Assim que os filhotes completaram 21 dias, em estado de jejum, foram
anestesiados com administracdo de cetamina e xilazina (0,1mL/100g peso corporal do
animal, via intramuscular). Foi realizada uma puncao cardiaca para coleta de sangue e
posterior laparotomia mediana para coleta de tecido hepéatico e muscular.
Posteriormente os animais foram submetidos a eutanasia apds sec¢do do musculo
diafragma.

Foram coletados o figado e o masculo gastrocnémio, pesados e imediatamente
apos clampeados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C. As amostras
de sangue foram utilizadas para determinagdo da glicemia, enzimas Alanina
aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase (CK) por

métodos colorimétricos utilizando kits da Gold Analisa (Belo Horizonte, MG).

4.6 Dosagens bioquimicas

4.6.1. Determinacao da AST (TGO)

A enzima hepéatica aspartato amino-transferase (AST) foi determinada segundo
as instrugdes do fabricante. Uma amostra de 250ul de TGO substrato foi incubado por 2
minutos a 37°C e adicionado 100ul de plasma. Apés 30 minutos de incubacdo a 37°C
adicionou-se 250ul de reagente de cor. Esta mistura permaneceu por 20 minutos a
temperatura ambiente e adicionou-se entdo 2,5 ml de NaOH e aguardou-se por 5
minutos a temperatura ambiente. A TGO catalisa a transferéncia do grupo amina do
aspartato para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e oxalacetato. Este ultimo

reage com a 2-4-difenilhidrazina formando hidrazona que adquire coloracdo méaxima
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pela adicdo do NaOH. A intensidade de coloracdo, medida em 505nm, é proporcional a

atividade da enzima na amostra.

4.6.2. Determinacado da ALT (TGP)

A enzima hepética alanina amino-transferase (ALT) foi determinada segundo
instru¢cbes do fabricante. Uma amostra de 250ul de TGP-substrato foi incubada a
temperatura de 37°C por 2 minutos e adicionado 50ul de plasma. Apés 30 minutos de
incubacao a 37°C adicionou-se 250ul de reagente de cor. Esta mistura permaneceu por
20 minutos a temperatura ambiente e adicionou-se entdo 2,5 ml de NaOH e apés 5
minutos a temperatura ambiente, procedeu-se a leitura. A TGP catalisa a transferéncia
do grupo amina da alanina para o cetoglutarato com formacédo de glutamato e piruvato.
Este ultimo reage com a 2-4-difenilhidrazina formando hidrazona, que adquire coloracao
méaxima pela adicdo do NaOH. A intensidade de coloracdo, medida em 505nm, é

proporcional a atividade da enzima na amostra.

4.6.3. Determinacao da Creatina cinase (CK)

A determinacao da CK foi realizada utilizando-se o kit de CK-NAC- PP da GOLD-
ANALISA (Belo Horizonte, MG),. no qual 20ul de soro foi adicionado a 1000ul de
reagente de cor. Este método foi realizado no espectofotbmetro Bioplus 2000 com

leitura de comprimento de onda de 340nm e reacao cinética continua crescente.

4.7. Andlises Histolbgicas

4.7.1. Analise Morfolégica e Histoquimica do Figado

Amostras do figado foram destinadas ao estudo morfolégico geral e analise

histoquimica para evidencia¢do de inclusdes lipidicas. As amostras foram congeladas

em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em freezer -80°C. Foram
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realizados cortes histolégicos transversais semi-seriados de 5 ym de espessura com
auxilio de criostato (Leica® CM1850). Os cortes foram banhados com formol calcio
Baker por 5 minutos, em seguida com alcool 70%, posteriormente um banho de agua
destilada e outro com agua de torneira, para entdo descansar em Sudan Il por uma
hora. Apés esta 1 hora, os cortes foram lavados com agua destilada e 4gua de torneira
e corados com hematoxilana por 1 minuto e meio, seguido de uma lavagem de 5
minutos com agua de torneira, finalizando a montagem com glicerol. Para estimar o
percentual de inclusdes lipidicas presentes no tecido hepatico foi realizada captura de
imagens em areas com maior intensidade a reacao histoquimica com objetiva de 40x
(120 imagens/animal, perfazendo 600 imagens por tratamento) seguindo modelo cego
de analise. Posteriomente foi realizada captura das imagens através de uma camera
digital de alta resolucdo Pro-Series da Media Cibertecnics®, acoplada ao microscépio

Olympus Bx 40°. Para leitura das imagens foi utilizado o programa Image Pro-Plus 4.1°.

