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ANDRADE, Maynara Lucca. Exercicio fisico de baixa intensidade altera
adiposidade da prole de 21 dias provenientes de mées alimentadas com dieta de
cafeteria. Dissertacdo (Mestrado em Educacéo Fisica) — Centro de Ciéncias da Saude.
Universidade Estadual de Maringa, Maringa-PR, 2014.

RESUMO

Estudos sobre a programacéo fetal da obesidade tém demonstrado que a nutricao
materna durante a gestacdo promove alteracdes significantes relacionadas ao
desenvolvimento fetal e programacdo metabdlica, porém, pouco se sabe sobre a
influéncia do exercicio fisico neste mesmo periodo como mecanismo protetor ou
atenuador dos efeitos causados pela ma nutricho materna. Assim, procuramos
investigar os efeitos de uma atividade fisica leve sobre os danos ocasionados pela dieta
de cafeteria durante a gestacdo e lactacdo sobre alteracbes nos parametros
relacionados a adiposidade em filhotes machos de 21 dias. Para tal, foram utilizados
filnotes machos gerados de ratas Wistar com aproximadamente 70 dias. Assim que
detectada a prenhez, foi introduzida a dieta e a atividade fisica durante gestacdo e
lactagdo. Os grupos formados foram: Filhotes Controle Sedentario (FSC), Filhotes
Controle Treinado (FTC), Filhotes Cafeteria Sedentario (FSCa) Filhotes Cafeteria
Treinado (FTCa). Ap6s o desmame, aos 21 dias completos, os filhotes foram
eutanasiados e tiveram os coxins adiposos coletados e pesados para andlise. Os
coxins periepididimal e subcutaneo foram tratados com colagenase e utilizados para o
ensaio de isolamento de adipocitos. No tecido adiposo marrom foi feita analise
histolégica para verificarmos alteragfes na area do adipocito e da goticula lipidica.Os
dados obtidos em nosso modelo experimental indicam um imprinting relacionado a
caracteristicas da adiposidade, como mudangas no peso corporal da prole em fungéo
da dieta acompanhadas de alteracbes no peso dos coxins que também sofreram
influéncia do exercicio fisico realizado. Além disso, o diametro dos adipdcitos
periepididimais sofreram um aumento significativo em FSCa e reducao na celularidade,
ja no adipdcito subcutaneo, o diametro apresentou aumento em FSCa e FTCa e a
celularidade reduzida somente em FSCa. No tecido adiposo marrom, a area do
adipocito e da goticula lipidica de FSCa e FTCa mostraram-se maiores. Concluimos,
portanto, que para os aspectos morfologicos analisados, o exercicio fisico praticado
pelas maes durante a gestacao contribuiu para melhora na celularidade dos adipécitos
brancos e ndo conteve o efeito deletério da dieta no tecido adiposo marrom.

Palavras-Chave: exercicio; dieta; programacao metabdlica; tecido adiposo
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ABSTRACT

Studies regarding the fetal programming of obesity have shown that maternal nutrition
during pregnancy may promote significant changes related to fetal development and
metabolic programming however the influence of exercise during this period as a
protector attenuator of the deleterious effects caused by maternal malnutrition remain
unknown. Thus, we investigated the effects of a light physical activity program on the
damage caused by the cafeteria diet during gestation and lactation on changes in
several parameters related to adiposity in male pups, 21 days old. To this end, we used
male rats from female rats, 70 days old. At the beginning of pregnancy and throughout
the whole period of exercise and lactation the female rats received the cafeteria diet.
After birth, the following groups were randomly formed: Sedentary Control Pups (FSC),
Trained Control Pups (FTC), Sedentary Cafeteria Pups (FSCA) and Trained Cafeteria
Pups (FTCA). At weaning, 21 full days, pups were euthanized and several adipose
tissue fat padswere collected and weighed. The subcutaneous and periepididymal pads
were treated with collagenase and adipocytes isolated. Brown adipose tissue (BAT)
histological analysis was performed in order to verify changes in the adipocyte area lipid
droplet area. The data obtained in our experimental model indicate a related imprinting
characteristic of adiposity, such as changes in body weight of offspring for the diet
accompanied by weight changes in fat pads, which also suffered the influence of
physical exercise. Furthermore, the diameter of periepydidimal adipocytes increased
significantly in FSCA with concomitant decrease in cellularity. On the other hand,FSCA
and FTCA subcutaneous adipocytes showed an increase in diameter but a reduction on
cellularity only in FSCA. In BAT, adipocyte and lipid droplet areas were higherin FSCA
and FTCA. In summary, we conclude exercise performed by mothers during pregnancy
contributed to the improvement in cellularity of white adipocytes but did not revert the
deleterious effects of cafeteria diet on brown adipose tissue morphology.

Keywords: exercise; diet; metabolic programming; adipose tissue
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1 INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma epidemia global de origem multifatorial que
esta diretamente relacionada ao desenvolvimento de doencas crbnicas e
degenerativas, tais como as dislipidemias, hipertenséo, diabetes tipo 2 e
aterosclerose (FLEGAL et al., 2013). O aumento da prevaléncia da obesidade atinge
diferentes amostras populacionais, dentre estas mulheres durante o periodo
gestacional, sendo um fator de risco materno e fetal (OBEN et al., 2010).

Um otimo corpo de evidéncias cientificas clinicas, fisiologicas, moleculares
(OBEN et al. 2010; BAYOL, 2010) e epidemioldgicas (DABELEA, 2000)mostram que
a obesidade e a sindrome metabdlica podem ser determinadas (imprinting) ainda na
fase intrauterina em funcdo do comportamento materno quanto a sua nutricdo e
estilo de vida. Estudos relacionados a programacéo fetal da obesidade mostram que
a nutricdo materna durante a gestacdo promove alteracbes significantes
relacionados ao desenvolvimento fetal, visto que esse periodo é de grande
proliferacdo, diferenciacdo e maturacao celular, fazendo com que o fenétipo esteja
diretamente relacionado ao contexto na qual esse feto se desenvolve (ENTRINGER,
2012).

Buscando um maior entendimento acerca desses efeitos provocados pela
influéncia da dieta das maes em sua prole, pesquisas com modelos em animais de
programacdo metabdlica fetal por meio de tratamento com dietas hipercaldricas,
verificaram que os filhotes advindos de maes tratadas com dieta de cafeteria durante
gestacao e lactacdo apresentaram reducdo no crescimento muscular além de um
aumento nos coxins adiposos, infiltracdo lipidica hepatica e distdrbios metabdlicos
associados a resisténcia insulinica (BAYOL et al., 2005 , 2007, 2008, 2010; AKYOL,
2009). Além da dieta, a atividade fisica durante a gestacédo esta associada a uma
manutencao de peso, melhora na sensibilidade a insulina, além de reduzir os riscos
de desenvolver doencgas metabdlicas (ARTAL, 2003; CLAPP, 2003).

Assim, apesar do grande numero de estudos envolvendo a programacao
metabolica e seus efeitos sobre a prole, poucos sdo os trabalhos na literatura que

abordem a influéncia da atividade fisica sobre os efeitos deletérios da dieta de



14

cafeteria na prole. Neste sentido, este estudo se propds a investigar o efeito do
exercicio fisico durante a gestacdo sobre os danos causados pela dieta de cafeteria
nas fases de gestacao e lactacdo sobre a adiposidade da prole. Nossa hipétese é de
que o exercicio fisico executado pelas maes amenize os danos ocasionados pela

dieta de cafeteria nos filhotes.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Analisar os efeitos da dieta de cafeteria associada a uma atividade fisica leve
em ratas prenhes sobre os parametros relacionados a adiposidade na prole de

machos

2.2 ESPECIFICOS

- Verificar as alteracdes no peso corporal, dos coxins adiposos e do consumo

alimentar de macronutrientes das ratas submetidas ao protocolo;

- Verificar as alteragbes no peso corporal e dos coxins adiposos da prole de machos
de 21 dias;

- Analisar o didametro e celularidade de adipdcitos isolados no tecido adiposo

subcutaneo e periepididimal da prole de machos de 21 dias;

- Avaliar a area do adipécito e da goticula lipidica contida no adipocito do tecido

adiposo marrom da prole de machos de 21 dias;



16

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 EPIGENETICA E OBESIDADE

O desequilibrio energético entre o gasto e consumo calérico exerce papel
determinante na alteracdo do peso, sendo que um saldo positivo no consumo
calérico normalmente acarretara ganho de peso corporal que podera evoluir para um
quadro de obesidade. A prevaléncia da obesidade tem crescido significativamente,
tornando-se um grave problema de saldde publica. A obesidade influencia o
aparecimento de diversos fatores de risco e doengas crénico-degenerativas, como
hipertenséo arterial, problemas cardiovasculares, diabetes tipo 2, dislipidemias,
cancer (FLEGAL et al., 2013).

