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ROMERO, Paulo Vitor da Silva. 2015. Treinamento aerobio nos genitores reduz
adiposidade da prole. Dissertacdo (Mestrado em Educacdo Fisica) — Centro de
Ciéncias da Saude. Universidade Estadual de Maringa, Maringa, 2015.

RESUMO

O crescimento e desenvolvimento dos animais pode ser afetado de diversas formas.
Estudos tém buscado evidéncias que apontam para contribuicbes ambientais,
genéticas e perinatais como justificativa a essas mudancas. Os genitores
desempenham papel biolégico fundamental no desenvolvimento e programacao
metabolica de sua prole. O treinamento fisico € outro estimulo ambiental capaz de
afetar diversos sistemas em todo o corpo, sendo capaz de induzir modificacdes
geracionais. Desta forma, o objetivo do trabalho foi determinar o efeito do treinamento
fisico sistematizado nos genitores sobre o desenvolvimento da adiposidade da prole.
Foram utilizados 32 camundongos que foram separados de acordo com o sexo (16
machos e 16 fémeas), subdivididos em 4 grupos: Machos Sedentarios, Machos
Treinados, Fémeas Sedentarias e Fémeas Treinadas, com oito animais em cada.
Sendo os grupos treinados submetidos a um protocolo de treinamento aerdbio em
esteira rolante com duracdo de 7 semanas (1 semana de adaptacdo, 6 semanas de
treinamento). Terminado o protocolo, ocorreu 0 acasalamento e consequente prenhez
das fémeas. Apds o0 nascimento 0s seguintes grupos foram constituidos: S (Filhotes
de Pais Sedentarios), T (Filhotes de Pais Treinados), ST (Filhotes de Pais Sedentéarios
e Maes Treinadas) e TS (Filhotes de Pais Treinados e Maes Sedentarias).
Completados 21 dias de vida os filhotes foram eutanasiados para coleta de sangue e
tecidos adiposos brancos e marrom. Amostras dos tecidos mesentérico e inguinal
foram utilizados para realizacdo da técnica de isolamento dos adipdcitos, colocadas
em tampao digestivo e em seguida fragmentadas com tesoura fina e incubadas. Apos
a digestao, a amostra foi filtrada e lavada. Apos a terceira lavagem, a suspensao
celular foi colocada em lamina histolégica e 50 imagens capturadas por animal em
microscopio Optico. Posteriormente o diametro médio dos adipdécitos foi determinado
através da mensuracao aleatéria de 100 adipdcitos por animal. Amostras de tecido
adiposo marrom foram fixadas, desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina
para realizacdo de cortes histoldégicos semi seriados de 3 pum de espessura, para
coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H.E.), para analise da morfologia geral do
tecido. Parte do tecido adiposo foi usado para a determinacéo da expressao protéica
de aP2 por Western Blotting. Apds analise dos dados observamos que houve diferenca
significativa entre o peso do coxim de gordura mesentérica nos filhotes fémeas e no
indice de Lee nos filhotes machos, nesses dois parametros os filhotes do grupo T
obtiveram valores menores em relagcdo aos demais grupos. Na quantificacdo do
didametro do tecido adiposo mesentérico e inguinal, houve diferenca do grupo T que
apresentou média inferior em relagdo aos demais em ambos os sexos (p<0,05). Na
analise da expressao protéica da aP2 o grupo S, o qual os pais se mantiveram
sedentarios, mostrou uma maior expressao em relagdo aos demais grupos, tanto nas
fémeas como nos machos. Assim, concluimos que o treinamento fisico dos genitores
foi eficaz na reducdo da adiposidade da prole, didmetro dos adipdcitos e incluséo
lipidica.

Palavras-chave: Epigenética; Treinamento Fisico; Desenvolvimento pés-natal;
Tecido Adiposo.



ROMERO, Paulo Vitor da Silva. 2015. Aerobic training performed by genitors
reduces offspring adiposity. Dissertation (Master in Physical Education) — Center of
Health Sciences. State University of Maringa, Maringa, 2015.

ABSTRACT

The growth and development of animals is affected in several ways. Studies have
sought evidences pointing to environmental, genetic and perinatal contributions as
justification to these changes. The parents play a fundamental biological role in
developing and metabolic programming of their offspring. Physical training is another
environmental stimulus, which affect multiple systems throughout the body, being able
to induce generational changes. Thus, the objective of the present study was to
determine the effect of physical training performed by parents on the development of
offspring adiposity. 32 mice were used, distributed according to sex (16 males and 16
females) and divided into 4 groups: sedentary males, trained males, sedentary
females, and trained females, eight animals per group. The trained groups have
undergone an aerobic training protocol on treadmill lasting seven weeks (1 week of
adaptation, 6 weeks of training). Afterwards the protocol, mating and subsequent
pregnancy in females occurred. After birth the following groups were formed: S
(Parents), T (Offspring from Trained Parents), ST (Offspring from Sedentary Father
and Trained Mother) and TS (Offspring from Trained Father and Sedentary Mother).
Following 21 days the offspring was euthanized and blood and white and brown
adipose tissues harvested and processed. Samples of mesenteric and inguinal tissue
were used to obtain isolated adipocytes by the collagenase method. The cell
suspension was placed on slides and 50 histological images captured in an optical
microscope. Subsequently, the average diameter of the adipocytes was determined by
randomly measuring 100 adipocytes per animal. Brown adipose tissue samples were
fixed, dehydrated, cleared and embedded in paraffin to perform histological semi series
cuts of 3 mm thick, for staining with hematoxylin and eosin (HE) for analysis of the
general morphology of the tissue. After analyzing the data, it was denoted that there
was a significant difference between the weight of mesenteric fat pad in young females
and Lee index in male offspring; also consistently observed on T pup group when
compared to the other groups (p<0.05). Regarding the diameter of mesenteric and
inguinal adipose tissue adipocytes, T group showed an average diameter lower than
the others in both sexes (p<0.05). The analysis aP2 protein expression in S group
presented a higher expression in relation to other groups, both in females as in males.
Thus, we conclude that physical training performed by parents was effective to reduce
adiposity of their offspring.

Key words: Epigenetic; Exercise; Offspring; Adipose Tissue.
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1 INTRODUCAO

Diversas sao as condicdes em que perturbacbes podem afetar o
desenvolvimento e crescimento dos animais. Estudos tem buscado evidéncias que
apontam para contribuicbes ambientais, genéticas e perinatais como justificativa a
essas mudancas. Devido as diferencas no estilo de vida e a dificuldade em controlar
essas variaveis nos seres humanos, os modelos animais sdo de fundamental
importancia para entender essas modificacfes (KRAL, et al., 2006; RAVELLI; STEIN;
SUSSER, 1976). Sendo assim, a epigenética surge como uma possibilidade de
compreender melhor possiveis modificacbes na expressdo de genes existentes, e
consequente alteragcbes no metabolismo, ou seja, o estudo das influéncias onde
ocorrem alteracbes hereditarias do mesmo sem mudancas na sequéncia de DNA
(WOLFFE; GUSCHIN, 2000).

Os genitores desempenham papel bioldégico fundamental no
desenvolvimento e programacao metabdlica de sua prole (POWER et al., 2003). A
associacao entre gene-ambiente pode ser predominante para o desenvolvimento do
tecido adiposo, sendo projetado ainda na fase intrauterina. Ambientes parentais
inadequados podem também afetar o fenétipo da prole, podendo assim contribuir para
o rapido aumento da gordura corporal (BOUCHARD, 2009).

O treinamento fisico € um estimulo ambiental que pode afetar diversos
sistemas em todo o corpo, sendo capaz de induzir modificagbes geracionais. O
exercicio durante a gravidez parece ter efeitos benéficos na mae e no feto,
influenciando no peso corporal de ambos (KALISIAK; SPITZNAGLE, 2009), reduzindo
sobretudo o percentual de tecido adiposo branco (CLAPP, 2013).

Manipulacdes dietéticas durante a gestacdo e lactacdo ocasionam uma
grande variacao total no peso corporal e adiposidade entre linhagens puras de ratos
(inbred) (ENRIORI et al., 2007; KOZA et al., 2006). A desnutricdo materna pode levar
a excesso de peso na prole em roedores e humanos, porém a supranutricdo
(overnutrition) € um problema mais comum no mundo desenvolvido. A alta ingestao
alimentos ricos em lipideos durante gestacdo e lactacdo também resulta em
obesidade da prole (OZANNE et al., 2004; GUO; JONES; FRIEDMAN, 1982). Porém,

as origens do desenvolvimento do tecido adiposo, os determinantes de sua
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distribuicdo, e os mecanismos de sinalizagdo do controle de sua expanséo
permanecem mal definidos (SANCHEZ-GURMACHES; GUERTIN, 2014).
Notavelmente, alteracdes epigenéticas no DNA sdo marcadas no genoma
de um modo que por vezes pode ser herdada pelas geracdes futuras. A juventude é
marcada por grandes alteracfes metabdlicas no organismo. Intervenc¢des por meio de
atividades fisicas e a alimentag&o nesta fase podem ter efeitos predominantes para o
resto da vida, prevenindo assim um possivel desenvolvimento indesejado. Porém, a
respeito dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia do tecido adiposo, ainda néao é
possivel a total compreensdo de como o exercicio fisico pode modular essas
respostas. Desta forma, o objetivo do trabalho foi determinar o efeito do treinamento

fisico sistematizado nos genitores sobre o desenvolvimento da adiposidade da prole.

1.1 Justificativa

A grande maioria das pesquisas realizadas nas ultimas 5 décadas sobre o
tecido adiposo se justificam pela crescente preocupacdo como a obesidade e o0s
mecanismos envolvidos na sua origem, suas consequéncias e possiveis formas de
tratamento. Em funcéo deste cendrio ha o interesse sobre 0s mecanismos envolvidos
na formacao do tecido adiposo e as diversas influéncias genéticas e epigenéticas
moduladoras de sua génese.

Com respeito a pratica de exercicio fisico, 0 conhecimento atual sobre seus
efeitos se baseia principalmente nos efeitos do treinamento fisico aerdébio,
especialmente utilizando o tecido adiposo branco, que tem como uma de suas fungdes
basicas o acumulo de energia na forma de gordura. Porém, ainda ndo se sabe a
importancia da transmissao dos parametros de treinamento para a prole de genitores
praticantes de atividade fisica sistematizada.