4.7.2. Analise morfolégica e histolégica do musculo

Amostras do mausculo gastrocnémio foram fixadas em formol tamponado,
desidratados em série de concentracdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina para realizacdo de cortes histologicos semi seriados de 5 um de
espessura, corados com Hematoxilina de Harris e Eosina (HE), para analise da
morfologia geral dos tecidos. Foram verificadas a area de 100 fibras musculares por
animal, totalizando 500 fibras por grupo experimental, seguindo o modelo cego de
analise. Foi realizada captura das imagens através de uma camera digital de alta
resolucdo Pro-Series da Media Cibertecnics®, acoplada ao microscépio Olympus Bx

40°. Para leitura das imagens foi utilizado o programa Image Pro-Plus 4.1°,
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4.8. Analise Estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro Wilk. As variaveis foram
apresentadas em Média e erro padrao da média (EPM). Para comparacdes entre os
grupos foi utilizado analise de variancia ANOVA Two-Way, em caso do F apresentar
significancia estatistica (p< 0,05) um Post Hoc Tukey foi aplicado. Foi utilizado o

programa Graphpad Prisma verséo 5.0.
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5 RESULTADOS

Pode-se observar que o peso corporal das proles sofreu alteracdo em relacéo ao
tipo da dieta utilizada, na qual os grupos controle (CS e CT) tratados com dieta padrao
de racdo apresentaram menor peso corporal em relacdo aos animais tratados com dieta
de cafeteria (CaS e CaT). Quando analisamos os dados referentes ao indice de Lee
(parametro utilizado por alguns autores para determinar o grau de adiposidade em
roedores) ndo observamos diferencas entre os grupos (tabela 4). A glicemia das proles

CaT apresentaram valores estatisticamente maiores que CS.

Tabela 4. Peso corporal, indice de Lee e Glicemia das proles aos 21 dias.

CSs CT Cas CaT

(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

Peso corporal(g) | 47,6 (1,1) 44,4 (0,9) 52,6 (0,7)* 54,9 (0,8)*

indice de Lee 300,8 (2,7)  306,8 (1,8) 302,1 (1,5) 306,9 (2,2)
Glicemia (ml/dl) |114,9(3,2) 119,7 (6,1) 118,9 (4,5) 139,7 (4.5) #

Valores expressam média + EPM de 7 animais por grupo, P <0,05, * diferenca significativa em relagao
aos animais controle,# diferenca em relacdo a todos os grupo , Anova Two-way, Post Hoc Tukey.

Na tabela 5 verifica-se que o peso do figado das proles do grupo CaT mostrou-se
maior que o CT, quando os valores do peso do figado foram corrigidos em g/100g peso
corporal do animal, as proles do CS apresentaram valores maiores que o CasS.

Em relacdo aos valores de AST, que o grupo CT apresentou aumento em
relacdo aos demais grupos (CS, CaS e CaT, P<0,05). Para os dados da ALT
observamos uma queda destes valores para os animais CaS e CaT em relacdo aos
grupos CS e CT, o que leva a uma razao entre AST/ALT maior para estes grupos (CaS
e CaT), em relacdo aos grupos controles (CS e CT). A atividade fisica ndo exerceu

influéncia sobre este parametro em nenhuma das condi¢cfes alimentares.
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Tabela 5. Valores de peso do figado em (g), peso do figado corrigido (%, peso
corporal), e valores plasmaticos aspartato aminotransferase (AST) e de alanina
aminotransferase (ALT) e razdo entre AST/ALT das proles de 21 dias.

Ccs CT CaS CaT

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Figado (g) 1,73(0,04) 1,58(0,06) 1,70(0,04) 1,98(0,06)*
Figado(%) 3,68(0,04) 3,55(0,09) 3,24(0,07)#  3,48(0,09)
AST (UIL) 38,4 (1,2) 54,0 (2,57  42,5(3,3) 35,2 (1,8)
ALT (U/L) 16,7 (1,2) 18,8 (2,0) 10,7(0,8)3  83(0,9)%
Razdo AST-ALT 2,4 (0,2) 3,3(0,3) 4,0 (0,2) # 51(07)7

Valores expressam média (EPM) de 6 animais por grupo, P <0,05, * diferenca significativa em relacéo
L . # S ~ F o C

aos animais controle treinado (CT), " diferenca significativa em relagdo CS, ' diferenca significativa em

relacdo aos demais grupos, $ diferenca significativa em relag&o aos grupos controle .