A obesidade é considerada uma doenca de origem multifatorial, podendo ser
influenciada por fatores ambientais, comportamentais e genéticos. Os fatores
ambientais parecem ser decisivos no quadro de instalacdo da obesidade pois
influenciam a expressdo de genes sem alteracbes em sua sequéncia de pares de
bases. A compreensdo destes mecanismos € reconhecida como epigenética. Essa
analise da obesidade sobre o viés epigenético ressalta a influéncia do ambiente
sobre as alteragBes na expressao de genes ligados ao fenétipo da obesidade, que ja
demonstram ocorréncia ainda no periodo intrauterino, ocasionado uma programacao
fetal (BOUCHARD, 2010).

A epigenética esta relacionada as influéncias ambientais sobre a expressao
génica onde ocorrem alteragdes hereditarias sem mudancas na sequéncia de DNA
(WOLFFE; GUSCHIN, 2000). Em geral, existem trés tipos de efeitos transmissiveis
especificos: 1) aqueles decorrentes de regulacéo epigenética da expressao génica,
2) os decorrentes dos efeitos do ambiente intra-uterino materno sobre o feto em
desenvolvimento, e 3) os decorrentes de variacdo genética no genoma mitocondrial
herdados maternalmente (GUO, et al., 2006).

Véarios genes tem sido associados ao ganho de peso que levariam ao
desenvolvimento da obesidade, e entender como certos fatores modificam a

expressao destes genes durante o desenvolvimento fetal e na primeira infancia,
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pode ajudar a explicar o rapido aumento da doenca e embasar acdes que ajudem a
prevenir o desenvolvimento da obesidade em um numero significativo de criancas
(KYUNG, 2012).

O aumento na prevaléncia da obesidade em mulheres gravidas esta
relacionado ao aparecimento de sobrepeso e obesidade em suas respectivas proles,
representando um fator de risco para a obesidade infantil (DESAI, 2011). Estudos
apontam para importancia da nutricio materna antes e durante a gestacdo e
lactacdo para a programacao fetal, jA que um mau comportamento alimentar nesse
periodo pode dar origem a distirbios metabdlicos e obesidade. Nesse contexto,
Bayol (2005;2007;2008;2010) em seus estudos experimentais, constatou que
filhotes advindos de maes que ingeriram dieta hipercalérica (cafeteria) durante a
gestacdo e lactacdo, estavam mais suscetiveis a desenvolver a obesidade, além
disso, os filhotes, logo apés o desmame, apresentaram alteracdes no paladar, com o
aumento de ingestdo de alimentos com elevados niveis de gordura, sal e acucar, um
aumento na adiposidade, hiperinsulinemia, presenca precoce de um quadro de
esteatose hepatica e reducdo no crescimento muscular.

Em outros estudos como os de Oben (2010a;2010b), filhotes provenientes de
maes induzidas a obesidade por meio de dieta obesogénica antes e durante
gestacdo e lactacdo, além de um aumento no peso, apresentaram fendtipo para o
desenvolvimento de esteatose pancreatica e hepatica, aumento de triglicerideos no
pancreas, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, aumento de IL-6, TNF-a, além de
aumento no ténus do sistema nervoso simpatico.

Samuelsson et al. (2008) observaram que a dieta obesogénica maternal esta
associada a um aumento no risco de desenvolvimento de doencas metabdlicas e
cardiovasculares na prole. O mesmo foi encontrado em estudo de Akyol (2012),
além do desenvolvimento do fendtipo para intoleréncia a glicose. J4 Chechi (2010),
ao investigar os efeitos de uma dieta maternal rica em gordura durante gestacao e
lactacdo concluiu que essa condicdo pode promover alteracées na composicdo dos
acidos graxos presentes no coracao e figado. Ainda baseado nesse modelo de dieta
obesogénica durante gestacdo e lactacdo, Benkalfat e colaboradores (2011),
observaram alteracdes no metabolismo do tecido adiposo que levam a mudancas
permanentes nos niveis de adipocinas, atividade enzimatica das Lipoproteina Lipase

(LPL) e glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH) e composi¢céo de acidos graxos.
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Podemos constatar assim, que essas alteracbes na nutricAo na fase
intrauterina, aumentam significativamente o risco de desenvolvimento da sindrome
metabdlica e demais fatores de risco, na fase adulta, ja que também nessa fase
ocorrem mecanismos de regulacdo e desenvolvimento do tecido adiposo, com a
formacdo dos adipdcitos, por meio da adipogénese. Os adipOcitos sdo neste
contexto da expanséo do tecido adiposo sao os principais tipos celulares, pois tem
grande capacidade de aumento no seu diametro ocorre principalmente nessa fase
intrauterina (WABITSCH,2000).

3.2 TECIDO ADIPOSO E ADIPOGENESE

O tecido adiposo pode ser caracterizado como um 6érgado endocrino que
desempenha um papel crucial na regulacdo e homeostase energética. Principal
reservatorio energético, o tecido adiposo é constituido principalmente por adipdcitos,
além de uma matriz de tecido conjuntivo (fibras colagenas e reticulares), tecido
nervoso, células do estroma vascular, nédulos linfaticos, leucdcitos, macréfagos,
fibroblastos, adipoblastos e células mesenquimais multipotentes (AHIMA et
al.,2000).

Os adipdcitos sdo as uUnicas células especializadas no armazenamento de
lipidios na forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma, sem que isto seja nocivo
para sua integridade funcional. Elas apresentam todas as enzimas e proteinas
reguladoras necessarias para sintetizar acidos graxos (lipogénese) e estocar TAG
em periodos em que a oferta de energia é abundante, e para mobiliza-los através da
lipélise (KERSHAW; FLIER 2004).

Nos mamiferos existem dois tipos de tecido adiposo: o tecido adiposo branco
(TAB) e o tecido adiposo marrom (TAM). O TAB, localizado em diversas regides do
organismo, oferece protecdo mecanica contra choques e traumatismos, permite um
deslizamento entre visceras e musculos, além de ser um excelente isolante térmico,
participando na manutencdo da temperatura corporal. Com o0 avangco ho
entendimento acerca das fungdes fisiologicas do TAB, houve a descoberta de uma
ampla gama de proteinas secretadas por estes, denominadas adipocinas
(sinalizadores celulares), com atuacdo paracrina, autécrina e sistémica,
demonstrando sua grande importancia atribuida ao seu papel enddécrino
(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).
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O TAB nado pode ser considerado um tecido com caracteristicas Unicas
funcionalmente, pois sdo na verdade distintos, dependendo da regido no organismo
onde sdo considerados. Os TAB apresentam-se distribuidos em diferentes regifes
do corpo, sendo encontrados proximos aos 6rgaos internos presentes na cavidade
peritoneal, nomeado visceral, ou distribuido sobre a pele, nomeado tecido adiposo
subcutaneo. Outras regides do corpo também apresentam tecido adiposo branco,
mas estes ndo possuem um papel metabdlico téo relevante (WAJCHENBERG et al.,
2002).

O adipdcito branco maduro armazena triacilglicerol (TAG) em uma Unica e
grande gota lipidica, ocupando de 85-90% do espaco total do citoplasma,
empurrando o nucleo e o citosol para a periferia da célula. S&o células maiores que
as hemacias e fibroblastos, podendo alterar seu tamanho (volume e diametro), de
acordo com a quantidade de TAG armazenada. Vale ressaltar que durante seu
desenvolvimento, o adipécito jovem contém mudltiplas goticulas lipidicas que
coalescem para formar uma Unica gota lipidica com o amadurecimento celular
(POND,2001).