Em trabalhos recentes (ANDRADE, 2014; ESTEVES, 2012) conduzidos por
nosso grupo junto ao Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Estadual de Maringh (UEM) mostramos que a administracdo de dieta
hipercaldrica/hiperlipidica (dieta tipo cafeteria) as mées durante a gestagdo promoveu
aumento na adiposidade de sua prole. Diante disso e somado ao pequeno numero de
trabalhos realizados relacionando o papel dos pais, ambiente, e sua prole, surge o
interesse de realizar um estudo que exponha a influéncia que o exercicio fisico

sistematizado possa transmitir e determinar a adiposidade de sua prole.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar o efeito do treinamento fisico sistematizado dos genitores sobre a

adiposidade da prole.

2.2 Objetivos especificos

Nos genitores caracterizar as adaptacfes impostas pelo treinamento fisico aerébio

sistematizado:

- Determinar o consumo alimentar;

- Determinar o peso corporal;

- Avaliar a Vypico dos animais treinados e sedentarios ao inicio e no final do protocolo de

treinamento.

Nos filhotes machos e fémeas de 21 dias:

- Determinar o peso dos coxins de gordura branca visceral (mesentérico e inguinal),

subcutanea (inguinal) e marrom (interescapular);

- Avaliar o diametro de adipdcitos isolados dos tecidos adiposos brancos citados no

item anterior;

- Determinar a area da goticula lipidica contida no adipocito do tecido adiposo marrom;

- Avaliar o perfil glicémico e lipidico;
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- Quantificar a expressédo génica do marcador adipogénico aP2 no tecido adiposo

subcutaneo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecido adiposo e epigenética

O inicio do século XX foi marcado pelo avanco na descoberta de novas
doencas e isso foi predominante na tentativa de propor manobras no seu combate,
tendo como principal objetivo amenizar o numero de mortes (FABRICIO, 2014). O
tecido adiposo era visto por muito tempo como apenas o principal reservatorio
energético do corpo, sendo esta energia armazenada na forma de substrato, o
triacilglicerol; porém essa afirmagéo ndo é mais valida. Em 1987 este paradigma foi
superado devido a sua importancia no metabolismo de esteroides sexuais (SIITERI,
1987), além da posterior descoberta da regulacao na sintese e secrecao de hormonios
como a leptina e adiponectina, juntamente com uma gama diversificada de outras
proteinas também advindas do tecido adiposo, assim reconhecido ndo s6 como um
reservatorio energético, mas um 6rgdo endocrino (FRUHBECK et al., 2001;
TRAYHURN; BEATTIE, 2001; MOHAMED-ALLI; PINKNEY; COPPACK, 1998; ZHANG,
1994).

A funcdo enddécrina do tecido adiposo apresenta sua importancia pelas
consequéncias metabdlicas por meio do excesso ou da deficiéncia de sua atividade.
O acumulo de gordura em diferentes depdésitos pelo corpo estd diretamente
relacionado com fatores de risco a saude dos individuos, sendo que, quando
concentrada na parte abdominal aumenta a probabilidade em desenvolver doencas
isquémicas cardiacas e diabetes, quando comparados com individuos que
apresentam essa concentracdo em regifes periféricas do corpo (HAUNER et al.,
1990). Tratamentos farmacologicos séo utilizados para manutengéo do peso corporal,
controle da presséo, niveis de glicemia e colesterol, entre outros, porém, mantendo
uma vida saudavel com a pratica regular de exercicios fisicos, a intervencgéo
medicamentosa pode ser diminuida, e em alguns casos, até cessada.

Por outro lado, a lipodistrofia, curiosamente também esta atrelada a
sindrome metabdlica, além da mesma ser agravada em individuos que utilizando da
terapia antirretroviral (GRUNDY, 2004; LEOW; ADDY; MANTZOROS, 2003). A perda
de gordura generalizada ou parcial, quando localizada, causa hipertrofia de gordura
em outros depaositos, levando a alteracdes graves, sendo elas, intolerancia a glicose,

diabetes, esteatose hepatica, ovarios policisticos, dislipidemias, complicacoes
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cardiovasculares, entre outras. A responsabilidade por essa anomalia esta atrelada a
fatores genéticos, em menor numero, e na maioria das vezes, adquirida por meio de
fatores ambientais (FREITAS et al., 2013). Portanto, o excesso ou a deficiéncia do
tecido adiposo sdo responsaveis por alteracdes metabdlicas prejudiciais a saude,
sendo um alerta a populacéo e 6rgaos publicos.

O processo de adipogénese tem sido estudado e melhor caracterizado
utilizando-se pré-adipécitos da linhagem celular 3T3-L1 (células oriundas de embrides
de camundongos Suicos), e compreendem estagios precisamente controlados.
Fatores de transcrigdo adipogénicos, incluindo o receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomas (PPARg), a proteina 1c ligadora do elemento regulado
por esterdis (SREBP-1c) e as proteinas ligantes ao amplificador CCAAT
(CCAAT/enhancer binding protein - C/EBPs) desempenham um papel chave na
complexa cascata transcricional que ocorre durante a adipogénese. Embora, em
estudos in vitro, 0 emprego de coquetéis estimulantes constituidos classicamente por
insulina, dexametasona, metil-isobutil-xantina (MIX) e FBS (soro fetal bovino) sejam
conhecidos como desencadeadores da adipogénese, pouco se sabe sobre os eventos
gue propiciam o seu desencadeamento in vivo (VERNOCHET et al., 2009).

Embora os adipdcitos tenham a capacidade de expressar e secretar
diversos hormdénios enddcrinos, como a leptina e adiponectina, muitas proteinas
secretadas séo derivadas a partir da fracdo do tecido adiposo (FAIN et al., 2004).
Estes componentes trabalham de forma conjunta, assim sendo caracterizado como
orgdo. Podemos dividir a sua funcdo em duas categorias, a primeira, onde proteinas
secretadas apresentam efeitos em células ou tecidos periféricos, e a segunda, tendo
as enzimas, envolvidas na producéo e regulacao de hormoénios esteroides (FRAYN et
al., 2003). O tecido adiposo marrom em especial, exerce fungdes diferentes do tecido
adiposo branco, responsavel pela manutencéo da temperatura corporal em animais e,
em humanos nos recém-nascidos, observados sob uma ampla variedade de
condicdes fisioldgicas, explicaveis por meio de sua atividade termogénica. Além da
termogénese, o0 adipocito marrom pode desempenhar um papel sistemicamente
importante em outros aspectos, liberando proteinas que agem no controle da
proliferacéo, diferenciacéo e apoptose celular (CANNON, 2003).

O desenvolvimento humano é influenciado por diversos fatores que agem
isoladamente e conjuntamente, como o0 ambiente, o individuo e a tarefa, que

influenciam o processo de desenvolvimento ao longo da vida (GALLAHUE; OZUMUN;
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GOODWAY, 2013). O ambiente exerce papel dominante na génese de disturbios
relacionados ao tecido adiposo, onde o maior acesso a alimentos de alto valor
energético e de baixo custo, a crescente dependéncia de tecnologia e niveis
insatisfatorios de atividade fisica, sdo alguns dos mais relevantes componentes da
vida moderna.

Estudos mostram que a fase intrauterina € decisiva no desenvolvimento do
tecido adiposo, podendo ser moldada nesse periodo. Mulheres responsaveis por um
estilo de vida ativo tendem a ter uma gravidez com menos riscos, além de gerar filhos
com peso considerado normal (DAVIES, 2003). Este exercicio realizado no tempo
correto é capaz de promover uma melhora no desenvolvimento cognitivo por meio de
uma remodelacdo neural, além da regulacdo de outros centros, como de apetite,
saciedade, estocagem e utilizacdo de energia (DRAGANSKI; MAY, 2008). Essas
alteracOes se dao a partir da interagdo gene-ambiente, sendo que alguns alelos
associados podem ser adquiridos somente pelos pais e que exposicdes ambientais
parentais sdo capazes de alterar o fenétipo da prole, sendo possivel causa de doencas
relacionadas ao excesso de gordura (BOUCHARD, 2009). A associa¢ao entre peso
ao nascer e peso na fase adulta sugere que ha efeitos duradouros sobre o risco de
uma sindrome metabdlica e ainda que a reducdo deste peso ao nascer minimiza tal
risco (WHITAKER; DIETZ, 1998).

Embora varios genes tenham sido associados ao desenvolvimento do
tecido adiposo, sua exclusiva influéncia ndo pode explicar a rapida e crescente
prevaléncia de individuos sobre pesados. Entender como certos fatores modificam a
expressao de um gene durante o desenvolvimento fetal pode ajudar a explicar esse
rapido aumento. Assim, esse conhecimento nos da suporte para entender o inicio
desses processos ainda na infancia (KYUNG, 2012). Power et al. (2003) apontam
evidéncias sobre a importancia do papel dos pais na programacao metabolica de seus
filhnos e possiveis desenvolvimento de doencas envolvidas com a sindrome
metabdlica. O excesso de peso € capaz de afetar a motilidade e concentracdo de
espermatozoides, além da morfologia dos testiculos, o0 que pode estar associado a
danos estruturais do DNA do esperma (KASTURI, 2008).

O excesso de peso nos pais € comprovadamente uma alteracao que afeta
0 metabolismo de suas geragcbes, como observado em animais, heranga essa
podendo ser amenizada ou revertida com intervencdes na alimentagdo e exercicio

fisico (BOUCHARD, 2009). Porém, ainda sdo escassas as informacfes de como o
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comportamento sedentdrio dos pais afeta espermatozoides, embrido e feto, e
consequentemente e antagonista a isso a influéncia do exercicio. Em humanos
existem poucos estudos que mostram a contribuicdo do homem na epigenética de
seus filhos, sendo que na maioria deles a importancia é voltada para a mae. Em
roedores a evidéncia de que a producdo de espermatozoides exerce influéncia sobre
o desenvolvimento do embrido j& € comprovada e isso posteriormente afetando o
crescimento do feto no Utero de sua genitora. Assim, a importancia na identificacéo
de alteracdes epigenéticas ajudam na compreensdo de como a vida dos pais alteram
0 metabolismo de suas geragdes, auxiliando na contribuicdo por meio de intervencgdes
na tentativa de reverter possiveis danos (MCPHERSON, 2014).

