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Resumo

O ganho de peso excessivo € um problema de saude crescente na populagéo
mundial, levando ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas crbnicas,
bem como os custos em saude no tratamento das mesmas. A pratica de exercicio
fisico e a suplementacdo com polifendis tem se mostrado benéficas na melhora de
diversos parametros relacionados ao excesso de peso em todos os periodos da
vida, sendo essas intervengbes durante a gestagdo ainda pouco estudadas.
Alteragcbes positivas no ambiente intrauterino buscam aproveitar a janela de
oportunidade sobre a modulacdo do metabolismo fetal, afetando o desenvolvimento
do feto no sentido de prevenir doencgas futuras. Na presente tese foi avaliado o efeito
0 exercicio materno sobre parametros bioquimicos e comportamentais avaliados em
dois modelos de obesidade na prole. Inicialmente, avaliamos o efeito da natacao
materna, aliada ou ndo a suplementagdo com naringenina, sobre o modelo de
superalimentagcdo durante a lactacdo na prole. Analisamos parametros sorologicos,
de homeostase redox encefalica e também o comportamento materno em resposta
ao modelo de redugao de ninhada. Posteriormente, avaliamos o efeito de dois tipos
de natagdo materna, livre e com sobrecarga, sobre a prole exposta a dieta
obesogénica por trinta dias na vida adulta. Avaliamos o consumo e a eficiéncia
calérica dos animais, parametros sorolégicos e também a homeostase redox
encefalica. O exercicio de natacao foi mantido, em ambos os modelos, durante uma
semana antes do acasalamento e durante toda a gestagéo, 5 dias na semana, 30
min ao dia. A suplementagdo com naringenina foi administrada por via oral, na dose
de 50 mg/kg/dia, durante cinco dias na semana a partir do acasalamento até o final
da gestagdo. Foi demonstrado que as intervengbes gestacionais n&o causaram
maleficios ao ganho de peso na gestagao, peso ao nascer ou tamanho de ninhada.
Tanto a suplementagdo com naringenina quanto o exercicio materno trouxeram
melhora nos niveis de glicose no soro da prole ao desmame. As intervengdes
gestacionais e a superalimentacdo durante a lactagdo trouxeram alteragbes na
homeostase redox da prole aos 21 dias de vida, ocorrendo um aumento na
capacidade antioxidante do hipocampo em resposta a redugdo de ninhada. O
comportamento materno de lactacdo arqueada das ratas foi aumentado em resposta
a esse modelo, e o exercicio materno preveniu algumas das alteragdes. Quando a
prole foi exposta a dieta rica em gordura na vida adulta, os filhotes expostos a
natagdo materna com sobrecarga apresentaram maior ganho de peso, sem
alteracao nos demais grupos. Nao houve prevengao mediada pelo exercicio materno
sobre o aumento de percentual de gordura induzido pela dieta. A natacdo materna
sem sobrecarga preveniu o0 aumento da glicemia e de superéxido no hipocampo da
prole, enquanto a natagdo com sobrecarga ndao demonstrou o mesmo efeito. Os dois
tipos de exercicio materno causaram aumento na capacidade antioxidante no
hipocampo da prole aos 90 dias de vida. Os resultados apresentados ressaltam o
potencial efeito benéfico da suplementagdo com naringenina e do exercicio materno
em modelo animal em parametros sorolégicos e de homeostase redox encefalica.
Maiores estudos sao necessarios para avaliar os mecanismos exatos dos efeitos de
intervencgdes pré- e pos-natais, a fim de obter um impacto positivo na saude da
proxima geragao sem trazer efeitos colaterais.