Estudos tem demonstrado um papel relevante na distribuicdo anatdomica do
tecido adiposo, mostrando que as variacfes regionais no acumulo de gordura séo
mais preditivas de anormalidades metabdlicas (TCHOUKALOVA, et al. 2004; VAN
HARMELEN et al. 2006). Assim, a deposi¢ao de gordura intra-abdominal ou visceral,
esta correlacionada a um aumento na suceptibilidade a disturbios metabdlicos, como
intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensédo, jA que essa
expanséo da gordura visceral pode estar associada a elevacao dos niveis de &cidos
graxos ndo esterificados na circulagdo, contribuindo com a resisténcia a insulina no
figado e musculo esquelético, bem como o prejuizo na secre¢do de insulina pelo
pancreas (WAJCHENBERG et al., 2000; GESTA et al., 2007). Esses achados
evidenciam diferencas na funcdo enddcrina entre as regibes adiposas
(ARNER,2001). Comparado ao subcutaneo, os adipécitos viscerais sao
relativamente resistentes a acdo antilipolitica da insulina e mais sensiveis a
estimulacdo da lipolise pelas catecolaminas, aumentando os niveis circulantes de
acidos graxos, desencadeando os sintomas da sindrome metabdlica (VAN
HARMELEN et al. 2006). Ainda ndo é totalmente claro como alguns individuos

ganham mais gordura visceral a subcutanea, e compreender esse mecanismo pode
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favorecer o entendimento acerca da obesidade e seu tratamento (TCHOUKALOVA,
et al. 2004)

Ja o tecido adiposo marrom (TAM), por sua vez, é caracterizado por sua
distribuicdo multilocular de gordura, variando em cor do marrom claro ao marrom
fortemente avermelhado, devido a sua alta vascularizacédo e a elevada quantidade
de mitocondrias no tecido, nas quais 0s citocromos estdo presentes. O adipdcito
marrom pode alcangar 60 um de didmetro, assumindo formas esféricas, fusiforme ou
poligonal. Seu citoplasma é relativamente abundante e o nucleo € esférico e
ligeiramente excéntrico. Diferentemente do TAB, este tecido se origina de células
multipotenciais precursoras do tecido muscular, ao contrario do que se imaginava
previamente. Conforme Seale et al. (2008) o regulador transcricional PRDM16,
controla o destino celular de células mesenquimais, que pode ser bidirecional,
formando mioblastos esqueléticos ou células de gordura marrom. O TAM é
especializado na termogénese (producéo de calor). E encontrado em fetos e recém-
nascidos em maior quantidade e sua funcdo termogénica advém da presenca de
uma proteina chamada UCP1 (NEDERGAARD et al.,2007), que se localiza na
membrana interna da mitocéndria, tendo papel fundamental no desacoplamento do
gradiente de protons, diminuindo a eficiéncia da cadeia respiratéria na producao de
ATP e aumentando a capacidade para a producdo de calor. Ele pode também
controlar a quantidade de alimento ingerido, através do aumento da temperatura
corporal interna (CASSOLLA, 2012).

A formacdo de novos adipdcitos, denominada adipogénese, tem sido
amplamente estudada in vitro, a fim de desvendar os mecanismos envolvidos no seu
desenvolvimento e assim, permitir desenvolver estratégias terapéuticas e
preventivas no excesso de tecido adiposo. O processo de adipogénese tem inicio
antes mesmo do nascimento, tendo rapida proliferacdo e expanséo logo apos o
nascimento (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; GESTA et al., 2007). A diferenciagéao
dos pré-adipocitos em adipécitos € um processo temporal e sincronizado
precisamente controlado, onde fatores de transcricdo adipogénicos, como o PPARYy
(receptor ativado por proliferadores de peroxissoma), SREPB-1c (proteina ligadora
do elemento regulado por esterdéis), e as C/EPB (proteinas ligantes ao amplificador
CCAAT) exercem papel-chave na complexa cascata transcricional que ocorre
durante o processo (FARMER,2006).
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A linhagem das células adiposas deriva de células-tronco multipotentes de
origem mesodérmica que possuem a capacidade de se diferenciarem em células
adipogénicas, condrogénicas, miogénicas e osteogénicas (GREGOIRE et al., 1998;
GESTA et al. 2007).

E no estroma do tecido adiposo que estdo alojadas as células mesenquimais,
gue quando expostas a fatores locais produzidos por células desta matriz tornam-se
pré-adipdcitos, perdendo a habilidade de se diferenciarem em outros tipos celulares.
Assim, estas células podem ser consideradas “comprometidas” com a linhagem
adipocitaria, fase essa denominada de determinagcdo ou comprometimento.
Seguindo para a proxima fase, de diferenciacdo terminal, os pré-adipocitos adquirem
caracteristicas de adipdcito maduro, j& com capacidade de responder a insulina e
acumular gotas lipidicas, e é nessa fase que € ativada os eventos transcricionais em
cascata (ROSEN & SPIEGELMAN, 2006).

A diferenciacdo dessas células compreende estagios altamente controlados,
como a parada do ciclo celular, expansdo clonal e diferenciagdo (eventos iniciais,
intermediarios e terminais), por meio da ativacdo de genes até entdo pouco
expressos (QUEIROZ et al., 2009).0s eventos iniciais ocorrem pela expressédo das
proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (CCAAT/ enhancer binding proteins,
C/EBPs): C/EBP e 6. Os C/EBPs sdo membros da familia b-zip (dominio bésico de
ligagdo do DNA) que contém um dominio ziper de leucina necessario para a
dimerizagao, os quais constituem 5 membros: C/EBP3, C/EBPd, C/EBPa, C/EBPy e
CHOP. Apresentam expressao sequencial observada durante a diferenciacdo. As
isoformas do C/EBP a, & e B sdo altamente expressas no adipocito e induzidas
durante a adipogénese, onde o C/EBPB e C/EBPd sado induzidos no inicio da
adipogénese via sinalizacdo hormonal, colaborando com outro fator de transcri¢ao, o
PPARYy, cujo gene contém sitios para C/EBP na sua regido promotora. Assim, as
células, entéo, reiniciam o ciclo celular, sofrem divisdo de forma regulada (expanséo
clonal), saem permanentemente do processo de ciclo celular e entram em
diferenciagcao terminal por ativacdo do PPARy e C/EBPa, os dois reguladores
centrais do processo de adipogénese (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; QUEIROZ et
al., 2009; MUSRI et al., 2010).

O C/EBPa tem um papel importante na diferenciagdo de pré-adipdcitos em
adipécitos no entanto, ndo € um sinal primario para a adipogénese, pois € induzido

depois do PPARYy, atuando juntamente com esse fator de transcrigdo para promover
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a diferenciacdo e exercer um papel na manutencdo do fenétipo diferenciado da
célula adiposa. Juntamente com o PPARy, o C/EBPa se liga a regido promotora e
ativa genes especificos do tecido adiposo branco (TAB), incluindo enzimas e
proteinas envolvidas na geracdo e manutencdo do fendtipo do adipécito, como as
relacionadas ao transporte de glicose sensivel a insulina, lipdlise, lipogénese,
sintese e secrec¢do de adipocinas, como a AP2 (proteina ligadora de &cidos graxos)
e PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase) (FARMER,2006; MUSRI et al., 2010).