Na figura 2 e 3 observamos a infiltracéo lipidica em proles de 21 dias cuja mae
permaneceu inativa (S) ou realizou exercicio leve (T) na gestacdo e foram alimentadas
com dieta controle (C) ou cafeteria (Ca) durante a gestacdo e lactacdo. Entre os
animais sedentarios ndo foram observadas diferencas significativas, porém a atividade
fisica foi capaz de reduzir a infiltrac&o lipidica hepéatica mesmo para o grupo cafeteria.
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Figura 2. Fotomicrografia de figado evidenciando inclusfes lipidicas. Em A)
filhote de ratas controles sedentaria (CS), B) filhote de controle treinada (CT), C) filhote
de cafeteria sedentaria (CaS) e D) filhote de cafeteria treinada (CaT). Foi realizado a
histoquimica através da técnica Sudam Ill, com cortes semi-seriados de 5um, captura

da imagem com objetiva 40x. Barra corresponde 50 um, n=5 animais por grupo.
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Figura 3. Area de infiltracdo lipidica das proles de mées controle sedentarios (CS),
controles treinados (CT), cafeteria sedentarios (CaS) e cafeteria treinado (CaT). Valores
expressam média £+ EPM de 5 animais por grupo, P <0,05, * diferenca significativa ao

grupos sedentarios, # em relacao aos animais CT.

Quando avaliada a morfologia muscular, ndo foram encontradas diferencas
significativas no peso do musculo gastrocnémio em (g) ou mesmo corrigido pelo peso
corporal dos animais, (tabela 6). Porém, houve na alteracdo enzima creatina cinase
(CK), onde o exercicio influenciou em ambas as dietas, uma vez que o grupo CT
apresentou valores maiores que o CS, o mesmo o corre com o CaT comparado com 0
CaS.
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Tabela 6. Valores de peso absoluto e relativo do gastrocnénio, e creatina cinase (CK)
das proles aos 21 dias.

CS CT CaSs CaT
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Peso 0,20 + 0.004 0,23+ 0,02 0,24+ 0,01 0,23+0,01
gastrocnémio
(9)
Peso 0,42+ 0,01 0,51+ 0,04 0,45+ 0,02 0,42+0,01
gastrocnémio
(mg/1009)
CK (u/L) 623,5+ 140,5 634,4+ 164,0* 438,0+ 85,5 523,8+105,3*

Valores expressam meédia £+ EPM de 5 animais por grupo, P <0,05, * diferenca significativa em relacao
aos animais sedentarios.

Nas figuras 4 e 5 observamos uma fotomicrografia da area do musculo
gastrocnémio das proles dos diferentes grupos musculares e os valores das areas
musculares, respectivamente. Nao foi observado diferencas significativas na morfologia

entre os diferentes grupos experimentais..
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Figura 4 . Fotomicrografia da area da fibra muscular (um2) de proles de maes, sendo

alimentadas com dieta padrdo (C) ou dieta de cafeteria (Ca) que fizeram exercicio (T)
ou permaneceram sedentérias (S) durante a gestacdo durante a gestacao e lactacéo.
Foi realizado a histoquimica através da técnica H.E, com cortes semi- seriados de 5um,
captura da imagem com objetiva 10x, analisados no programa Image Pro-Plus. Barra
corresponde 300 pm.
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Figura 5. Area da fibra muscular do gastrocnémio das proles aos 21 dias. CS controle
sedentario, CT controle treinado, CaS cafeteria sedentario, CT cafeteria treinado.
Valores expressam média + EPM de 5 animais por grupo.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho até onde conhecemos é o primeiro a associar atividade fisica
aerobia no periodo gestacional com dieta de cafeteria no mesmo periodo, para verificar
o efeito do comportamento alimentar e o ambiente ativo das maes sobre a prole das
ratas.