Abstract

Excessive weight gain is a growing health problem in the world population, leading to
an increased risk of developing chronic diseases, as well as health costs in
treatment. The practice of physical exercise and supplementation with polyphenols
has been shown to be beneficial in the improvement of several parameters related to
excess weight in all periods of life, and these interventions during pregnancy are still
poorly studied. Positive changes in the intrauterine environment seek to take
advantage of the window of opportunity on the modulation of fetal metabolism,
affecting the development of the fetus in order to prevent future diseases. In the
present thesis, the effect of maternal exercise on biochemical and behavioral
parameters evaluated in two models of obesity in offspring was evaluated. Initially,
we evaluated the effect of maternal swimming, combined or not with naringenina
supplementation, on the overfeeding model during lactation in the offspring. We
analyzed serological parameters, brain redox homeostasis and also maternal
behavior in response to the litter reduction model. Subsequently, we evaluated the
effect of two types of maternal swimming, free and overloaded, on the offspring
exposed to the obesogenic diet for 30 days in adulthood. We evaluated the
consumption and caloric efficiency of animals, serological parameters and also brain
redox homeostasis. The swimming exercise was maintained, in both models, for one
week before mating and during the entire pregnancy, 5 days a week, 30 min a day.
Naringenin supplementation was administered orally, at a dose of 50 mg/kg/day, for
five days a week from mating until the end of pregnancy. It has been shown that
gestational interventions have not caused harm to pregnancy weight gain, birth
weight or litter size. Both supplementation with naringenin and maternal exercise
brought improvement in the glucose levels in the serum of the offspring at weaning.
Gestational interventions and overfeeding during lactation brought changes in the
offspring's redox homeostasis at 21 days of age, with an increase in the antioxidant
capacity of the hippocampus in response to reduced litter size. The maternal
behavior of arched lactation in rats was increased in response to this model, and
maternal exercise prevented some of the changes. When the offspring were exposed
to a high fat diet in adulthood, the exposure to maternal swimming with overload
bring greater weight gain, without alteration in the other groups. There was no
prevention mediated by maternal exercise on the increase in the percentage of fat
induced by the diet. Maternal swimming without overload prevented an increase in
blood glucose and superoxide in the offspring's hippocampus exposed to high fat
diet, while swimming with overload did not show the same effect. Both types of
maternal exercise caused an increase in antioxidant capacity in the offspring's
hippocampus at 90 days of life. The results presented highlight the potential
beneficial effect of supplementation with naringenin and maternal exercise in an
animal model on serological parameters and brain redox homeostasis. Further
studies are needed to assess the exact mechanisms of the effects of pre- and post-
natal interventions, in order to have a positive impact on the health of the next
generation without bringing side effects.
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. INTRODUGAO

1.1Regulagao metabdlica cerebral
1.1.1 Metabolismo energético

Sabe-se que o cérebro requer uma alta demanda energética para a
manutengdo das fungdes, consumindo cerca de 20% da energia necessaria pelo
organismo apesar de representar apenas 2% do peso corporal em adultos (DIENEL,
2019; TOMASI; WANG; VOLKOW, 2013). Na infancia, o consumo energético
cerebral chega a 43% do total utilizado; entre os mamiferos, o desenvolvimento
cerebral humano é o de maior duracgao, tendo o fornecimento de energia priorizado
em relagédo ao crescimento dos demais 6rgaos (KUZAWA; CHUGANI; GROSSMAN;
LIPOVICH et al., 2014).

Desde os primeiros estudos envolvendo o metabolismo energético cerebral,
sabe-se que a glicose é a maior fonte energética deste tecido (DIENEL, 2019) e sua
utilizacdo é crescente desde a vida intrauterina até cerca de 18 anos de vida,
quando atinge o consumo maximo que se mantera até a vida adulta (CHUGANI,
1998; VANNUCCI; VANNUCCI, 2000). Em roedores a utilizacdo de glicose é
semelhante ao encontrado em humanos, chegando a fornecer 60% da energia
cerebral nos primeiros dias de vida (VANNUCCI; YAGER; VANNUCCI, 1994). Sendo
assim, para manutencdo da homeostase energética cerebral a glicolise e a
fosforilagdo oxidativa sdo as vias metabdlicas que possibilitam a formagao da
adenosina trifosfato (ATP) (PELLERIN; MAGISTRETTI, 2004).

No citoplasma a molécula de glicose é oxidada a duas de piruvato por meio

da glicolise aerdbica, formando também dois equivalentes reduzidos de nicotinamida
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adenina dinucleotideo (NADH.H*) e dois ATPs. Na auséncia de oxigénio o piruvato é
reduzido a lactato na glicdlise anaerdbica, pela oxidagdo do NADH.H* (NELSON;
COX, 2014). A glicdlise anaerdbica é favorecida em exercicios de longa duragéo ou
de alta intensidade, em eritrocitos maduros devidos a auséncia de mitocondria e
também em outros érgdos com baixo fornecimento de oxigénio, como a cérnea
(MELKONIAN; SCHURY, 2020).