3.2 Exercicio e epigenética

Com respeito a pratica de exercicio fisicos e seus beneficios, em especial
0 aerbbio, se baseia principalmente nos efeitos do treinamento sobre o metabolismo
do tecido adiposo, essencialmente aquele denominado branco, que tem como funcao
basica o acimulo de energia na forma de gordura (BOUTCHER, 2011). Segundo Silva
(1995), ele é capaz de influenciar diretamente a composi¢ao corporal, ou seja, possui
um papel determinante no combate ao excesso de gordura corporal. A préatica regular
do exercicio acentua a utilizacdo dos acidos graxos como substrato para a producao
de ATP, contribuindo para a mobilizacdo de gorduras principalmente localizadas no
tecido adiposo branco além de, simultaneamente, favorecer a manutencdo ou
aumento de massa muscular. O treinamento fisico leva ao aumento da densidade
mitocondrial, e logo, da capacidade oxidativa muscular, podendo ser fator de protecéo
contra uma variedade de doencas cronicas (TSENG et al., 1995).

Lemura e Maziekas (2002) realizaram um estudo onde concluiram que o0s
exercicios de baixa intensidade e longa duracédo sao mais eficientes para utilizacao
gordura como forma de energia. Os grandes grupos musculares sao envolvidos em
um ritmo constante e sua intensidade deve ser moderada. Porém, isso ndo significa
que exercicios anaerdbicos ndo sao eficientes para reducdo da gordura corporal.
Sabia et al. (2004), a partir dos resultados obtidos em seu estudo, concluiram que o
exercicio anaerobico € eficiente para melhora da composi¢cdo corporal, além de
oferecer uma melhora cardiorrespiratéria e nas medidas bioquimicas dos individuos
estudados. “A intensidade do exercicio fisico € fator primordial para melhor aquisicao

de resultados, tanto de condicionamento fisico, quanto visando aumento de massa
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muscular e perda de massa gorda” (FERNANDEZ et al., 2004). Os autores ainda
concluem que seja qual for o tipo de exercicio, aerdbico ou anaerébico, a intensidade
deve sempre ser crescente, pelo fato do individuo submetido ao treinamento com foco
na perda de peso geralmente ser sedentario ou destreinado, e por isso ndo € capaz
de realizar a atividade na intensidade que ira lhe render maiores resultados desde o
comeco do tratamento.

Bem caracterizados, os fatores benéficos do exercicio fisico contribuem
para uma melhora na saude metabdlica. A homeostase da glicose e oxidacao de
gordura também sdo melhorados com o treinamento fisico (FLUCK, 2006;
HOPPELER; FLUCK, 2003). Por outro lado, a falta de exercicio ou sedentarismo é
associado ao desenvolvimento de doencas crénicas e todas as causas de mortalidade
(MOKDAD et al., 2004). Um ponto de extrema relevancia esta no fato de que ele ndo
influencia somente no tratamento de comorbidades advindas do tecido adiposo, mas
também possui uma relacdo de transmissdo de informacao genética e interferéncia
na adiposidade de sua prole.

Neste contexto surge a epigenética, ou seja, o estudo das influéncias
ambientais na expressao do gene onde ocorrem alteraces hereditarias do mesmo
sem mudancas na sequéncia de DNA (WOLFFE; GUSCHIN, 2000). Em geral, existem
trés tipos de efeitos transmissiveis especificos dos pais: 1) aqueles decorrentes de
regulacéo epigenética da expressao génica, 2) os decorrentes dos efeitos do ambiente
intrauterino materno sobre o feto em desenvolvimento, e 3) os decorrentes de variagao
genética no genoma mitocondrial herdados maternalmente (GUO et al., 2006). O
estudo da influéncia genética sobre a morfologia corporal e distirbios metabdlicos
associados é de extrema importancia para o conhecimento desta inter-relacao.

As alteracbes metabolicas n&o sdo claramente explicadas e
compreendidas por fendbmenos epigenéticos em seres humanos e animais, porém o0s
pesquisadores reconhecem cada vez mais um papel protagonista no crescimento e
desenvolvimento humano e sua relagio com o0 desencadeamento de
doencas. Notavelmente, os alvos de modificagbes podem variar a partir de grandes
segmentos de cromossomos a genes individuais.

Na tentativa de reverter possiveis danos causados por uma programacao
metabdlica ruim, o exercicio fisico tem papel fundamental, sendo uma importante
ferramenta modeladora do metabolismo (SUNG; BAE, 2012). O mesmo merece

destaque pelo fato que ele néo influencia somente na alteracéo da gordura corporal,
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mas também possui uma relacdo de transmissdo de informagdo genética e
interferéncia na adiposidade de sua prole. Ha indicios de que os pais podem iniciar
essa transmissdo atrelada com doencas metabdlicas, provocadas direta ou
indiretamente, por meio de um estilo de vida sedentario e alimentagcdo com alto teor
de gordura (BOUCHARD, 2009).

Trabalhos recentes tém associado o grau de atividade fisica a maior
metilacdo gendmica (REN et al., 2012; ZHANG et al., 2011; NAKAJIMA et al., 2010).
Por exemplo, o exercicio fisico induz incremento da metilacdo de sequéncias
gendmicas conhecidas como LINE-1 (transposable elements) em linfécitos. A baixa
metilacdo em LINE-1 tem sido associada ao aumento da resposta inflamatoria, bem
como instabilidade cromossomica. Ronn et al. (2013) realizaram recentemente um
estudo onde destacam as caracteristicas da dinamica de metilacdo do DNA. Estes
autores conduziram andlise de todo o genoma relacionado com o tecido adiposo
humano antes e apos o exercicio. Apdés uma intervencdo de 6 meses de exercicio
fisico, realizados por 23 homens saudaveis, com baixo nivel anterior de atividade
fisica, concluiram que o exercicio induz uma ampla metilacdo do DNA e consequente
modulacao de genes ligados ao metabolismo.

Wojtyla et al. (2012) sugerem que o estilo de vida das mées é refletido nos
filhos sendo responséavel por eventos futuros. Maes que tiveram durante toda a vida
uma rotina permeada de atividades fisicas, inclusive no periodo de gestacéo,
influenciaram positivamente o desenvolvimento de seus filhos. Por outro lado, aguelas
que sempre apresentaram um estilo sedentario, além do provavel excesso de pesos
de seus filhos, as mesmas podem desenvolver um quadro de resisténcia insulinica
durante a gestacdo (ARTAL, 2003; COMMITTEE, 2003). Os efeitos maléficos do
aumento do tecido adiposo nas mées ja estdo bem estabelecidos na literatura, tendo
o poder de afetar o ovécito e interferir no estabelecimento da gravidez (VELEVA et al.,
2008; PINBORG et al., 2001).

Outro foco de estudos nos dias atuais é a interferéncia do sedentarismo e
posterior excesso de peso paterno no desenvolvimento de seus filhos, podendo haver
alteracbes nos gametas e tendo seu desfecho na gestacdo (BAKOS et al., 2011,
KELTZ et al.,, 2010). Nguyen e Ramlau et al. (2007) apontam que homens
sobrepesados possuem uma dificuldade maior no tempo de concepcéo de seus filhos
guando comparados com casais que sao classificados com o peso normal. O excesso

de gordura nos homens esta relacionado com baixas taxas de gravidez nas mulheres
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e dificuldades na mesma, podendo ser explicado pela dificuldade na fertilizacdo que
apresentam reduzidas, alterac6es nos espermatozoides, além do desenvolvimento
prejudicado dos blastocistos (BINDER et al., 2012; BAKOS et al., 2011; ZHAO et al.,
2011; KELTZ et al., 2010).

Recentemente, foi estabelecido que o exercicio e a restricdo caldrica além
de reduzir a adiposidade, melhora a funcao sexual. Um estudo em humanos examinou
43 homens, que foram colocados em um programa de 14 semanas de dieta e exercicio
para perda de peso e demonstram a melhora da contagem total de espermatozoides
e motilidade naqueles homens que perderam o maior peso (HAKONSEN et al., 2011).
Além disso, as intervencdes da dieta e exercicio em um modelo de ratos machos
mostrou recentemente que a funcéo do espermatozoide foi altamente correlacionada
com a normalizacéo da glicemia, colesterol, triglicérides, acidos graxos livres no soro
e insulina, associada a restauracdo da motilidade espermatica, morfologia, estresse
oxidativo, dano ao DNA e de ligacdo (PALMER et al., 2012).

Assim, estratégias de perda de peso sdo promissoras na restauracao da
qualidade funcional do espermatozoide em homens acima do peso e roedores
submetidos a dietas obesogénicas. O uso de modelos animais nos permite controlar
as variaveis criticas para avaliar as interacdes importantes entre heranca genética,
fatores perinatais, bem como o desenvolvimento das vias neurais que controlam a
regulacdo da homeostase energética. Agora ha boas evidéncias de que tais
intervencdes podem ter efeitos duradouros sobre o desenvolvimento, estrutura e

funcdo das vias neurais envolvidas na regulacéo do gasto energético.
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4 METODOLOGIA

Animais

Neste estudo utilizamos 32 camundongos (16 machos e 16 fémeas) da
linhagem Swiss (com 23 dias de vida) obtidos do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa. Os animais permaneceram no biotério setorial do Departamento
de Ciéncias Fisiolégicas, com temperatura constante de 23°C e fotoperiodo controlado
automaticamente (12 horas claro/12 horas escuro) com livre acesso a agua e ragao
balanceada (Nuvital®) com composicdo seguindo as recomendacfes do National
Research Council e National Institute of Health-USA para alimentos de roedores de
laboratorio. O controle do consumo diario de liquidos e racéo foi feito semanalmente.
Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comissdo de Etica no
Uso de Animais, parecer n° 141/2013.