O PPARYy é fundamental para que ocorra a adipogénese, sendo necessario
para a diferenciacdo, promovendo a conversao de adipoblastos em adipdcitos e a
transdiferenciacdo de mioblastos comprometidos em adipdcitos. Além disso, regula
muitos processos bioldgicos, incluindo o metabolismo lipidico, a homeostase da
glicose, inflamacéo e aterogénese. Os PPARs (a, B e y) sdo receptores nucleares e
o PPARy possui ainda duas isoformas (PPARy1 e PPARy2), gerados por
promotores distintos e mecanismos alternativos de splicing. O PPARy 1 é altamente
expresso no TA e em menor proporcdo em outros tipos celulares, como o0s
macrofagos. O PPARy 2 é um marcador especifico do adipécito, tanto branco
guanto marrom, e da diferenciacéo terminal, pois é requerido para a manutencédo do
status de célula diferenciada (GESTA et al.,2007). Dada a importancia do PPARYy,
como papel central no desenvolvimento do adipdcito, cabe ressaltar que ele é alvo
de drogas para o controle de distirbios metabdlicos associados a obesidade
(PALOU et al.,2000).

A proteina SREBP é outro fator de transcricAo com importante papel na
adipogénese, sensibilidade insulinica e homeostase de &cidos graxos. A familia do
SREBP é composta por dois subtipos: SREBP-1 e SREBP-2. Destes, existem ainda
duas isoformas do SREBP-1 (1a e 1c), que sao controladas independentemente por
regides regulatdrias que respondem de maneira diferente a fatores orgéanicos e
metabdlicos especificos. O fator de determinacdo e diferenciacdo dependente do
adipécito (ADD1) é homdlogo a isoforma SREBP-1c de humanos. O SREBP-1c
/ADD1 é predominantemente expresso no figado, glandula adrenal, TA, e masculo
esquelético, ja o SREBP-1a, no bago. O SREBP-2 tem como papel principal,
controlar a biossintese de colesterol. In vitro, o SREBP-1c/ADD1 aumenta a
atividade transcricional do PPARYy, elevando o recrutamento de células submetidas a
diferenciacéo (KIM et al., 1998)
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3.3 EXERCICIO FisICO

O exercicio fisico como pratica diaria é reconhecidamente um fator importante
de manutencdo de saude, promovendo beneficios quanto a manutencdo da
homeostase corporal e reduzindo o risco de doencas metabodlicas (BARBALHO,
2011). Além disso, o exercicio fisico, juntamente com uma nutricdo adequada,
mostra-se eficaz no tratamento e prevencédo da obesidade, pois a pratica regular do
exercicio acentua a utilizacdo dos acidos graxos como substrato para a producéo de
ATP, contribuindo para a eliminacdo de gorduras principalmente localizadas no
tecido adiposo branco além de, simultaneamente, favorecer a manutencdo ou
aumento de massa muscular.

Paralelamente a isso, o0 exercicio fisico ndo influencia somente no tratamento
da obesidade, possui também uma relacdo de transmissao de informacédo genética e
interferéncia na adiposidade de sua prole. Ha indicios de que os pais podem iniciar a
transmissdo intergeracional da obesidade atrelada com doencas metabdlicas,
provocadas direta ou indiretamente, por meio de um estilo de vida sedentario e
alimentacdo com alto teor de gordura. Certos alelos associados com a obesidade
sdo herdados dos pais, diante disso, exposicdes ambientais parentais podem
também afetar o fenétipo da prole, com potencial para contribuir para o rapido
aumento da obesidade (BOUCHARD, 2009).

Nahas (1999) observa que criangas de pais nao-obesos possuem 10% de
chance de se tornarem obesos, quando um dos pais for obeso a chance é de 40%, e
guando mée e pai forem obesos, a chance sobe para 80%. O exercicio fisico, dieta e
genotipo interagem de modo complexo, e por mais que se modifique o ambiente, 0s
genes parecem ter papel significativo na determinacdo da longevidade, risco de
doencas, potencial atlético e tendéncia a obesidade.

Durante o periodo gestacional, o exercicio fisico, notadamente também
mostra-se importante para beneficiar méae e filho, promovendo a manutencéo de
peso da mae, além de melhorar a capacidade aerGbia e ativar a circulagédo
sanguinea que consequentemente afetara o fornecimento de nutrientes para o feto
(CLAPP, 2013). O estilo de vida adotado pela mé&e fisicamente ativa durante a
gestacdo pode promover alteracdes fisiolégicas no filho, como uma melhora na

atividade cerebral (PARNPIANSIL, 2003), diminuicdo no percentual de gordura ao
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nascimento (CLAPP;CAPELESS,1990), além de promover uma melhor homeostase
glicémica e sensibilidade a insulina até a vida adulta desses filhotes (CARTER,2012;
2013).

Os beneficios promovidos pelo exercicio fisico durante as fases de
desenvolvimento do feto e do neonato pode ser considerado uma importante
ferramenta ndo-farmacoldgica no combate ao desenvolvimento de doencas cronicas
ndo-transmissiveis, jA que altera os niveis de horménios e nutrientes no plasma,
além de influenciar atividades a nivel cerebral, incluindo funcdes hipotalamicas,
resultando em ajustes nas funcbes de metabolismo energético e consequente
controle de peso corporal (DRAGANSKI, 2008). Além disso, 0 exercicio durante a
gestacdo e lactacdo inibe os danos causados pelo aumento nos niveis de glicose e
insulina, e demais fatores associados ao desenvolvimento da sindrome metabdlica
(VEGA, 2013).

Com isso, a relacdo do exercicio fisico, a programacdo metabdlica e a
epigenética se aproximam cada vez mais, ja que evidéncias mostram que fatores
ambientais e de estilo de vida, como o préprio exercicio fisico, podem influenciar
mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do DNA, modificacbes de histonas e
expressdo de microRNAs, modulam a expressdo de diferentes proteinas e por
consequéncia promove a alteragdo do metabolismo de diversos tecidos e 6rgédos do
organismo (TORRES; BACCARELLI; BOLLATI, 2011).
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4 METODOS

4.1. Animais

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso
de Animais em Experimentacfes da Universidade Estadual de Maringad (CEAE —
UEM) (Protocolo n° 022/2010) (ANEXO ).

Neste estudo utilizamos filhotes machos de 21 dias de vida gerados de
ratas da linhagem Wistar com aproximadamente 70 dias de vida. Para a
obtencé@o dos filhotes, as ratas oriundas do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa foram alocadas em caixas com ratos machos para
acasalamento, numa proporcéo de 3 fémeas para cada macho. Diariamente foi
feito o ciclo estral das ratas, por meio do esfregaco vaginal, até que se
detectasse a presenca de espermatozoides no material coletado, considerando
assim o primeiro dia de prenhez. Essas ratas prenhes foram separadas e
tiveram sua dieta controlada durante toda sua gestacdo e lactacdo. Apds o
nascimento dos filhotes gerados por essas ratas, padronizamos a ninhada
durante o periodo de lactacdo com 7 a 8 animais. Os filhotes fémeas eram
mantidos a ninhada, caso fosse necessario completar o nUmero padronizado de
filhotes, somente durante a lactacdo, 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 fotoperiodo (12

horas claro/12 horas escuro) e temperatura (23 'C) controlados.

4.2. Dieta alimentar

Para o grupo controle, foi oferecida a dieta padrdo através da racéo
Nuvilab® (com composicédo seguindo as recomendacdes do National Research
Council e National Institute of Health-USA para alimentos de ratos de laboratorio)

e agua ad libitum (tabela 1).
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Tabela 1. Informac@es nutricionais da dieta padrao (racao).

Quantia por kg de

Unidade racao
Vitamina A ul 12000
Vitamina D3 Ul 1800
Vitamina E mg 30
Vitamina K3 mg 3
Vitamina B1 mg 5
Vitamina B2 mg 6
Vitamina B6 mg 7
Vitamina B12 mcg 20
Niacina mg 60
Acido
pantoténico mg 20
Acido Félico mg 1
Biotina mg 0,05
Colina mg 600
Umidade % 12,5
Proteina Bruta % 22
Extrato etéreo % 4
Material
mineral % 10
Matéria
fibrosa % 8
Calcio % 1,4
Fosforo % 0,8
Valor Caldrico Kcal 3,285,00
Carboidrato g 500
Lipidios g 45
Proteinas g 220

Fonte: Nuvital Nutrientes S/A

A dieta de cafeteria foi introduzida as ratas assim que detectada
a prenhez, sendo constituida de alimentos como bolacha recheada, bolacha
waffer, salsicha, mortadela, chips sabor queijo e sabor bacon, pao francés, racéo
padrdo e refrigerante tipo cola e guarana, disponibilizados conforme a
guantidade consumida (tabela 2) e os calculos para o valor calérico e
composicdo de cada alimento foram obtidos dos valores informados pelos

fabricantes dos produtos nas respectivas embalagens (tabela 3).
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Tabela 2. Cardapio semanal da dieta de cafeteria.