Na matriz mitocondrial ocorre o ciclo do acido citrico (CAC), responsavel pela
oxidagao da acetil-Coenzima A (acetil-CoA), proveniente da oxidagdo do piruvato,
vindo da glicose, e também dos acidos graxos e aminoacidos provenientes da dieta
ou da degradagao do pool celular. Neste processo de oito reagdes sera formado
CO2, trés moléculas NADH.H*, uma de flavina adenina dinucleotideo reduzido
(FADH2) e uma molécula de guanosina trifosfato (GTP) (NELSON; COX, 2014). Os
agentes redutores podem entdo seguir para a o sistema de transporte de elétrons
mitocondrial (STEM), que consiste em quatro complexos presentes na membrana
mitocondrial interna. La serdo reoxidados nos complexos | e Il, formando uma
molécula de agua por meio da transferéncia dos elétrons para o oxigénio molecular.
Cada transferéncia leva ao acumulo de H* no espaco intermembranas, conservando
energia em forma de um gradiente de prétons que sera utilizada na fosforilagéo
oxidativa para sintese de 36 moléculas de ATP pela reagao da ATP sintase, sendo a
forma mais eficiente para manutengao da energia celular (NELSON; COX, 2014).

A taxa de utilizagdo da glicolise aerdbica varia dependendo da regido
encefalica e ocorre mesmo quando existe quantidade suficiente de oxigénio para a

fosforilagdo oxidativa (GOYAL; HAWRYLYCZ; MILLER; SNYDER et al., 2014;



VAISHNAVI; VLASSENKO; RUNDLE; SNYDER et al., 2010), devido ao seu papel
na regulagado da morte celular, neuroprotecéo e fornecimento de substratos para a
proliferagdo celular (LUNT; VANDER HEIDEN, 2011; MERGENTHALER;
LINDAUER; DIENEL; MEISEL, 2013).

Sendo a organela mais importante no fornecimento de energia, a mitocondria
tem impacto importante no desenvolvimento cerebral e na homeostase celular
(BENKHALIFA; FERREIRA; CHAHINE; LOUANJLI et al., 2014; HARVEY; GIBSON;
LONERGAN; BRENNER, 2011; SON; HAN, 2018). Alteragbes no tamanho e
morfologia mitocondrial sdo essenciais em diversos processos fisioldgicos, incluindo
a ativagao da fosforilagdo oxidativa neuronal (KHACHO; SLACK, 2018), e ocorrem

por meio da sinalizagdo dos reguladores como o coativador de transcricdo 1o do

receptor ativado por proliferagao peroxissomal (PGC-1a), as mitofusinas (MFN) 1 e 2
e as proteinas dindmicas relacionadas (DRP) (LARSSON; CLAYTON, 1995;
ONYANGO; LU; RODOVA; LEZI et al., 2010; TILOKANI; NAGASHIMA; PAUPE;
PRUDENT, 2018). Sabe-se que em roedores, ja durante a vida intrauterina, ocorre
alta diferenciagcdo e proliferacdo mitocondrial, enquanto apés o nascimento as
alteragcdes seguem ocorrendo, mas em relagdo a densidade e ao volume
mitocondrial (ALCOLEA; COLOM; LLADO; GIANOTTI et al., 2006; HAGBERG;
MALLARD; ROUSSET; THORNTON, 2014; PIKO; TAYLOR, 1987). Disfungdes na
regulacdo mitocondrial sdo relacionadas ao envelhecimento e ao aparecimento de

doencas neurodegenerativas (KHACHO; SLACK, 2018).

1.1.2 Homeostase redox
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Reacdes de oxidagao e reducao envolvem a troca de elétrons ou atomos de
hidrogénio e sao essenciais para o funcionamento celular de organismos vivos.
Estas reacdes redox ocorrem por meio do recebimento de elétrons, tornando a
molécula reduzida, ou pela transferéncia dos mesmos, tornando a molécula oxidada
(BUETTNER, 1993; FORMAN; URSINI; MAIORINO, 2014; GUTOWSKI;
KOWALCZYK, 2013; MCCORD, 2000; NORDBERG; ARNER, 2001).

Na manutencdo do metabolismo energético as reagdes redox sao essenciais
para a captagdo de energia proveniente dos alimentos ingeridos para posterior
formacao de moléculas altamente energéticas que possam ser utilizadas no nosso
metabolismo, como é o caso do ATP. Durante a transferéncia de elétrons na STEM
€ comum o vazamento de elétrons (1 a 3%), que podem causar a formacgao de
moléculas instaveis com ao menos um elétron desemparelhado em seus orbitais
externos, chamadas de espécies reativas (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000). A
formacédo das espécies reativas ocorre em todos os compartimentos celulares por
diversos mecanismos, entretanto a mitocondria atua de forma mais importante
devido a agdo da STEM (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; JONES, 2006;
MAILLOUX, 2015).