Treinamento Fisico dos Genitores

Os mesmos 32 camundongos (machos e fémeas) com 23 dias de vida
foram subdivididos em quatro grupos, Macho Sedentéario (MS), Macho Treinado (MT),
Fémea Sedentaria (FS) e Fémea Treinada (FT), compostos por oito animais cada. O
treinamento fisico aerdbio foi realizado em esteira rolante ergométrica programavel
adaptada para acomodar oito camundongos simultaneamente. Inicialmente foi
executada uma semana de adaptacdo ao exercicio proposto, com a velocidade
oscilando entre 0,8 e 1,1 km/h e duracéo de trinta a quarenta minutos por sessao.
Apoés a semana de adaptacédo todos os animais foram submetidos ao teste de esforco
maximo. Aos 30, 45, 60, 75 e 90 dias de vidas os animais dos grupos treinados
realizaram um teste de esforco para determinacdo da Vpico € posterior reajuste de
carga, utilizando esteira individual propria para roedores Panlab® (Barcelona,
Espanha). O teste consistiu em um aquecimento de 5 minutos na intensidade de
10cm/s, com 0° de inclinacdo com aumento de 9 cm/s a cada 3 minutos até a exaustao
do animal. Na semana seguinte iniciou-se o protocolo de treinamento aerébio nos
grupos Macho Treinado (MT) e Fémea Treinada (FT), executado em esteira rolante
Inbrasports (Porto Alegre, Brasil) estabelecido por lwamoto et al. (2004) e adaptado
(Anexo B), que consistiu de cinco sessdes semanais de exercicio com velocidade a

75% da maxima e duracao crescente até que 0s animais executassem a atividade por
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uma hora, caracterizando-a como predominantemente aerdbia de alta intensidade. Ao
final do periodo de treinamento, todos os animais foram submetidos ao teste de
esforco, assim como no inicio, para comparacdo entre 0s grupos sedentarios e

treinados.

Acasalamento

Apoés a realizacdo do protocolo de treinamento de 7 semanas (1 de
adaptacdo e 6 de treinamento), os animais machos sedentéarios e treinados foram
alocados em caixas com as fémeas para cruzamento, numa proporgédo de 1 macho
para cada fémea. Diariamente foi determinado o ciclo estral dos camundongos
fémeas, por meio de esfregaco vaginal, até detectado a presenca de espermatozoéides
no material coletado, considerando assim o primeiro dia de prenhez. Apds o término
do protocolo de seis semanas, o treinamento se manteve com duracao e intensidade
constantes conforme teste de esforco realizado para prescricdo da sexta semana de
treino e sé cessou quando se detectou a prenhez das fémeas. As fémeas prenhes
foram separadas e alimentadas com racao balanceada durante periodo de gestacéo
e lactacdo. ApGs o nascimento, durante o periodo de lactacdo as ninhadas foram
padronizadas para 8 animais, quando possivel com 4 fémeas e 4 machos,
minimizando a possivel interferéncia de maior disponibilidade de leite. Ao final os
filhotes foram organizados 4 grupos: Filhotes de Pais Sedentarios (S), Filhotes de Pais
Treinados (T), Filhotes de Pais Sedentarios de Maes Treinadas (ST) e Filhotes de Pais
Treinados e Maes Sedentérias (TS), sendo que machos e fémeas foram analisados

separadamente.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

| MAcHOS (16) | | FEmEAs (16) |

|tn::1r.::u-z—rn:u-||

|mn—=;n-.-|=mgmm|

s (24) T (24) ST (24) Ts (24)
FILHOTES DE PAIS FILHOTES DE PAIS FILHOTES DE PAIS FILHOTES DE PAIS
SEDENTARIOS TREINADOS SEDENTARIOS E TREINADOS E MAES
MAES TREINADAS SEDENTARIOS
FILHOTES MACHOS E

FILHOTES FEMEAS

Figura 1. Delineamento experimental dos animais de acordo com o acasalamento dos
diferentes grupos.
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Eutanasia dos grupos genitores e prole

Assim que os filhotes completaram 21 dias, foram anestesiados com
administracao de ketamina (5,8 mg/100g) e xilazina (1,15 mg/100g) (0,1 ml para cada
100g de peso corporal, via intraperitoneal). Em seguida efetuou-se a puncao cardiaca
para coleta de sangue e posterior laparotomia mediana para coleta dos tecidos.
Posteriormente os animais foram submetidos a eutanasia por meio de seccao do
musculo diafragma e parada cardiorrespiratoria.

Foram coletados os tecidos adiposos retroperitonial, mesentérico,
epididimal e ovariano/uterino (todos viscerais), inguinal (subcutaneo) e marrom
(interescapular), imediatamente clampeados em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer -80 °C. As genitoras foram eutanaziadas logo apés o periodo de amamentacao
e 0s genitores logo apods constatacdo da prenhez.

Andlises Biogquimicas

Amostras de sangue retiradas durante a puncdo cardiaca foram
imediatamente centrifugadas para obtencdo do plasma no qual foram efetuadas as
seguintes dosagens bioquimicas utilizando-se kits comerciais (Gold Analisa, Brasil):

colesterol total, triglicerideos, VLDL e glicose.

Isolamento dos adip6citos

Amostras dos tecidos adiposos mesentérico e inguinal foram utilizados para
realizacdo da técnica de isolamento dos adipdcitos (modificado de RODBELL, 1964).
Amostras de tecido adiposo de cada animal foram colocadas em 1 ml de tampéao
digestivo (DMEM / HEPES 25 mM, soro albumina bovina fragédo 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) sob agitacéo
constante (150 rpm em banho-maria de agitacdo orbital). Apos a digestdo, a amostra
foi filtrada e lavada trés vezes com 25 ml de tamp&o HEPES 20 mM contendo BSA a
1%, piruvato de soédio 1 mM, sem glicose, pH 7,4 e mantido a 37° C em tampao
EARLE/HEPES/BSA. ApoOs a terceira lavagem, a suspenséao celular foi colocada em
lamina histoldgica e foram capturadas 50 imagens por animal em microscopio 6ptico

Nikon Eclipse E100 (Tokio, Japao), com ampliacdo de 100x. Posteriormente o
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didmetro médio dos adipdcitos foi determinado através da mensuragéo aleatéria de
100 adipécitos por animal, por meio de um sistema de analise de imagem (Image-Pro
Plus 4.5 — Media Cibernetics®).

Analise histol6gica do tecido adiposo marrom

Amostras de tecido adiposo marrom foram fixadas em Carnoy,
desidratadas em série de concentracdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina para realizacdo de cortes histoldégicos semi-seriados de 3 pum
de espessura corados com Hematoxilina e Eosina (H.E.), para andlise da morfologia
geral do tecido. As imagens do tecido foram capturadas em objetiva de 40x Nikon
Eclipse E110, para a andlise da area ocupada pelas goticulas no adipdcito, foi utilizado
0 programa Image Pro-Plus4.1®. Para estimar o percentual de inclusdes lipidicas
presentes no tecido foi realizada captura de 50 imagens por animal em &reas com
maior e menor intensidade de cor utilizando objetiva de 40x. Foi utilizado o
microscopio 6ptico Olympus BX41® com camera Olympus Q-Color®3, acoplado a um
microcomputador com programa computacional Q-Capture®. As anadlises

morfométricas foram realizadas com auxilio do programa Image Pro-Plus®4.5.

Estudos de expressao protéica (Immuno blotting)

As proteinas totais do tecido adiposo subcutaneo foram extraidas apos
homogeneizacdo das amostras em tampéo de Western para lise que consiste dos
seguintes reagentes: 25 mM Tris HCI, pH = 7,4; 50 mM NacCl; deoxicolato de sédio
0,5%; Nonidet P-40 2%; SDS 2%; 1 mM fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF); 1 mM
ortovanadato de sodio; 50 uM leupeptina e 5 pM aprotinina. As amostras foram
incubadas em gelo por 15 min e centrifugadas por 15 min 15.000 RPM a 4°C. O
conteudo proteico de cada sobrenadante foi quantificado em triplicata pelo método
BCA (Thermo Scientific, EUA). A seguir, 20 ug de proteina foram separados por
eletroforese apos fervura das amostras (misturadas em reducing protein sample buffer
4x: 200 mM Tris pH 7,8; 8% SDS; 0,4% de azul de bromofenol; 40% de glicerol; 400
mM de DTT) por 5-10 min. Posteriormente, as amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de 15%, e as proteinas transferidas para uma membrana
de PVDF em voltagem fixa de 20 V overnight. As membranas foram incubadas em
solucéo blogueadora (non-fat dry milk 5% em TBST) por uma hora, lavadas trés vezes

em TBST (TBS + 0,1% Tween 20) e incubadas overnight a 4° C com o anticorpo
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primério contra aP2 (FABP4) diluidos em TBST 2% BSA. Amostras adicionais de
tecido foram incubadas com anticorpo anti-tubulina e usadas como loading control. A
seguir, as membranas foram novamente lavadas em TBST e incubadas com os
respectivos anticorpos secundarios anti-rabbit diluidos em TBST 5% non-fat dry milk
(conjugados com peroxidase) por 1 hora em temperatura ambiente, seguidas de
tratamento com reagentes de quimioluminescéncia para visualizacdo das proteinas
em fotodocumentador eletrénico (C-DiGit® Blot Scanner, Li-COR, Inc. Lincoln, NE,
EUA). Os resultados foram representados como média e desvio padrao percentuais

obtidos apds analise densitométrica dos blots.

Estatistica

Neste estudo foi utilizado o teste ANOVA one-way quando assumida a
homogeneidade dos dados, e o teste Kruskal-Wallis quando negada a semelhancga.
Como a distribuicdo de t depende do tamanho da amostra (n), o valor de t pode ser
usado para estimar o n de tal forma que se obtenha uma estimativa da média da
amostra para uma dada confianca. O nivel de confianca adotado foi de 99,5%, com

erro maximo admitido de 0,5% para mais ou para menos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros analisados nos genitores