Dias da
semana Alimentos
Segunda- Mortadela, chips de bacon, bolacha waffer,racéo, agua,
feira refrigerante de cola
Salsicha, chips de queijo,bolacha recheada,racéo, agua,
Terca-feira refrigerante de guarana
Chocolate,bolacha waffer, pao francés, racédo, agua, refrigerante
Quarta- feira de cola
Mortadela, chips de bacon, bolacha waffer,racéo, agua,
Quinta-feira refrigerante de cola
Salsicha, chips de queijo,bolacha recheada,racéo, agua,
Sexta-feira refrigerante de guarana
Sabado e Salsicha, chips de queijo,bolacha recheada,racéo, agua,

domingo refrigerante de guarana




Tabela 3. Informacdes nutricionais dos alimentos utilizados na composicdo da dieta de cafeteria.

28

Gordura Gordura
Carboidratos Proteinas Total Saturada Colesterol Fibra Calcio Ferro Saédio

100g do alimento Kcal (9) (9) (9) (9) (mg) Alimentar (g) (mg) (mg) (9)
Salsicha 226,2 5 12,4 17,4 4 nd nd 139 37 0,96
Chocolate 541,2 60 2,4 32,4 27,2 nd 3,2 nd nd 0,26
Mortadela 167,5 7.5 17,5 7.5 6.1 82,2 nd 180 2 1,2
Chips Bacon 482 56 6 26 9,6 nd 0 0 0 1,2
Bolacha Wafer 521,2 63 4,3 28 8,3 nd 0 nd nd 0,2
Chips Queijo 340,3 60 6,4 6,7 1,6 nd 0 nd nd 1
Bolacha Recheada 555,2 63 8,3 22 8 nd 2,6 nd nd 2,25
P&o Francés 276,8 50,7 9,5 4 nd 0 3 111 3 0,6
Refrigerante Cola
(mL) 44 11 0 0 0 0 0 0 0 0,11
Refrigerante
Guarana (mL) 38,5 9,5 0 0 0 0 0 0 0 0,1
Racao 328,5 50 22 4.5 0 0 12 1400 5 0

Fonte: Informacé&o nutricional retirada das embalagens dos alimentos.

* nd = ndo demonstrado
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4.3.Treinamento Fisico

O protocolo de exercicio fisico ocorreu em esteira rolante (Inbrasport,
Porto Alegre — RS) e foi aplicado nas ratas prenhes, sendo iniciado
concomitantemente a dieta.

As ratas fizeram uma adaptacdo pré-prenhez de uma semana com
duracdo de 10 minutos por sessdo 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 foi realizado durante a gestacao 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 gestacdo, sendo que apés esse periodo foi
cessado o treinamento (tabela 4). 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:

Tabela 4. Protocolo de treinamento 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

4.4. Grupos Experimentais

Baseado no consumo de dieta de cafeteria ou dieta controle durante a
gestacdo e lactacdo e da realizacdo ou ndo de exercicio fisico aer6bio somente
durante a gestacéo, formaram-se 0s seguintes grupos:

Grupo 1 (n=22): Filhotes (21 dias) de mées alimentadas com dieta
controle durante a gestacéo e lactacao, sem treinamento fisico (FSC);

Grupo 2 (n=21): Filhotes (21 dias) de maes alimentadas com dieta
controle durante a gestacdo e lactacdo, com treinamento fisico durante a

gestacéo (FTC);
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Grupo 3 (n=20): Filhotes (21 dias) de maes alimentadas com dieta de
cafeteria durante a gestacéo e lactacao, sem treinamento fisico (FSCa);

Grupo 4 (n=21): Filhotes (21 dias) de maes alimentadas com dieta de
cafeteria durante a gestacdo e lactacdo, com treinamento fisico durante a

gestacédo (FTCa);

4.5. Caracterizacédo dos animais
Assim que os filhotes completaram 21 dias, em estado de jejum, foram
anestesiados com administracdo de mistura de cetamina e xilazina (0,1mL a
cada 100g de peso corporal, via intramuscular) para efetuar a puncao cardiaca
para coleta de sangue, seguida de laparotomia mediana para coleta dos tecidos.
Posteriormente os animais foram submetidos a eutanasia apés seccdo do
musculo diafragma.
Foram coletados os tecidos adiposos retroperitonial, mesentérico, marrom,
periepididimal e subcutaneo, imediatamente pesados e clampeados em

nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C.

Bt
o ~
[+7]
E =
© = c . o
L e p= = £ o @
L% w o X = o
v D Q = o @ ey a
[ - - - =
A o o = o ©
I = o U S g o
[ I— @ — 0 = — = o
eventos =2 E = &) £ £ & B
T o © “n = o - <
| | 1
Dias 10 -8 -6 -4 2 -1 0 1 6 11 16 21 1 6 11 16 21
o = = £ £ £ £
Atividade =] = E £ £ £ .
. - = = = = = Sem exercicio
fisica ~ o ® 0 e
~ o O o [w]
. . . Dieta controle Dieta controle
Alimentacao Dieta controle
ou ou
Dieta cafeteria Dieta cafeteria

Figura 1. Desenho Experimental



31

4.6. Andlise histoldgica do tecido adiposo marrom

Amostras de tecido adiposo marrom foram fixadas em bouin, desidratadas
em série de concentracdes crescentes de &lcool, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina para realizagdo de cortes histoldgicos semiseriados de 6
um de espessura, posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina (H.E.),
para andlise da morfologia geral do tecido. As imagens foram capturadas em
objetiva de 20x (Nikon Eclipse E110). Para a andlise da area dos adipécitos e
espaco total ocupado pelas goticulas, foi utilizado o programa Image Pro-Plus
4.1°.

4.7. Isolamento dos adipécitos

Amostras dos tecidos adiposos subcutaneo e periepididimal foram
utilizados para realizacdo da técnica de isolamento dos adipocitos (modificado
de RODBELL, 1964). Amostras de cada animal foram colocadas em 4 mL de
tampao digestivo (DMEM / HEPES 25 mM, soro albumina bovina fracdo V (BSA)
a 4%, colagenase Il 1,25 mg/ml, pH 7,4 a 37°C). Em seguida as amostras
foram fragmentadas com tesoura fina e incubadas por 30 minutos (37°C). Apés a
digestdo, a amostra foi filtrada, lavada trés vezes com 25 ml de tampdo HEPES
20 mM contendo BSA a 1%, piruvato de sédio 1 mM, sem glicose, pH 7,4 e
mantido a 37°C (tampdo EARLE/HEPES/BSA). Apés lavagem, a suspenséo
celular foi colocada em lamina histolégica e realizada a analise morfométrica
através da mensuracao aleatoria do didmetro e da area de 100 adipdcitos/rato,
pelo sistema de andlise de imagem (Image-Pro Plus 4.5 — Media Cibernetics®).
As imagens foram capturadas em objetiva de 40x (Nikon Eclipse E110).

4.8 Andlise estatistica

Foi utilizada a estatistica descritiva para andlise dos dados. As
variaveis foram apresentadas em meédia + erro-padrdao da média (EPM). Para
comparacao entre os diferentes grupos foi realizado a analise de variancia
(ANOVA One-Way) com post-hoc de Tukey. As analises foram realizadas
mediante os programas Microssoft Office Excel e GraphPad Prism 5.0. A
significancia adotada foi de p<0,05.