Vérios estudos evidenciaram gque somente a insercao da dieta de cafeteria nos
periodos de gestacdo, lactacdo e desmame foram suficientes para desencadear
prejuizos no desenvolvimento do muasculo esquelético, causar uma predisposicdo ao
excesso de peso, hiperglicemia, hiperleptinemia, acimulo de lipideo no musculo,
desordens metabdlicas relacionadas a resisténcia a insulina e o desenvolvimento de
esteatose hepatica (BAYOL et al ., 2007; BAYOL et al ., 2008; BAYOL et al ., 2010).
Estes dados corroboram com a hipétese de que nutricdo é um dos fatores ambientais
mais importantes que modula a expressao de genes envolvidos na via metabdlica e a
varios fenoétipos associados com a obesidade e diabetes (MATHIAS et al., 2014).

Desse modo, verificamos que a dieta de cafeteria manipulada no periodo
gestacional e lactacional, associado ou ndo a atividade fisica aerébica, evidenciaram
influenciar no peso corporal da prole, no qual os grupos provindos da cafeteria
apresentaram valores significativamente maiores comparados com 0s controles.
Demonstrando que apdés o desmame a dieta de cafeteria foi mais expressiva que a
atividade fisica no controle do peso corporal das proles. Esses resultados sao
semelhantes a outros trabalhos no qual utilizaram este modelo de dieta e que a mesma
demonstrou refletir um efeito negativo sobre o peso corporal, sobre tudo quando
manipulado apés o desmame até a vida adulta (KRETSCHEMER et al.,, 2005;
ALMEIDA, 2008; ESTEVES, 2012, MENDES et al., 2013). Confrontando com esses
dados, outros estudos utilizaram este mesmo modelo de dieta durante a gestacéo e
lactacéo e ndo obtiveram diferencas no peso corporal das proles ao desmame (BAYOL
et al.,2005; HOLEMANS et al, 2004).

Estudos preliminares do nosso laboratorio com dieta de cafeteria iniciadas em
diferentes periodos, na gestacdo (ESTEVES, 2012), ap6s o desmame (ALMEIDA,
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2008), ou na fase adulta (PROENCA, 2006), identificaram uma melhora na adiposidade,
no perfil lipidico e normalizagdo dos niveis de insulina, quando submetidos a um
programa de treinamento fisico aerdbio logo apés o desmame, ndo sendo tao
expressivo quando iniciado ja na fase adulta.

Diante das evidéncias de que a dieta de cafeteria durante a gestacdo induz um
quadro de desajustes metabdlicos na prole, e que a atividade fisica mesmo apoés o
nascimento mostrou-se eficiente a essas respostas, buscamos entdo verificar se a
insercdo do exercicio fisico durante a gestacdo poderia prevenir ou minimizar esses
efeitos metabdlicos deletérios da dieta de cafeteria sobre a prole.

Sendo assim, este estudo verificou se esse modelo de dieta durante a gestacao
e lactacdo associado a atividade fisica apresenta alguma interferéncia na
suscetibilidade a NAFLD (esteatose hepatica ndo alcodlica) e alteracdo no
desenvolvimento muscular da prole logo ao desmame. Para tanto foi verificado o peso
do figado das proles, no qual foi estatisticamente maior no grupo cafeteria treinado
(CaT) em relacéo ao controle treinado (CT), demonstrando uma maior impacto da dieta
do que a atividade fisica nesse periodo, resultados semelhantes a estes foi encontrado
por Bayol et al (2010), no qual mostrou que proles de maes alimentadas com cafeteria
durante a gestacdo e lactacdo apresentaram um aumento de 20% do peso do figado
em relacdo as proles do grupo controle. Entretanto, ao analisar o peso relativo(%) do
figado corrigido mg/100 do peso corporal das proles, o grupo controle sedentéario
mostrou-se estatisticamente maior que o cafeteria sedentario.

A NAFLD, é uma patologia caracterizada por uma significativa deposicdo de
lipidios nos hepatdcitos do parénquima hepético, é por vezes associada com a fungéo
anormal do figado através do teste de AST (TGO) e ALT (TGP) aumentados, por danos
na célula e liberagdo para corrente sanguinea (NEUSCHWANDER-TETRI, 2005; SASS
et al., 2005).