5.1.1 Evolucao de peso, consumo de alimento e capacidade fisica

As figuras 2A e B mostram os graficos de evolugdo de peso dos animais
sedentarios e treinados, machos e fémeas respectivamente, durante as nove
semanas antes de serem colocados para cruzamento. A representacéo da curva de
crescimento como area sob a curva mostra de forma mais evidente a diferenca entre
0s grupos experimentais (Figuras 2C e D), onde ocorreu aumento significativo de
9,27% na &rea sob a curva de crescimento nos machos sedentarios comparado com
0 grupo treinado como mostra a figura 2B. As figuras 2D e E mostram o delta da
evolucdo de peso, onde somente é considerado o ganho de peso durante o tempo
gue 0S animais se mantiveram em experimentacdo. Os grupos treinados
apresentaram uma média inferior aos grupos sedentarios no ganho de peso nos dois
sexos (machos: 20,82 - 25,97; fémeas: 16,73 - 20,30), porém, esta diferenca nao foi
estatisticamente significativa. Nota-se por meio da figura 1A que a evolucéao de peso
nos grupos sedentarios ocorreu de uma forma mais célere em relacdo aos treinados,
fato esse que pode ser explicado pela influéncia do exercicio fisico aerébico sobre o
metabolismo do tecido adiposo do animal. Braga et al. (2006) em seu estudo
demonstrou uma diminui¢cdo no peso corporal e no percentual de gordura em ratos
obesos inseridos em um programa de treinamento aerdbio. O exercicio tinha duracao
de 45 minutos de natacdo com sobrecarga de 5% do peso corporal do animal e
frequéncia de 5 vezes na semana com duracao total de 12 semanas. Assim o0 exercicio
aerébio mostrou ser eficaz na redugédo da adiposidade ao longo das semanas de
treinamento, onde o sedentarismo de um grupo, aliado ao treinamento do outro

mostrou diferencas no ganho de massa corporea, em especial nos animais machos.
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Figura 2. (A) Evolucdo do peso corporal dos grupos genitores Macho Sedentario (MS) e
Macho Treinado (MT), (B) Fémea Sedentaria (FS) e Fémea Treinada (FT) durante 6 semanas
de treinamento até o tempo médio de acasalamento. (C, D) Area sob a curva de crescimento
dos grupos experimentais, obtida a partir das curvas em A e B. (E, F) Delta da evolugéo de
peso dos animais até a constatacdo da prenhez das fémeas. Valores expressos em média
desvio padrao; * = p<0,05.
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As figuras 3A e B mostram o consumo de alimento dos grupos macho
sedentario e macho treinado, fémea sedentaria e fémea treinada, durante todo o
periodo experimental, juntamente com as figuras 3C e D que apresentam os valores
da area sob a curva que ndo mostrou diferenca entre os grupos analisados. As figuras
3E e F demonstram que o consumo total de racao foi muito parecido na comparacao
feita entre animais do mesmo sexo, ndo havendo diferenca estatistica. Assim, 0
treinamento de 7 semanas ndo mostrou eficiéncia em alterar os consumos de ragao
dos grupos treinado e sedentério, ao contrario dos estudos realizados por Andrade
(2014) e Esteves (2012) que utilizaram um tipo de dieta de cafeteria, composta por
alimentos ricos em gordura e altamente palataveis, apontando em seus resultados
uma diferenca significativa entre os grupos, aumentando o consumo no grupo dos

animais nao treinados.
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Figura 3. (A) Consumo de alimento dos grupos genitores Macho Sedentario (MS) e Macho
Treinado (MT), (B) Fémea Sedentéria (FS) e Fémea Treinada (FT) desde o inicio até o final
das 6 semanas de treinamento. (C, D) Area sob a curva do consumo de rac&o total do periodo
experimental. (E, F) Consumo total de rag&o ao final de 6 semanas. Valores expressos em
média + desvio padrao; * = p<0,05.

As figuras 4A e B apresentam o0s resultados da velocidade maxima
alcangada durante o teste incremental (Vrico) dos grupos sedentario e treinado em
ambos os sexos. O grafico mostra que a média alcancada pelos grupos treinados (MT
e FT) no inicio do periodo experimental quando comparadas com as do final das seis
semanas de treinamento, apresentaram aumento consideravel, sendo
estatisticamente significante para ambos os sexos. O grupo macho treinado apontou
um aumento de 43,40% ao final das seis semanas, em relacdo ao sedentario. Nas
fémeas treinadas o aumento foi de 40,20% na comparacdo com as fémeas
sedentarias. A média alcancada pelos grupos mostrou que o treinamento aumentou
significativamente a capacidade fisica dos animais do grupo treinado, onde o reajuste

de carga semanal foi suficiente para que ao final das seis semanas de treinamento 0s
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animais melhorassem sua velocidade méaxima (Vrico) consideravelmente. As figuras
4C e D mostram os resultados do delta da Vpico, cOnstatado um aumento nos grupos
treinados em ambos os sexos e verificada diferenca estatistica em todas as variaveis

do treinamento.
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Figura 4. (A) Velocidade maxima alcancada durante o teste incremental (Vpico) NOS grupos
Macho Sedentario (MS) e Macho Treinado (MT), (B) Fémea Sedentaria (FS) e Fémea
Treinada (FT) desde o inicio até o final das 6 semanas de treinamento. (C, D) Delta da
velocidade maxima alcancada no teste incremental (Veico) durante o periodo de treinamento.
Valores expressos em média + desvio padrdo; * = p<0,05.

Na prescricdo de treinamentos especificos, a utilizacdo do VO2 max como
ferramenta na identificacdo das capacidades fisicas € essencial na vida de atletas,
treinadores e até de pessoas que utilizam o esporte como forma de diversao, sendo
fundamental na determinacdo das cargas de treino. A partir desses limiares
ventilatorios, as atividades fisicas podem ser classificadas em leves, moderadas ou
severas. As concentracfes de lactato também servem de indicativo para a prescricdo

de treinamento, mas ao serem analisadas na corrente sanguinea, tornam-se invasivas
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criando certas restricdes, pois no caso de animais, o momento da coleta acaba
levando os mesmos a um alto nivel de estresse que pode influenciar nos valores
obtidos e assim mascarar o estudo (BENEKE; LEITHAUSER; OCHENTEL, 2011;
HUGHSON, 2009).

Assim, a velocidade maxima alcancada durante teste incremental (Vpico) S€
apresenta como opgao para a prescricdo de treinamentos. Essa utilizagéo era vista
como deficiente, pois estudos que correlacionaram a Vpico com valores de VOzmax €
lactato n&o apresentaram semelhanca entre elas (BERTHOIN et al., 1996; HILL,;
ROWELL, 1996; LACOUR et al., 1990; NOAKES et al., 1990). Em um estudo mais
recente, Silva (2014) avaliou 21 corredores experientes recreacionistas onde
constatou uma correlacdo muito forte entre as mesmas variaveis, mostrando assim
que a prescri¢ao feita por meio da Vpico Se identifica com valores de VO2 max, sendo

um método de facil acesso a todos.

5.2 Parametros analisados na prole

5.2.1 Peso corporal, comprimento naso-anal, indice de Lee, peso dos coxins, pefrfil
glicidico e lipidico, diametro dos adipécitos subcutaneo e mesentérico, quantificacédo
da proteina aP2 e inclus@es lipidicas no adipocito marrom de filhotes machos e fémeas

de filhotes machos e fémeas

A tabela 1 mostra parametros de caracterizacdo da prole com 21 dias de
idade. Foram avaliados o comprimento naso-anal, indice de Lee e peso dos diferentes
depdsitos de gordura, além da soma das gorduras viscerais e brancas dos machos
nos grupos: Filhotes de Pais Sedentarios (S), Filhotes de Pais Treinados (T), Filhotes
de Pais Sedentarios e Maes Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Maes
Sedentérias (TS). O comprimento naso-anal mostra que o grupo T foi maior que 0s
grupos S e TS. O indice de Lee que reflete o indice de massa corpérea, parametro
usado como marcador de sobrepeso e obesidade em humanos, mostrou diferenca
significativa do grupo T em relacdo aos demais grupos, indicando que o treinamento
dos genitores pode ser eficaz para uma menor massa corporea de sua prole.

No tecido adiposo branco, a Unica diferenca encontrada foi na gordura
epididimal, onde o grupo T apresentou valores menores significativamente quando

comparado com o TS. Ainda com relagcéo as gorduras, outra diferenca encontrada foi
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na variavel soma das gorduras viscerais que é composta pelos coxins retroperitonial,
mesentérico e epididimal, no qual os grupos ST e TS foram maiores em relacdo ao T,
evidenciando em mais essa variavel os menores valores a esse grupo. Esses
resultados mostram uma tendéncia na reducéo da adiposidade nos filhotes machos
do grupo T em relagcdo aos demais, mostrando que o treinamento de ambos 0s
genitores foi responsavel por alterar esses parametros.

Andrade (2014) observou em sua pesquisa, que de maneira geral, a
adiposidade da prole de machos foi alterada pela pratica de atividade fisica de
intensidade moderada e dieta de cafeteria de suas mées. O aumento foi identificado
em todos os coxins adiposos, exceto o marrom, quando tratadas com a dieta. J4 o
exercicio, ndo foi capaz de reverter esse aumento nas genitoras alimentadas com a

dieta.

Tabela 1 Peso (g) dos filhotes machos, comprimento (cm) naso-anal, indice de Lee (g/cm),
peso (g) dos tecidos adiposos retroperitonial, subcutdneo, mesentérico, marrom,
uterina/ovariana, soma (g) das gorduras viscerais e das gorduras brancas, dos grupos:
Filhotes de Pais Sedentérios (S), Filhotes de Pais Treinados (T), Filhotes de Pais Sedentéarios
e Maes Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Maes Sedentérias (TS).

Grupos S (n=13) T (n=13) ST (n=14) TS (n=16)
Coluna a b c d

Peso 14,732¢1,529  13,99620,949  15,019+1,474  14,818+1,383
C. Naso-Anal 7,13820,226 7,400+0,168%  7,279+0,172 7,188+0,301
indice de Lee 343,263+14,489 325.612+8,5042¢ 338 822+13,638 341,684+10,295
Gordura. 0,013+0,005 0,013+0,006 0,015+0,008 0,015+0,007
Retroperitoneal

Gordura 0,094+0,034 0,096+0,032 0,094+0,033 0,111+0,033
Subcutanea

Gordura 0,106+0,030 0,083+0,030 0,114+0,050 0,109+0,024
Mesentérica

Gordura 0,116+0,022 0,110+0,023 0,111+0,022 0,120+0,016
Marrom

Gordura 0,050+0,023 0,033+0,011¢ 0,051+0,022 0,052+0,017
Epididimal

Somatoério dos
CoxinsViscerais

Somatorio dos 0,263+0,065 0,225+0,068 0,273+0,079 0,287+0,063
Coxins Brancos

0,170+0,048 0,129+0,039¢ 0,179+0,065 0,176+0,038

Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras indicam a diferenca estatistica em
relacéo a letra da coluna com p<0,05.

A préxima andlise que corresponde a tabela 2, mostra os mesmos
parametros discutidos anteriormente, mas agora para as fémeas. A diferenca de peso
€ bastante evidente ao observamos o grupo ST, que apresentou valores maiores que
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0s grupos T e TS. O comprimento naso-anal mostrou uma maior média do grupo T
em relacdo ao grupo TS, onde a diferenca constatada foi de 0,336 cm.

Essas duas variaveis apresentadas sdo utilizadas na determinacdo do
indice de Lee. Nesse parametro, o grupo T apresentou indices menores que 0S grupos
ST e TS, além do grupo S que também foi menor em comparacao ao grupo ST.