5 RESULTADOS

5.1. Parametros analisados nas maes

5.1.1. Peso dos coxins; ganho de peso; relacdo entre peso corporal e

adiposidade

Quando analisamos as altera¢cdes quanto ao peso das ratas, temos que o
delta do ganho de peso, assim como a relacdo entre o peso corporal e a
adiposidade das ratas, apresentou efeitos mais expressivos somente
influenciados pela dieta (figura 2). Na tabela 5, podemos observar que 0 peso
dos coxins periovariano e periuterino apresentaram um aumento nos grupos
submetidos a dieta de cafeteria (SCa e TCa) quando comparados ao grupo de
dieta padrdo (SC e TC). Os demais depoésitos de gordura sofreram alteracdes
influenciadas tanto pela dieta quanto pelo exercicio, onde observamos
principalmente que o coxim retroperitoneal diminuiu no grupo submetido a dieta
acompanhada de exercicio (TCa), mostrando um possivel efeito protetor quanto
ao dano causado pela dieta de cafeteria. O mesmo ocorreu quando analisamos

o efeito desse protocolo sobre o somatério dos depdsitos viscerais.

Tabela 5. Peso dos coxins adiposos das ratas submetidas ao protocolo de
exercicio..

SC Sca TC Tca

Retroperitonial (g) 0,7338 (0,08)* 3,74 (0,11)° 1,1(0,08° 2,75 (0,04)"
Periovariana (g) 0,5036 (0,15)? 2,74(0,2)° 0,92 (0,17)° 2,73 (0,42)"
Mesentérica (g) 2,42 (0,12)% 3,05 (0,38)™ 1,89 (0,11)*  2,45(0,27)*
Subcutanea (g) 3,973 (0,50)* 5,71 (0,99)% 3,26 (0,55)* 3,81 (0,78)%
Periuterina (g) 0,8172 (0,20)* 4,55 (0,17)b 1,61 (0,10)* 4,16 (0,31)b
Marrom (g) 0,1311(0,04)* 0,31 (0,06)" 0,32 (0,08)° 0,27 (0,04)®
Somatdrio Gorduras

Viscerais (g) 4,4805 (0,15)° 14,08 (0,82)° 5,51 (0,13)*° 12,09 (0,41)°

Valores expressos em média e EPM. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente
significativas, em que p < 0,05.
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Figura 2. Delta do peso das ratas submetidas ao protocolo (A). Relacdo
entre 0 peso corporal e a adiposidade de ratas submetidas ao protocolo

(B). Resultados expressos em média e EPM, em que p < 0,05.

5.1.2. Ingestdo alimentar em gramas e quilocalorias

O aumento na adiposidade observado nas ratas submetidas a dieta de
cafeteria pode estar relacionado ao maior consumo de lipidios em gramas, cerca de
160% superior no grupo SCa e 189% maior no grupo TCa, em relacéo ao grupo SC,
e conseqglente aumento no valor cal6rico lipidico j& que os grupos que ingeriram

essa dieta apresentaram maior adiposidade (Figura 3).

Ao analisarmos o percentual de consumo, em gramas, dos outros
macronutrientes, observamos que houve um aumento de 20% no consumo de
carboidratos do grupo SCa e de 14,4% do grupo TCa em comparagéo ao grupo SC.
Ja o consumo de proteinas apontou para uma diminuicéo de 18,7% no grupo SCa e

de 25% no grupo TCa.
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de ratas submetidas ao

protocolo. Consumo em quilocaloria de lipidios (A), carboidratos

(B) e proteinas (C). Consumo alimentar total, em gramas, de

lipidios (D),

carboidratos (E) e proteinas (F). Resultados

expressos em média e EPM, em que p < 0,05. Letras diferentes

indicam diferencas estatisticamente significativas.
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5.2.Parametros analisados na prole

5.2.1. Peso corporal, peso dos coxins, ganho de peso e relagcéo entre peso corporal

e adiposidade

A partir dos dados obtidos das ratas durante a gestacéao e lactacéo, buscamos
observar se houve transmissdo de parte das caracteristicas maternas acima

descritas a sua prole (imprinting), focando nossas analises a caracteristicas

relacionadas a adiposidade desses filhotes apos o desmame.

Deste modo, na andlise de peso corporal e peso dos coxins adiposos da prole
(Tabela 6), podemos observar que de maneira geral, a dieta e o exercicio afetaram a
adiposidade da prole. A dieta de cafeteria promoveu um aumento de tecido adiposo
em ambos os grupos cafeteria (FSCa e FTCa) para todos os coxins adiposos, exceto
o tecido adiposo marrom. Além disso, a atividade fisica praticada pelas méaes
também promoveu alteragdes nos depositos de gordura dos filhotes. O peso dos
filhotes apresentou um aumento significativo tanto para o0s grupos de maes
exercitadas (FTC) quanto submetidas a dieta (FSCa) e ainda na associacao da dieta
e exercicio (FTCa) em relacdo ao grupo controle sedentario (FSC). Os coxins
retroperitoneal e subcutdaneo mostraram-se aumentados na prole dos grupos

cafeteria (FSCa e FTCa) quando comparados aos grupos controle (FSC e FTC).

Além disso, notamos um aumento contundente no peso dos coxins no grupo
FTCa, apontando que a associagao entre a dieta e exercicio promoveu um aumento
mais expressivo. Na Figura 4, em A, quando analisamos o ganho de peso a cada
cinco dias de vida da prole, observamos que ao quinto e ao décimo dia, somente 0s
pares controle apresentaram diferenca no ganho de peso (FSC e FTC), porém ao
vigésimo primeiro dia, todos os grupos (FTC, FSCa e FTCa) mostraram um ganho
de peso maior que o do grupo controle sedentario (FSC). Outro dado interessante
que vale ressaltar, € o da relacdo entre o peso corporal e a adiposidade (Figura 4,
em B) que apresentou o0 mesmo padrdo mostrado pelas mées, em que 0S grupos
cafeteria (FSCa e FTCa) apresentaram um aumento na adiposidade em relacao aos
controle (FSC e FTC), indicando uma transmissao de caracteristicas das mées para

sua prole.
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Tabela 6. Peso corporal e peso dos coxins adiposos da prole de 21 dias.

FSC FSCa FTC FTCa
Peso corporal (g) 42.53 (0.90)% 49.32 (0,58)" 50.60 (0,67)° 54.02 (0.67)°
Periepididimal (g) 0.0547 (0.002)* 0.0733 (0.003)" 0.105 (0.003)° 0.117 (0.006)"
Retroperitonial (g) 0.0564 (0.004)* 0.0611(0.007)° 0.167(0.005)* 0.214 (0.008)°
Subcutanea (g) 0.367 (0.020)* 0.398 (0.020)" 0.520 (0.010) 0.798 (0.030)°
Mesentérica (g) 0.227 (0.009)% 0.284 (0.009)" 0.278 (0.009)" 0.298 (0.010)"
Marrom (g) 0.129 (0.004)* 0.133 (0.007)? 0.140(0.008)* 0.167 (0.005)"

Valores expressos em média e EPM. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
em que p=< 0,05. > = somatorio.
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Figura 4. Parametros corporais da prole. Em (A), temos a evolu¢do do ganho de peso da
prole do nascimento ao 21° dia. Em B, temos a relagcdo entre o peso corporal e a
adiposidade da prole de 21 dias (B). Valores expressos em média e EPM, em que p < 0,05.
* indica a diferenca estatistica encontrada entre os grupos FSC e FTC, # representa a

diferenca do grupo FSC em relagdo aos demais grupos.