No presente estudo, as enzimas AST e ALT sérica ndo foram boas indicadoras
de esteatose hepatica, como ocorre frequentemente em situagdes clinicas
(NEUSCHWANDER-TETRI, 2005), surpreendentemente os niveis de ALT, foram
maiores nos grupos controle em relacéo a cafeteria, e 0 AST no grupo CT foi maior em

relacdo aos demais grupos (CS,CaS e CaT), esses dados corroboram com outros
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estudos os quais verificaram uma diminuicdo da ALT sérica de proles de maes
alimentadas com cafeteria durante a gestacéo e lactacao logo ao desmame comparada
com as proles controle (BAYOL et al., 2010; FREITAS, 2011). Resultados contraditorios
foram encontrados no estudo de Oben et al. (2010), cujas proles de maes que
receberam dieta obesogénica durante a gestacdo e lactacdo apresentaram valores
elevados da AST em comparacdo ao controle, além de apresentavam maior contetdo
de triglicérides no figado, e um aumento na liberacdo de IL6 e TNFa citocinas
indutoras de fibrogénese hepatica. Porém, quando analisamos a Indice de Ritis para
AST/ ALT os CaS e CaT os valores sdo maiores que os grupos CT e CS.A atividade
fisica ndo exerceu influéncia sobre este parametro em nenhuma das condi¢cdes
alimentares.

Apesar dos dados descritos acima, ao avaliar a infiltracdo lipidica por meio da
histoquimica, através do método Sudan Ill, observamos um padrdo de alteracdo em
relacdo a atividade fisica da mée sobre a prole, em razdo de que as proles do grupo
CS apresentaram uma maior area de infiltracdo comparada ao CT, o mesmo ocorre
com os CaS comparado o CaT. Esses dados sugerem gue a atividade fisica realizada
pela mae durante a gestacao foi eficaz para reduzir na prole o efeito deletério da dieta
nesse 6rgdo, mesmo num periodo relativamente precoce, aos 21dias de nascimento.

Outro fator importante, também a ser investigado, sdo as alteracées no
desenvolvimento do musculo esquelético no periodo de pré-natal, uma vez que o
mesmo ndo serve apenas para produzir movimento e forca, mas também é um
importante 6rgdo metabdlico responsavel por 70% - 80% da glicose estimulada pela
captacdo da insulina do corpo todo (DE FRONZO et al., 1981). Mas a influéncia de
materna sobre o desenvolvimento do musculo esquelético ainda tem sido pouco
investigado.

No presente trabalho foi analisado o peso do musculo gastrocnémio, o qual ndo
apresentou diferencas significativas entre os grupos experimentais, demonstrando que
a dieta de cafeteria associada a atividade fisica durante a gestacéo nao interferiu nesta
variavel nesse periodo do desenvolvimento muscular, esse resultado se assemelha aos
dados encontrados por Bayol et al. (2005), no qual verificou que somente a dieta de

cafeteria durante a gestacédo e lactacdo ndo afetou o peso do musculo gastrocnémio
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logo ao desmame. N&o possuimos uma resposta fisioldgica conclusiva para tal
resultado, porém ao desmame, as proles adquiriram cerca de um quarto do seu
tamanho adulto e seus musculos sdo pequenos assim € possivel que as alteracdes do
peso dos musculos possam ser mais expressivos nos animais na idade adulta.

A é&rea da fibra muscular do gastrocnémio foi analisada nesse estudo logo apés o
desmame, nédo identificando diferencas entre os grupos. Apesar das mensuracoes
estruturais ainda ndo apresentarem diferencas visiveis, foi possivel observar alteracdes
na funcionalidade muscular em decorréncia das modificacdes verificadas nos valores de
CK. Um outro estudo, utilizando apenas dieta de cafeteria durante a gestacdo e
lactacdo, encontrou uma reducdo de 25% da area do musculo semitendinoso no grupo
cafeteria comparado com o grupo controle (BAYOL et al., 2005). Em outros modelos de
subnutricdo materna durante a gestacdo também n&do gerou reducdo no numero de
fibras musculares (BAYOL et al., 2004).

Para nos assegurar que a dieta de cafeteria e atividade fisica durante a gestacao
induziu a influéncias no desenvolvimento do musculo esquelético, dosamos a enzima
CK, que é amplamente utilizada como biomarcador de estresse e alteracdo na atividade
muscular. A elevacao sérica de CK é atribuida a danos teciduais, podendo resultar em
aumento da permeabilidade da membrana celular, entre outros fatores, devido a
peroxidacdo lipidica (HALSON, 2004). No caso de lesbes teciduais, a enzima é
liberada no liquido extra celular, aumentando sua atividade no soro (PRADA et al.,
2005).