Analisando isoladamente os coxins de gordura, brancos e o marrom, a
Unica diferenca estatistica encontrada foi no depdsito epididimal onde o grupo T
apresentou média inferior ao ST. Essa diferenca encontrada, nos leva a uma reflexédo
sobre qual a influéncia que o exercicio fisico exerce nos seus genitores e qual
alteracdo pode ocorrer nos parametros de adiposidade de seus filhotes. A escassez
de estudos que relacionam essas variaveis, aumenta a necessidade em encontrar 0s
reais efeitos transmitidos de uma geracdo a outra. Assim, a epigenética mostra
também sua interagdo com o exercicio e a importancia em ser desvendada suas reais
influéncias.

A adiposidade desses animais, expresso também como a somatéria dos
coxins, revela o aumento da quantidade de tecido adiposo nos animais do grupo ST
em relagéo ao T, aumentada em 75% na soma das viscerais e cerca de 56% no branco
apontando diferenca estatistica nas duas variaveis. A cada dia, estudos reforcam a
responsabilidade da gordura visceral sobre a resisténcia a insulina e
consequentemente a sindrome metabdlica. J& consolidado como um 6rgao complexo,
o tecido adiposo, em especial a gordura abdominal, além de seu crescimento ser
atrelado a resisténcia insulinica também mostra associacdo com a intolerancia a
glicose, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertensdo arterial. Assim, a
identificacdo de individuos com excesso de gordura localizada passa a ser de
fundamental importancia, sabendo que 0os mesmos possuem um risco elevado a um
quadro de sindrome metabdlica, aumento as taxas de mortalidade cardiovascular
(RIBEIRO FILHO et al., 2006). Varios estudos mostraram uma expressao acentuada
de citocinas inflamatérias na regido com depdsitos de gordura visceral que na
subcutanea, isso refor¢a indicios na interferéncia da adiposidade intra-abdominal
(GIORGINO et al., 2005; HERMSDORFF e MONTEIRO, 2004; TSIGOS et al., 1999).
Essas diferencas encontradas em nosso estudo, apesar de pequenas, podem a longo
prazo iniciar mecanismos inflamatérios, assim, o exercicio praticado por seus

genitores pode ser uma ferramenta eficaz na protecdo desses eventos, podendo
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aumentar a sobrevida de individuos que venham a desenvolver doencas na vida

adulta.

Tabela 2 Peso (g) dos filhotes fémeas, comprimento (cm) naso-anal, indice de Lee (g/cm),
peso (g) dos tecidos adiposos retroperitonial, subcutdneo, mesentérico, marrom,
uterina/ovariana, soma (g) das gorduras viscerais e das gorduras brancas, dos grupos:
Filhotes de Pais Sedentérios (S), Filhotes de Pais Treinados (T), Filhotes de Pais Sedentarios
e Maes Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Maes Sedentarias (TS).

Grupos S (n=11) T (n=11) ST (n=10) TS (n=8)
Coluna a b c d
Peso 14,141+1,512 13,323+0,656 15,491+1,905" 13,557+1,525

C. Naso-Anal

7,255+0,175

7,336+0,201¢

7,120+0,290

7,000+0,302

indice de Lee 332,075+8,365¢ 323,248+9,333% 349774+12,925 340,354+8,166
Gordura. 0,013+0,009 0,013+0,005 0,021+0,012 0,013+0,008
Retroperitoneal

Gordura 0,106+0,040 0,094+0,023 0,131+0,046 0,10520,043
Subcutanea

Gordura 0,103+0,035 0,076+0,009¢ 0,130+0,068 0,105+0,051
Mesentérica

Gordura 0,105+0,020 0,100+0,011 0,106+0,027 0,108+0,013
Marrom

Gordura 0,021+0,015 0,012+0,006 0,024+0,012 0,024+0,018
Uterina/Ovariana

Somatério dos c

Coxins Viecerais | 0:136+0,041 0,100%0,011 0,17520,073 0,142+0,074
Somatorio dos 0,242+0,069 0,195+0,029¢ 0,305+0,116 0,247+0,103

Coxins Brancos

Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras indicam diferenca estatistica em
relagéo a letra da coluna com p<0,05.

Estudos mostram que a hipertrofia do tecido adiposo (adipdcitos),
principalmente visceral, esta associada ao aumentando de sua atividade lipolitica e,
consequente maior liberacdo de acidos graxos livres para a corrente sanguinea, Esse
aumento dos niveis circulantes de acidos graxos a longo prazo esta relacionado a um
qguadro de resisténcia a insulina e consequente inibicdo na captacao de glicose. Essa
troca de substratos energéticos pode ocasionar um quadro de hiperglicemia, elevando
a concentragdo de insulina e posterior resisténcia, muita encontrada em individuos
obesos (SALTIEL e KALN, 2001; BERGMAN e ADER, 2000).

Além disso, outra consequéncia relevante do aumento da massa de tecido
adiposo é o quadro inflamatério generalizado, mas assintomatico, subclinico,
responsavel por uma elevacado nos niveis de citocinas pro-inflamatoérias encontradas
na corrente sanguinea, entre elas, TNFa e IL-6. Todas sdo produzidas pelo adipdcito
hipertrofiado (ZOU e SHAO, 2008).
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A Tabela 3 possui dados em relacéo ao perfil glicidico e lipidico dos grupos
S, T, ST e TS dos filhotes machos. A Unica diferenca encontrada foi na variavel
colesterol total onde o grupo S apresentou maior média em relacdo ao grupo TS (S=
99,882+13,778 mg/dL vs TS= 86,657+9,979 mg/dL). Nas outras variaveis (Glicose,
Colesterol VLDL e Triglicerideo) o grupo T apresentou sempre valores menores em

relacdo aos demais grupos, porém nenhuma diferenca significativa.

Tabela 3 Perfil plasmético (mg/dL) dos filhotes machos dos grupos: Filhotes de Pais
Sedentarios (S), Filhotes de Pais Treinados (T), Filhotes de Pais Sedentarios e Maes
Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Maes Sedentarias (TS).

Grupos S (n=13) T (n=13) ST (n=14) TS (n=16)
Coluna a b c d
Glicose 191,462+15,005 187,423+40,988 193,750+20,359 202,094+37,864
Colesterol Total 99,882+13,778¢ 92,487+13,332  94,766+6,213 86,657+9,979
Colesterol VLDL 20,346+7,681 14,423+8,391 15,008+£3,428 18,281+4,813
Triglicerideo 101,731+38,403 72,115+41,956 75,038+17,140 91,406+24,067

Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras indicam diferenca estatistica em
relacéo a letra da coluna com p<0,05.

O treinamento fisico consolidado como um fator favoravel no combate a
dislipidemia, onde diversos estudos mostram que individuos sedentarios apresentam
menores niveis de colesterol HDL e maiores niveis de colesterol VLDL, LDL e
triglicerideos, quando comparados a individuos treinados. O fato pelo qual
encontramos apenas uma diferenca significativa, pode ser explicado pela baixa idade
dos animais, sendo os mesmos sacrificados logo apés ao desmame, com 21 dias de
idade. Guezzi (2013) analisou o efeito do treinamento aerdbio em diferentes idades e
constatou que ao final do experimento os animais que foram submetidos ao programa
de treino com 12 meses de idade apresentaram aumento significativo nas
concentragcdes séricas de glicose, colesterol LDL, colesterol HDL, colesterol total e
triglicerideos, quando comparados com os treinados aos 2, 4 e 6 meses. Assim, 0
estudo mostrou que apesar de treinados, o envelhecimento originou caracteristicas
presentes na sindrome metabdlica.

Pfeifferm et al. (2015) analisaram genes em 1776 sujeitos e constaram
associagcdo na expressdao da metilacdo ABCG1 e niveis de lipideos, sendo
reguladores dos mesmos. Ainda identificou que essa metilagdo pode ser responsavel

por um aumento na incidéncia de infarto no miocardio. Bayol et al. (2013) encontraram
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aumento na densidade de triglicerideo hepatico na prole de mées alimentadas durante
a gestacdo e lactacdo com dieta composta por alimentos altamente palataveis
industrializados compostos por alto teor de gordura, acucar e sal. Esses estudos
reforcam a importancia de como o estilo de vida dos pais influenciam o metabolismo
de seus filhos, antes ou durante a sua fecundacao, carregando muitas vezes herancas
genéticas maléficas, que podem perdurar por toda a vida.

A concentracdo de glicose plasmatica também nédo foi afetada. Esses
resultados provavelmente se justificam acerca da pouca idade dos filhotes, sendo
dificil encontrar alteracdo desse parametro plasmatico nos animais em
desenvolvimento. Em humanos, estudos que analisaram parametros plasmaticos em
criancas brasileiras mostram que ndo houve diferenca estatistica entre as meédias de
colesterol, colesterol LDL e triglicerideos entre os grupos obeso, sobrepeso e
eutroficas. Quando comparados os valores das médias com criangas americanas
também néo foi encontrada diferenca significativa (MADEIRA, 2009). Mesmo com
obesidade, a andlise que pode ser feita sobre esses resultados, que apesar do
excesso de peso constatado, por serem criancas e estarem em fase de
desenvolvimento. Sugere-se em outros experimentos que a analise seja feita com os
sujeitos alcancando uma idade adulta, pensando assim que possiveis alteracfes ja
estejam estaveis.

A tabela 4 nos apresenta os valores de glicose, colesterol total, VLDL e
triglicerideo dos filhotes fémeas dos grupos S, T, ST e TS. Apesar dos valores das
médias dos grupos nao mostrarem diferenca estatistica em nenhuma variavel,
conforme apontado anteriormente nos grupos de filhotes machos, o grupo T
apresentou médias inferiores aos demais em todas as variaveis, exceto a colesterol
total.

O fato dos pais terem sido submetidos a um protocolo de treinamento, n&o
foi suficiente para promover altera¢cées na concentragado plasmatica de triglicerideos
(Tabela 4), e também alteracdes nas concentracdes das fragcdes do colesterol (total e

VLDL) em sua prole.
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Tabela 4 Perfil plasmatico (mg/dL) dos filhotes fémeas dos grupos: Filhotes de Pais
Sedentérios (S), Filhotes de Pais Treinados (T), Filhotes de Pais Sedentarios e Maes

Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Maes Sedentarias (TS).