5.2.2.Isolamento de adipécitos

Na figura 5 analisarmos mais detalhadamente dois depdésitos de gordura
(periepididimal e subcutaneo) por meio do isolamento de adipdcitos, constatamos
gue no depaosito visceral (coxim periepididimal) o grupo sedentario cafeteria (FSCa)
apresentou um diametro maior ao compararmos com o0s demais (FSC, FTC e
FTC), mostrando um possivel efeito benéfico do exercicio no aumento desse
didmetro no grupo FTCa. Ao mensurarmos a celularidade estimada nesse depdsito
observamos uma diminuicdo no numero de adipécitos do grupo FSCa em relacéo
aos grupos controle (FSC e FTC) e ao grupo treinado cafeteria (FTCa). Ja para o
coxim subcutaneo (figura 6), os dados obtidos mostraram-se diferente do
encontrado no periepididimal, em que o didmetro dos adipdécitos apresentou um
aumento em ambos os grupos cafeteria (FSCa e FTCa) em relacdo aos grupos de
dieta controle (FSC e FTC). Porém, ao analisarmos a celularidade desse deposito,
notamos que somente 0 grupo sedentario cafeteria (FSCa) apresentou uma
diminuicdo acentuada perante os demais grupos ( FSC, FTC e FTCa), mostrando

um possivel efeito benéfico do exercicio a acdo deletéria da dieta.
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Figura 5. Imagem de adipdcitos do coxim periepididimal da prole de 21
dias, isolados e capturados na objetiva de 40x. Adipécitos do grupo FSC
(A), FTC (B), FSCa (C) e FTCa (D). Peso do coxim periepididimal da prole
de 21 dias (E), seguidos do diametro dos mesmos adipdcitos (F) e

celularidade (G). Valores expressos em média e EPM, em que p < 0,05.
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Figura 6. Imagem de adipécitos do coxim subcutaneo da prole de 21
dias, isolados e capturados na objetiva 40X. Adipécitos do grupo
FSC (A), FTC (B), FSCa (C) e FTCa (D). Peso do coxim subcutaneo
da prole de 21 dias (E), seguidos do diametro dos mesmos
adipécitos (F) e celularidade (G). Valores expressos em média e
EPM, em que p < 0,05.
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5.2.3. Histologia do Tecido Adiposo Marrom

Apés a andlise de coxins adiposos brancos oriundos de diferentes regides,
decidimos avaliar o efeito da dieta de cafeteria sobre a morfologia do tecido
adiposo marrom interescapular. Para tal, medimos a area dos adipdcitos bem
como o tamanho médio das goticulas, onde observamos que a dieta de cafeteria
consumida pelas mées foi capaz de promover um aumento tanto na area quanto
no aumento do espaco ocupado pelas goticulas de gordura dos adipdécitos desse
depdsito nos filhotes (FSCa e FTCa), e que o exercicio, nesse tipo de analise, ndo

mostrou eficiéncia para reverter o quadro deletério da dieta (Figura 7).
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Figura 7. Andlise do tecido adiposo marrom. Fotomicrografias do TAM
corada com hematoxilina e eosina, capturadas em objetiva de 20X.
Adipdcitos de FSC (A), FTC (B), FSCa (C), FTCa (D). Peso do tecido
adiposo marrom (E), area do adipécito de TAB (F) e area da goticula

lipidica (G). Valores expressos em média e EPM, em que p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

O interesse acerca da programacao fetal e seus mecanismos vém se mostrando
crescente entre os mais diversos grupos de pesquisadores (BARKER, 1998;
NATHANIELSZ, 2013; TURDI, 2013;MATHIAS, 2014). O foco principal tem sido
investigar o ambiente na qual as maes sdo expostas, como estilo de vida e nutricao
adotada, e a transmissdo desencadeada por esses fatores aos seus descendentes
como um grande risco de desenvolver distirbios metabdlicos e doencas crdnicas na
idade adulta (BAYOL et al., 2005).

Nenhum estudo foi encontrado com uso da dieta de cafeteria em ratas prenhes
com a insercdo da atividade fisica durante gestacdo em que se buscou analisar
alteracdes relacionadas a adiposidade e, mais especificamente, a morfologia do tecido
adiposo. Assim, buscamos investigar a relacdo entre esses dois fatores em ratas
prenhes e o poder de transmissdo destas caracteristicas a sua prole. Os dados obtidos
pelo nosso estudo apontam para um importante “imprinting” metabolico em funcédo da
dieta e também do exercicio fisico durante a fase de desenvolvimento fetal e neonatal
em caracteristicas relacionadas a adiposidade.

O consumo materno de dieta de cafeteria modificou alguns parametros
relacionados a adiposidade na prole e a atividade fisica leve pareceu atenuar os efeitos
deletérios da dieta. Quando analisamos os dados referentes ao aumento na
celularidade dos adipécitos no grupo das méaes que receberam a dieta e realizaram o
programa de atividade fisica, esses resultados demonstram a eficiéncia do nosso
modelo experimental no imprinting da prole.

A exposicdo a dieta obesogénica durante a gestagcdo e lactacdo ja mostrou em
estudos anteriores alterar a composi¢cao corporal de ratas (AKYOL, 2009) e que este
fendtipo é transmitido a sua prole (BAYOL, ano). Vale ressaltar que assim como em
nosso estudo, outros também constataram que a dieta de cafeteria apresenta um alto
teor lipidico quando comparado a uma dieta padrdo (BAYOL, 2007; AKYOL, 2009). A
opcao pela utilizacdo da dieta de cafeteria € em funcdo desta se aproximar do padrao

alimentar dos humanos, geralmente relacionado a uma alta ingestdo de comida
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processada, rica em gorduras, sal e acguUcares refinados, com alta palatabilidade.
(BAYOL et al., 2010; COLOMBO, 2012). Além disso, segundo estudo de Sampey e
colaboradores (2011), a dieta de cafeteria € um modelo mais robusto para o estudo da
sindrome metabdlica quando comparada a dieta hiperlipidica tradicional. No estudo
conduzido por Franco e colaboradores (2012), com a utilizacdo da dieta hiperlipidica, foi
observado que ap6s o desmame, os filhotes apresentaram um aumento de peso
significativo em relacdo ao grupo com ratas alimentadas com dieta padréo, além de
apresentarem aumento nos depdésitos de gordura retroperitonial, inguinal e epididimal.

E importante salientar que a programacdo metabdlica ocorre tanto no periodo de
gestacdo quanto de lactacdo, sendo determinantes para alteraces morfolégicas e
metabdlicas na prole (LISBOA et al.,2012). Assim, no estudo conduzido por
Murabayashi e colaboradores (2013), com camundongas C57BL/6N que foram tratadas
com dieta hiperlipidica por quatro semanas antes do acasalamento e durante todo o
periodo de gestacao até o 17° dia, observaram que os fetos oriundos das maes tratadas
com essa dieta, apesar de nédo apresentarem modificagdes no peso corporal, obtiveram
um aumento no diametro do adipdcito subcutdneo bem como na infiltracdo de
macrofagos acompanhados do aumento nos niveis de TNFa nesse depdsito. Deste
modo, 0s autores concluiram, que somente o periodo de gestacdo foi capaz de
promover alterages significativas no tecido adiposo do feto. J& quando analisada a
fase de lactacdo isoladamente, no estudo de Troina e colaboradores (2010),
suplementaram ratas somente durante a amamentacdo com Oleo de linhaca, e
observaram alteragBes na fungédo sexual com retardo no inicio da puberdade, além da
reducdo nas concentracdes séricas de progesterona, dislipidemia e obesidade na vida
adulta das ratas provenientes das maes suplementadas, mostrando assim a
importancia dessa fase também na programacao metabdlica.

Além da dieta, outro fator importante capaz de promover alteracfes no fenétipo
de neonatos é o exercicio fisico, que em nosso protocolo experimental baseou-se nas
recomendac¢des de duas importantes sociedades ligadas a saude, a OMS (WHO,2010),
gue sugere que para um estilo de vida ativo, seja realizado pelo menos trinta minutos
diarios de exercicios leves, como a caminhada por exemplo, e o Colégio Americano de

Ginecologia e Obstetricia (ACOG, 2002) que preconiza, apés aprovacdo médica, que
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as gestantes também devem realizar trinta minutos de exercicios de intensidade leve a
moderada, diariamente.

Em estudo com intensidade e modalidade de treinamento (caminhada em esteira
rolante) semelhante ao nosso (AMORIM,2009), em que foi analisado o consumo de
oxigénio maximo (VO2 max) das ratas em fase de gestacdo de forma indireta por
calorimetro de circuito aberto, foi observado que as velocidades utilizadas (0,4; 0,5; 0,6
km/h), apresentavam valores médios percentuais de 52 a 63% do VO2 méax. Portanto,
podemos classificar a atividade fisica aplicada as ratas como leve a moderada e dentro
dos valores indicados como sugeridas pelo ACOG para gestantes.