Os dados da enzima CK, apresentaram diferencas estatisticas nos grupos CT e
CaT comparados com os CS e CaS, as proles dos grupos de maes que treinaram
durante a gestacdo resultou no aumento da enzima CK, demonstrando que as
diferentes dietas néo interferiu fortemente na produgcéo da enzima, entretanto o a
atividade fisica durante a gestacdo evidentemente gerou uma elevada liberacédo da
CK.

O presente estudo apontou alguns avancos em relacdo a literatura atual, ao
inserir a atividade fisica no periodo gestacional associado a dieta de cafeteria, contudo,
algumas limitagbes podem ser apontadas. Dentre elas, a analise da composi¢cao do

leite materno, bem como a expressdo de marcadores moleculares envolvidos no
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desenvolvimento muscular e na lesdo hepética. Porém, mesmo com as limitacdes o
presente estudo apresentou resultados que nos remete a novas investigacoes

associando a atividade fisica na programacao metabdlica no periodo gestacional.
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7 CONCLUSAO

Os prejuizos a prole logo ao desmame causados pela dieta de cafeteria durante
a gestacdo e lactacdo, se mostrou eficiente a induzir, no peso corporal e em
marcadores de les&o hepatica, visto nos resultados do indice de Ritis de AST/ ALT. Em
relacdo ao desenvolvimento muscular as alteragbes ndo foram expressivas nesse
periodo, contudo acreditamos que se esse modelo experimental for trabalhado até a
vida adulta poderiamos observar um padréo de alteracdo mais efetivo.

A atividade fisica inserida durante a gestacao foi contundente para amenizar 0s
efeitos deletérios da dieta na infiltracdo lipidica, uma vez que os grupos treinados
resultaram em menores valores da area infiltrada comparada aos grupos controles logo
ao desmame.

Mais estudos que investiguem o impacto da atividade fisica e o comportamento
alimentar durante o periodo da gestacao, verificando as alteracdes até a vida adulta das
proles sdo necessarias para compreendermos melhor o impacto da programacédo

metabdlica em diferentes periodos da vida.
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ANEXOS

ANEXO A: Parecer do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em

Experimentagao.

Universidade Estadual de Maringa

&
M( Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao Q‘q

ﬂ Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacao G

Parecer emitido apés reuniao realizada em: 9 /11/2010 Parecer n°® 113/2010
Pesquisador: Solange Marta Franzéi de Moraes Setor: DFS
Titulo: Protocolo n°® 022/2010

Treinamento fisico e dieta alimentar: efeitos sobre a resisténcia a insulina e
adiposidade em diferentes fases do desenvolvimento

Entrada: 27/5/2010 Inicio: 15/5/2010 Término: 14/5/2013
Situacao do Projeto: ‘Aprovado

Relatério Final: Aguarda finalizacao do projeto

ATENGCAO: este parecer, quando a situacao do projeto constar "aprovado”, autoriza os
proponentes a executarem o protocolo em questao. O certificado sera emitide apés apreciacao e
a =] r o Vv a ¢ a o d o r e Lasar -t r i o f i n a I

Consideragées e Parecer:

Considerando que todos os questionamentos foram devidamente respondidos, conforme constam nas fls. 71 a 73 do
presente protocolo, somos de parecer que se aprove o mesmo

Contudo, solicita-se ainda a Coordenadora que informe no relatério final qual a metodologia de eutanasia que sera
utilizada tanto nos ratos filhotes fémeas, quanto nos ratos filhotes machos excedentes que ndo serdo aproveitados na
experimentacao e o destino final de tais animais

Orienta-se ainda a secretaria do Comité que se junte o protocolizade 10969/2010-PRO ac Processo 022/2010-CEAE

15 T .}‘1.\

Dr” Vinia Anfunés
Presidente do CEAE/UEM

Artigo 10 da Resolucéio n® 032/2006-CEP: Os projetos analisados serdo enquadrados em uma das seguintes categorias:
| - aprovado;

Il - pendente, quando o CEAE considerar o protocolo e o projeto como aceitaveis, porém com problemas no protocolo,
no projeto ou em ambos, e houver recomendacio de uma revisio especifica, ou solicitacao de modificagdo ou
informacéao relevante, que devera ser atendida em até 60 dias, apos o recebimento da comunicacao, pelo coordenador
do projeto;

Il - arquivado, quando o protocolo permanecer pendente, transcorridos 30 dias, apos o prazo previsto no Inciso Il do
recebimento da comunicac&o;

IV - nao aprovado

www.ppg.uem.br - e-mail: ceea@uem.br
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