Grupos S (n=11) T (n=11) ST (n=10) TS (n=8)
Coluna a b c d
Glicose 187,909+37,083 164,682+12,497 177,389+36,221 189,125+21,477
Colesterol Total 92,369+11,284  86,713+8,376 84,375+8,397 83,919+9,153
Colesterol VLDL 22,855+10,538 16,127+10,053 18,630+7,806 22,725+6,783
Triglicerideo 114,273+52,691 80,636+50,267 93,150+39,032 113,625+33,916

Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras indicam diferenca estatistica em
relacéo a letra da coluna com p<0,05.

Branco et al. (2011) em seu estudo tentou padronizar parametros
bioguimicos analisando ratos Wistar e camundongos Swiss em diversas condi¢des de
biotério e em épocas diferentes, e com pesos diferentes. O resultado mostrou que a
comparacao do seguinte estudo com os existentes na literatura, aponta de uma forma
clara que diferengas dentro da espécie existem, e sdo provavelmente resultantes do
manuseio, metodologia ou ambiente em que vivem. Portanto, se faz necessario que
essas variacdes sejam consideradas durante a escolha dos animais, e principalmente
na analise dos resultados encontrados, podendo ser decisivas nas conclusdes do
estudo.

As figuras 5A e B apresentam os dados do diametro das células adiposas
dos coxins mesentérico e subcutaneo nos filhotes machos, onde a média dos grupos
mostrou diferenca significativa no grupo filhotes de pais treinados (T) em relacédo aos
demais grupos, no coxim subcutaneo. A média desse grupo foi inferior aos demais,
confirmando essa tendéncia nos filhotes. Assim os animais que nasceram de pais que
mantiveram uma vida ativa, com treinamento aerobio de alta intensidade, mostraram
um tamanho celular menor que os demais, podendo afirmar que o exercicio
sistematizado dos seus genitores provocou alteragdo no diametro das células
adiposas do coxim subcutaneo. No coxim mesentérico a unica diferenga encontrada
foi entre os grupos S e TS, em gue o grupo filhotes de pais sedentarios apresentaram
média inferior. Esse dado aponta que quando o treinamento foi feito apenas por um
dos genitores, os resultados encontrados se mostram confusos, onde o sedentarismo
de ambos os genitores apresentou diminuicdo do diametro, tanto nos adipocitos

mesentérico como no subcutaneo. Assim, nessa andlise, apenas o treinamento de
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ambos os genitores foi capaz de reduzir o tamanho dos adipdcitos de gordura de sua

prole em relagéo aos demais cruzamentos.

5. (A) Diametro - Mesentérico (B) Diédmetro - Subcutaneo
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Figura 5. (A) Diametro (um) do tecido adiposo branco mesentérico e (B) subcutaneo nos
filhotes machos dos grupos: Filhotes de Pais Sedentérios (S), Filhotes de Pais Treinados (T),
Filhotes de Pais Sedentarios e Maes Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Maes
Sedentarias (TS). Valores expressos em média + desvio padrdo; Letras diferentes indicam
p<0,05.

Essa diferenca também foi constatada nos filhotes fémeas (Figuras 6A e
B), onde o mesmo grupo, T, mostrou média inferior e significativa em relacdo aos
demais grupo no coxim subcutaneo. Além disso, no coxim mesentérico, 0 grupo TS
apresentou a maior média entre os grupos e foi diferente estatisticamente em relacéo
aos demais grupo, assim como o grupo T que além de apresentar a menor média em
todos os coxins, em ambos 0s sexos, mostrou diferenga estatisticamente significativa

em relacdo ao grupo S.
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Figura 6. (A) Diametro (um) do tecido adiposo branco mesentérico e (B) subcutaneo nas
filhotes fémeas dos grupos: Filhotes de Pais Sedentarios (S), Filhotes de Pais Treinados (T),
Filhotes de Pais Sedentarios e Maes Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Mées
Sedentarias (TS). Valores expressos em média + desvio padrdo; Letras diferentes indicam
p<0,05.
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A principal consequéncia de um aumento nos valores de triglicerideos
aferidos no soro sanguineo € a hipercolesterolemia, esse resultado aumenta o risco
para doencas cardiovasculares. Apesar de sua importancia no metabolismo
energético, os triglicerideos exercem um papel contrario quando encontrados em
excesso, sendo redirecionado para os depdsitos de gordura, causando aumento dos
mesmos e assim ampliando o seu didmetro e consequentemente sua area total
(CHEN e FARESE JR, 2002). As tabelas 3 e 4 nos mostraram que nao houve
diferencas estatisticas nos parametros glicidicos e lipidicos, porém quando analisados
os valores do diametro dos coxins de gordura, principalmente no subcutaneo, o grupo
composto por filhotes de genitores treinados mostrou médias menores que 0s demais
grupos. Esse aumento do tamanho do adipdcito, a longo prazo pode ser prejudicial e
iniciar uma doenca crbnica caracterizada pela producdo anormal de citocinas e
ativacdo de vias inflamatdrias, alteracdo estas encontradas em individuos com
sindrome metabolica (YU et al., 2012; WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2003).

Na maioria das investiga¢cdes encontradas na literatura (YANG et al., 2015;
WALLBERG-HENRIKSSON e ZIERATH, 2015; GUERRA et al., 2007; BRUUN, 2006),
justifica-se esse aumento encontrado na area dos adipdécitos, principalmente por
intervencgdes dietéticas, onde utiliza-se alimentos de alto teor cal6rico e também a
adocdo de um estilo de vida sedentario, sem nenhum tipo de atividade fisica
sistematizada. A analise do nosso estudo foi feita com filhotes de 21 dias de vida,
recém desmamados, esperando que essas diferencas se agravem na vida adulta,
assim a atividade fisica sistematizada dos pais surge como uma alternativa de
protecdo para sua prole, contra doencas causadas por aumento no diametro, e
consequente acumulo nos depésitos de gordura corporal.

Company et al. (2013) mostrou em seu estudo que animais treinados, apos
interrupgéo da atividade fisica iniciaram mecanismos obesogénicos, em relagcdo aos
efeitos do exercicio fisico e da restricdo alimentar sobre a regulacdo da lipolise. Os
adipécitos isolados em ratos machos e fémeas, mostraram que o exercicio foi capaz
de inibir a proliferacdo celular, além de reduzir significativamente o didmetro nos
depdsitos de gordura epididimal e uterina. Assim concluiram que o treinamento fisico
aumentou a capacidade de resposta dos hormonios lipoliticos nos adipdcitos, e 0
estimulo nos adrenoreceptores, possivelmente no nivel de proteinas quinases ou
lipases. Essas alteracdes foram eficazes para alterar a morfologia e metabolismo do

orgao endocrino adiposo.


http://www.nature.com/nrendo/journal/v11/n4/full/nrendo.2015.24.html#auth-1
http://www.nature.com/nrendo/journal/v11/n4/full/nrendo.2015.24.html#auth-2
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Embora pesquisas (DUGGAN et al., 2014; ROBSON-ANSLEY et al., 2014;
ZENG et al., 2011; NAKAJIMA et al., 2010) sobre a relacao entre o exercicio a longo
prazo e a inflamacao nas modificacdes epigenéticas ainda estédo iniciando, a literatura
existente apoia a hipotese dos mesmos serem um mecanismo regulador de mudancas
ocorrida no DNA por meio do aumento de metilagbes e consequente alteracdo na
expressao de proteinas reguladoras do metabolismo, desde sua formacéo até suas
funcdes. Nitert et al. (2012) no estudo de individuos com histdrico familiar de diabetes
mellitus tipo 2, observou que a intervencdo de seis meses de exercicio moderado foi
eficaz para induzir alteracfes na expressdo de genes especificos. Apds biopsia do
musculo esquelético encontrou hipo e hipermetilagbes que ocorreram em 19 genes.
Uma andlise adicional com 0os mesmos sujeitos e outro estudo demonstrou que o
tecido adiposo subcutaneo sofreu hipermetilacdo global além de diminuicdo da
gordura abdominal e da presséo diastélica, além de aumentos no colesterol HDL e na
Vpico (RONN et al., 2013). Portanto, o exercicio moderado a longo prazo também tem
sido relatado como tendo efeitos benéficos sobre a metilacdo do DNA e a maioria 0s
estudos citados concordam que um periodo de seis a doze meses é suficiente para
modificar a estrutura de diversos genes associados com patologias e envelhecimento.

O exercicio fisico e metilacdo do DNA causam alteracfes e estas estdo
diretamente ligadas a mecanismos epigenéticos e seus efeitos protetores (SOARES,
2013). Essa metilacdo foi constatada no estudo de Horsburgh et al. (2015) que
analisou o musculo esquelético vasto lateral ap6s uma sessédo aguda de exercicio em
bicicleta ergométrica, sendo os sujeitos, homens e mulheres jovens e sedentarios. As
andlises demostraram que as alterag6es encontradas foram nas regides promotoras
de PGC-1a, PDK4 e PPAR-y, apos hipometilacdo, imediatamente ap6s o exercicio.
Assim, devido as func¢des desses genes no metabolismo, a transcricédo foi regulada
positivamente e consequentemente trazendo resultados positivos a saude. Portanto
esses resultados acerca do exercicio agudo contradiz a possibilidade de o mesmo
conter efeitos deletérios e inflamatorios, porém a curta duracéo e a intensidade podem
ser a responsavel por inflamac¢des moderadas.

As figuras 7A e B apontam a quantificacdo da proteina aP2 no coxim de
gordura subcutaneo, tanto nos filhotes machos (A) como nos filhotes fémeas (B). Os
resultados mostraram tendéncia para um maior aumento percentual na expressao no
grupo S em relacdo aos demais. Nos machos o grupo S apresentou maior expresséao

protéica de aP2 em comparagcdo aos outros grupos. Este padrdo de expressao se
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repetiu para as fémeas confirmando o aumento na sintese de aP2 no grupo com

genitores sedentérios.
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Figura 7. (A, B) Expressado proteica de aP2 e (C) blot representativo da quantificacdo das
proteinas aP2 e tubulina no tecido adiposo subcutédneo nos filhotes machos e fémeas dos
grupos: Filhotes de Pais Sedentérios (S), Filhotes de Pais Treinados (T), Filhotes de Pais
Sedentéarios e Maes Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Maes Sedentérias (TS).
Valores expressos em média + desvio padréo; Letras diferentes indicam p<0,05.