O exercicio fisico durante a gestacdo leva a um aumento no volume da placenta
por aumentar a irrigacéo e vilosidades da mesma, fazendo com que mais sangue rico
em oxigénio e nutrientes cheguem ao feto (THOMAS et al., 2008); essa melhora na
eficiéncia do fornecimento de nutrientes favorece um melhor desenvolvimento da prole
(CLAPP, 2000). Esses resultados dao suporte aos dados referentes ao peso dos
filhotes do nosso estudo, em que ambos os grupos de maes treinadas (FTC e FTCa)
apresentaram um aumento de peso em relacdo aos sedentarios (FSC e FSCa). Em
dados percentuais, o0 aumento pode ser representado em 18% no grupo FTC e 27% no
FTCa em relacdo ao sedentario controle (FSC).

Estudo relacionando o efeito do exercicio fisico sobre o programacdo metabdlica
com dieta hipoproteica, em que ratas Wistar foram treinadas durante 4 semanas antes
do acasalamento e durante a gestacdo mantiveram um treinamento decrescente,
mostraram que o treinamento materno atenuou os danos causados pela restricdo de
proteinas sobre o desenvolvimento, homeostase glicEmica e concentracéo de leptina a
nivel muscular na prole, apontando para um efeito terapéutico e/ou preventivo do
exercicio sobre esses aspectos (FIDALGO et al. , 2013). Também quando investigado
os efeitos do exercicio fisico materno sobre a prole, sem alteracdo na dieta, foi
constatada uma melhora na homeostase glicémica, além do aumento na sensibilidade a
insulina (CARTER et AL.,, 2013).

Ao analisarmos os efeitos do nosso protocolo experimental especificamente nos
adipocitos, vimos que a dieta de cafeteria promoveu um aumento no didmetro de

ambos os depdsitos adiposos (periepididimal e subcutdneo) e que o exercicio
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respondeu de maneira distinta nesses coxins. No coxim periepididimal, o exercicio foi
capaz de conter um aumento significativo no diametro dos adipécitos decorrente da
dieta de cafeteria, 0 que ndo ocorreu na regiao subcutanea.

As respostas distintas ao exercicio nos dois depdésitos devem-se ao fato de
apresentarem caracteristicas fisiologicas diferentes, jA que o coxim periepididimal, um
depdsito visceral, apresenta acdo lipolitica mais acentuada pelo efeito intenso das
catecolaminas, em virtude da maior quantidade de receptores 31 e 32 adrenérgicos na
superficie celular, e o efeito antilipolitico da insulina atenuado, permitindo portanto
acentuada mobilizacdo de &cidos graxos em comparacdo ao depdsito subcutaneo
(FONSECA-ALANIZ et al., 2006). J4 quando analisamos a celularidade dos adipécitos,
verificamos que a dieta sem o exercicio (FSCa) ocasionou reducdo contundente no
namero de adipdcitos comparado aos demais grupos (FSC, FTC e FTCa), porém
aumento do peso do coxim e diametro celular. Por outro lado, exercicio fisico associado
a dieta reverteu parcialmente esta relacao, isto €, inibiu o crescimento dos adipocitos e
aumentou a celularidade. Estudos conduzidos em ratos adultos ja demonstraram que o
exercicio aumenta de forma significativa a expressao de PPARgama em pré-adipocitos
(SERTIE et al., 2013), sugerindo maior capacidade adipogénica nesta condi¢do. Esta
relacdo merece ser investigada em nosso modelo em estudos futuros.

Os dados obtidos no tecido adiposo marrom apontam para um aumento de peso
do coxim apenas no grupo dos filhotes procedentes das maes tratadas com dieta de
cafeteria e exercitadas (FTCa). Ja em nossa analise histolégica, com a mensuracao da
area do adipécito e area ocupada pelas goticulas lipidicas, vimos um aumento em
ambas as areas (adip6cito e goticula) dos grupos advindos de mées que ingeriram dieta
de cafeteria (FSCa e FTCa), indicando um comprometimento na morfologia desse
tecido e uma consequente alteracdo na atividade do mesmo em funcao da dieta.

No estudo de Sampey et al. (2011), foi realizada a mesma analise histologica
para verificar o tamanho das inclusdes lipidicas no tecido adiposo marrom utilizando-se
também da dieta de cafeteria em ratos Wistar, comparando-os com a dieta hiperlipidica,
e foi constatado que a dieta de cafeteria promoveu um aumento nas inclusdes lipidicas

e no peso do coxim que mostrou-se ainda superior ao da dieta hiperlipidica.
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De maneira geral, a programacdo imposta pela mae, seja em decorréncia da
dieta ou do exercicio, na massa adiposa pode ser observada na prole aos 21 dias.
Embora nossos dados caracterizem apenas mudancgas estruturais, devido a limitagao
de nao ter sido possivel investigar neste momento quais vias moleculares possam estar
sendo programadas pelo exercicio, acredita-se que alguns marcadores adipogénicos

estejam alterados nesta fase.
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7 CONCLUSAO

A atividade fisica para as maes com dieta cafeteria promoveu menor ganho de
massa adiposa, mesmo com elevado consumo calorico, com resposta similar em sua
prole.

Na prole, o exercicio realizado pelas méaes foi benéfico na contencdo do aumento
do diametro dos adipdcitos periepididimais, porém um intensificador da celularidade.
No coxim inguinal também houve aumento da celularidade sem modificacdo no
diametro.

No tecido adiposo marrom a dieta de cafeteria imp6s um aumento da &area dos
adipécitos bem como a area das goticulas. O exercicio ndo mostrou nenhum efeito

atenuador sobre estes parametros.
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ANEXO A: Parecer do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentagao.

Universidade Estadual de Maringa
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio QQ
Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentagio G

Parecer emitide apds reuniio realizada em: 9 111/2010 Parecern® 11372010
Pesquisador: Solange Marta Franzdi de Moraes Setor: DFs
Titulao: Protocolo n® 022:2010
Treinamento fisico e dieta alimentar: efeitos sobre a resisténcia a insulina e
adiposidade em diferentes fases do desenvolvimento |
Entrada: 2TE2010 Inicio: 16/572010 Término: 1452013
Situagio do Projeto: |Ap|-o-.-a|:||:. |
Relatorio Final: Aguarda finalizagao do projeto

ATENGAQ: este parecer, quando a situagio do projeto constar "aprovade”, autoriza os
proponentes a executarem o protocolo em questio. O certificado serd emitide apds apreciagido e
a pr o v ag¢ a o d. o e ba t e ri o fin a |l

Consideragdes e Parecar:

Conskderando gue todos o5 questionamenios foram devidaments respondidos, conforme constam nas fis. 71 a 72 do
presenie profooolo, S0Mmos de parecer que 58 aiove O MEsma.

Contedo, solicia-s2 anda 3 Coordenaiora que Informe no refatano final qual @ metedoiogla de sutanasia que serd
utilzada tanio nos ratos fiholes T&meas, quanto nos ratos filhates machos excedentss que no serio aprovelados na
experimentagdo e 0 desino final de tals animals.

Orienta-s2 alnda a secretara do Comib2 que se junte o protocollzado 10965/2010-PRO a0 Processo 022/201 HCEAE.

" Finiien Arifuds
Fresigiese oo UEAETEMN

o 10 83 Resolugdo n° 032/2005-CEP: 05 projetos anallsados 5erdo enquadrados em uma das seguintas cabegorias:
| - aprovado;

Il - pendente, quando o CEAE consklerar o profocolo & 0 projetn como aceltavels, porém Com proBiemas no profocolo,
na projebo ou em ambos, & houver recomendago de uma revis3o espectlica, ou sollcitagdo de modificagdo ou
Informagao relevanie, que deverd ser atendida em até 60 dias, apts o recedimento da comunlcagio, pelo coondenador
o projeta;

Il - arquivado, quando o profocolo pemansacer pendente, trAnscomidos 30 dias, aps o prazo previsto no Inclso Il do
recebimento da comunicagao;

IV - ndo aorovaso

WAW . PEg.UEMLDT - 8-mall: cesa@usm.br