A proteina aP2, € um gene completo, responsavel pelo transporte de 4cidos
graxos no citossol dos adipécitos esta presente em ratos e humanos, composto de 4
quilobases, formado por 4 exfes e codifica uma série de aminoacidos. Quando
introduzido artificialmente em células 3T3 indicam que o gene é fundamental para a
aquisicao do fenaotipo adipocitario final, caracteristico de adipocitos maduros sendo,
portanto, fundamental para a formacdo do tecido adiposo (RONTI; LUPATTELLI,
MANNARINO, 2006). Assim, confirmada essa atuacdo do exercicio na expressao
protéica, a pergunta a seguir é se essas alteracbes sdo transmitidas aos seus
descendentes e de qual forma essa heranca pode ser benéfica a vida dos mesmos.
Portanto, nossas analises mostraram que além das diferencas encontradas no peso

total e em alguns coxins de gordura, a expressdo da aP2 no tecido adiposo



49

subcutaneo, uma das proteinas responsaveis pelo carater funcional do adipdcito e
marcador fenotipico adipogénico, foi significativamente maior no grupo S, onde os
genitores eram sedentarios, em relacdo aos demais grupos. Esse resultado observado
nos filhotes que se encontravam no inicio de suas vidas, em abundante
desenvolvimento, pode significar uma diferenca grande quando 0S mesmos
alcancarem a vida adulta.

As figuras 8A e B apresentam os resultados na quantificacéo das inserces
lipidicas infiltradas no tecido adiposo marrom dos filhotes. As analises mostraram que

o treinamento dos genitores néo foi suficiente para alterar os parametros da prole.

8. (A) Inclusdes Lipidicas (B) Inclusdes Lipidicas
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Figura 8. Determinacéo de inclusées lipidicas (um) no tecido adiposo marrom dos filhotes (A)
machos e (B) fémeas dos grupos: Filhotes de Pais Sedentérios (S), Filhotes de Pais Treinados
(M), Filhotes de Pais Sedentarios e Maes Treinadas (ST) e Filhotes de Pais Treinados e Maes
Sedentarias (TS). Valores expressos em média + desvio padrdo; Letras diferentes indicam
p<0,05.

Pesquisas realizadas nas ultimas décadas sugerem que além da conhecida
fungdo termogénica do tecido adiposo marrom, o mesmo pode ser a ferramenta
auxiliar no controle da sensibilidade a insulina e consequente protetor para eventos
futuros de sindrome metabolica (CYPESS et al., 2009). Devido a grande quantidade
de mitocondrias em sua composi¢éo, o tecido adiposo marrom tem uma expressao
acentuada da proteina UCP1, uma das responsaveis pela geracao de calor por meio
da reentrada de protons contra o gradiente de concentracdo na matriz mitocondrial,
desacoplando a respiragéo da producao de ATP (SPIEGELMAN e FLIER, 2001). Xu
et al. (2011) em sua investigacdo afirmaram que 0 exercicio aer6bio em esteira
rolante, sendo 40 minutos por dia e 5 vezes na semana, durante 8 semanas foi eficaz
para aumentar a capacidade de diferenciagcdo (in vitro) de pré-adipécitos em

adipdcitos marrons, além do aumento do mesmo. Essas diferencas adipogénicas nos
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tecidos adiposos branco e marrom afetam o balanco energético, assim sendo
fundamental para prevenir eventos corriqueiros de inflamacdes advindas dos
depdsitos gordurosos. Como relatado, o tecido adiposo € um 6rgao dinamico, em um
ano 10% das células séo renovadas independente da idade (SPALDING et al., 2008),
intervengbes vindas do exercicio podem alterar e ajudar a combater eventos
prejudiciais a saude, como uma possivel programacao metabdlica ruim herdada de
genitores que mantiveram uma vida desregrada, com maus habitos alimentares e falta
de atividade fisica. Em nossas andlises, o exercicio fisico executado pelos genitores
nao foi suficiente para alterar a morfologia (por meio do aumento de gotas lipidicas no
tecido marrom interescapular) de sua prole. Nossa hip6tese seria a de que o a prole
de animais treinados demonstra-se menor inclusdo lipidica, sugestivo de maior
mobilizacdo de acidos graxos estocados na forma de triacilglicerol e consequente
atividade mitocondrial. Finalmente, ndo descartamos modificagdes na expresséo de
proteinas adipogénicas deste tecido, responsaveis pelo seu crescimento e

desenvolvimento, ja que nossos filhotes possuiam apenas 21 dias de vida.
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6 CONCLUSAO

O treinamento fisico aerdbio realizado pelos genitores treinados foi eficiente
para alterar o condicionamento fisico dos animais em comparacdo aos grupos
sedentarios. Essas diferencas foram confirmadas pelos resultados da velocidade pico
alcancados ao final do periodo de treinamento e apos teste incremental. Apesar das
diferencas encontradas no condicionamento fisico, 0 peso e o consumo de ra¢ao nao
foram modificados pelo treinamento.

Nos filhotes, as principais alteracdes encontradas, mostraram que o0
treinamento executado pelos genitores ocasionou em sua prole menor adiposidade
dos coxins viscerais, reduzindo o diametro dos adipécitos subcutaneos.

Nos grupos onde apenas um dos genitores foi treinado (mée ou pai), 0s
resultados ndo apresentaram um padrédo para todas as variaveis analisadas, porém,
em grande parte, o treinamento executado pelo pai foi mais eficaz para reduzir a
adiposidade da prole do que nas mées.

Estas adaptacdes observadas em filhotes de pais treinados sugerem um
mecanismo de imprinting epigenético transmitido verticalmente a geragdes futuras,
visto as alteracdes encontradas entre os grupos. Apesar da pouca idade dos filhotes
avaliados (21 dias), o treinamento fisico sistematizado em ambos o0s genitores
mostrou ser eficaz para alterar a adiposidade de sua prole, assim, em estudos futuros,
espera-se que essas modificacdes sejam agravadas conforme o desenvolvimento e

maior idade desses animais.
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ANEXO B

PROTOCOLO TREINAMENTO CAMUNDONGO - KM/H

ADAPTACAO

VELOCIDADE = 0,8 KM/H (~ 50% DA V PICO)

DURACAO | AQUECIMENTO | TREINO | VOLTA A CALMA
SEGUNDA 30' - 0.3/10' | 0.8/10' | 0.6/ 10’ B
TERCA 30' = 0.3/10° | 0.8/10' | 0.6/ 10’ =
QUARTA 30' 5 0.3/10'| 0.8/10' | 0.6/ 10’ -
QUINTA 30' = 0.3/10' | 0.8/10' | 0.6/ 10’ =
SEXTA 30' = 0.3/10' | 0.8/10' | 0.6/ 10’ 5
SEMANA 1 VELOCIDADE = 1.1 KM/H (~ 75% DAV PICO)
SEGUNDA 30' 05/5 | 0.7/5 | 1.17/10' [ 0.7/5 [ 0.5/5
TERCA 30' 05/5 | 0.7/5 | 1.1/10' | 0.7/5 | 0.5/5
QUARTA 35’ 05/5 | 0.7/5' | 1.1/15" | 0.7/5 | 0.5/5
QUINTA 35' 05/5 | 0.7/5' | 1.1/15° | 0.7/5 | 0.5/5
SEXTA 40' 05/5 | 0.7/5' | 1.1/20" | 0.7/5 | 0.5/5
SEMANA 2 VELOCIDADE=1.2 KM/H (~ 75% DA V PICO)
SEGUNDA 35’ 0.6/5 | 07/5 | 1.2715' | 0.7/5" | 0.6/5
TERCA 40' 0.6/5 | 0.7/5 | 1.2/20' | 0.7/5 | 0.6/5
QUARTA 45 0.6/5 | 07/5 | 1.2/25' | 0.7/5" | 0.6/5
QUINTA 45’ 0.6/5 | 07/5 | 1.2/25 | 0.7/5 | 0.6/5"
SEXTA 50' 0.6/5 | 07/5 | 1.2/30" | 0.7/5 | 0.6/5
SEMANA 3 VELOCIDADE=1,7 KM/H (~ 75% DA V PICO)
SEGUNDA 50' 0.8/5' | 1.0/5' | 1.7/30" | 1.0/5 | 0.8/5
TERCA 55' 0.8/5 | 1.0/5' | 1.7/35' | 1.0/5 | 0.8/5
QUARTA 60' 0.8/5 | 1.0/5' | 1.7/40' | 1.0/5 | 0.8/5'
QUINTA 60' 0.8/5 | 1.0/5 | 1.7/40' | 1.0/5 | 0.8/5
SEXTA 60' 0.8/5 | 1.0/5 | 1.7/40' | 1.0/5 | 0.8/5
SEMANA 4 VELOCIDADE=KM/H (~ 75% DA V PICO)
SEGUNDA 60" 0.9/5 | 1.0/5 | 1.7/40' | 0.9/5' | 1.0/5"
TERCA 60' 0.9/5' | 1.0/5 | 1.7/40' | 0.9/5" | 1.0/5"
QUARTA 60' 09/5 | 10/5 | 1.7/40' | 0.9/5" | 1.0/5"
QUINTA 60' 0.9/5 | 1.0/5 | 1.7/40' | 0.9/5" | 1.0/5"
SEXTA 60' 09/5 | 10/5 | 1.7/40' | 0.9/5" | 1.0/5"
SEMANAS VELOCIDADE=KM/H (~ 75% DAV PICO)
SEGUNDA 60’ 09/5 [1.1/10'] 1.9/30" [1.1/10'] 0.9/5
TERCA 60’ 09/5 (1.1/10'| 1.9/30" [1.1/10'| 0.9/5"
QUARTA 60’ 0.9/5 [1.1/10'| 1.9/30" [1.1/10'| 0.9/5
QUINTA 60' 09/5 [1.1/10'| 1.9/35 | 1.1/5 | 0.9/5
SEXTA 60' 09/5 [1.1/10'| 1.9/35 | 1.1/5 | 0.9/5
SEMANA 6 VELOCIDADE= KM/H (~ 75% DAV PICO)
SEGUNDA 60’ 1.0/5' [1.2/710'] 2.0/35' | 1.2/5" | 1.0/5"
TERCA 60' 1.0/5' | 1.2/5' | 2.0/40' | 1.2/5' | 1.0/5"
QUARTA 60' 1.0/5' | 1.2/5 | 2.0/40' | 1.2/5 | 1.0/5'
QUINTA 60' 1.0/5' | 1.2/5' | 2.0/40' | 1.2/5 | 1.0/5
SEXTA 60' 1.0/5 | 1.2/5 | 2.0/40' | 1.2/5 | 1.0/5
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