A producao de espécies reativas € essencial em diversos processos celulares
(DAN DUNN; ALVAREZ; ZHANG; SOLDATI, 2015; THANNICKAL; FANBURG,
2000), e elas sao divididas entre as de oxigénio (ERO), que incluem o radical anion
superoxido (O2*), o perdxido de hidrogénio (H202), e o radical hidroxil (*OH); e as de
nitrogénio (ERN), entre elas o oxido nitrico (NO®) e o peroxinitrito (ONOO") (DE

TULLIO; ASARD, 2012; HALLIWELL, 2006b).
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Considerado uma ERO primaria, o anion O2* é produto principalmente da
funcdo mitocondrial e apresenta seletividade em reagbes com moléculas nao
radicais, entretanto interage mais rapidamente com outros radicais como o NO°,
levando a formacdo de ONOO- que é um forte agente oxidante de aminoacidos
(BECKMAN; KOPPENOL, 1996). O H202 € um n&o radical que, diferente do anion
O2*, pode se difundir pela membrana interna da mitocéndria. Por meio da reacao
com Fe?* na reagéo de Fenton pode ocorrer a formacao de *OH, que é a espécie
mais danosa entre as EROs, tanto por ser a mais reativa, podendo causar dano
oxidativo a quase todas as biomoléculas e também por ndao haver defesa
antioxidante enzimatica endégena capaz de causar sua eliminagdo (CADENAS;
DAVIES, 2000; HALLIWELL, 2006b; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; MCCORD,
2000).

Devido ao dano que pode ser causado pelas espécies reativas, a sua
formacao é altamente regulada por meio das defesas antioxidantes, que mantém os
niveis fisiolégicos das mesmas utilizando um sistema enzimatico e ndo enzimatico.
Se a formacgao das espécies reativas ocorre de forma exagerada e/ou as defesas
antioxidantes estdo reduzidas, ocorre um desequilibrio na homeostase redox que é
chamada de estresse oxidativo, estado onde pode ocorrer maior dano a
biomoléculas e que esta relacionado a diversas doencgas (HALLIWELL, 2006a; MEI,
THOMPSON; COHEN; TONG, 2015; NORDBERG; ARNER, 2001; THANAN;
OIKAWA; HIRAKU; OHNISHI et al., 2015).

Antioxidantes sao as substancias que, quando em baixas concentragoes em

relagdo ao substrato oxidavel, podem atrasar ou impedir a oxidagdo do mesmo
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(HALLIWELL, 2011). Entre os antioxidantes ndo enzimaticos estdo as moléculas que
podem doar elétrons diretamente para espécies reativas, assim reduzindo a sua
possibilidade de reagdo com biomoléculas. Antioxidantes enzimaticos sdo moléculas
enddégenas que agem com maior eficiéncia, por meio da conversdo de EROs em
espécies menos reativas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; TOKARZ;
KAARNIRANTA,; BLASIAK, 2013).

Entre os antioxidantes ndo enzimaticos esta a glutationa reduzida (GSH),
sintetizada no citoplasma e considerada o principal ‘tampé&o redox’ celular, agindo
como substrato para antioxidantes enzimaticos e também diretamente na reducgao
‘OH e ONOO- (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Entre os antioxidantes
provenientes da dieta estdo as vitaminas C, E e do complexo B e também os
carotenoides (HALLIWELL, 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; MACHLIN;
BENDICH, 1987; MAY, 2000).

Entre as enzimas antioxidantes podemos citar como principais a superéxido-
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa-peroxidase (GPx), devido a sua
acao nas espécies reativas primarias. A SOD atua na dismutacdo do O2* formando
H202 e Oz e pode ser encontrada em trés isoformas, que diferem na localizagao
celular e cofator utilizado: MnSOD, encontrada em mitocdndrias e dependente de
manganés; CuZnSOD, presente no citoplasma e em algumas organelas e
dependente de cobre e zinco; além da EcSOD, semelhante a CuZnSOD e também
dependente de cobre e zinco (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; MATTE, 2015;

MCCORD; FRIDOVICH, 1969).
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O H202 é eliminado pela agao de varias enzimas, entre elas a CAT, que utiliza
0 mesmo como substrato para formagao de H20 e O2. A enzima € dependente de
Fe* e é encontrada predominantemente em peroxissomos (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; MATTE, 2015; SIES, 2014). A redugdo do H202 também é
catalisada pela GPx, que é dependente de selénio e utiliza duas moléculas de GSH
na reagao que tera como produto duas moléculas de H20 e uma molécula de
glutationa oxidada (GSSG). A GPx esta presente em diversas regides celulares em
oito isoformas diferentes, também agindo na remoc¢ao de hidroperdxidos organicos
(ROOH) e ONOO- (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; MATTE, 2015).

Entre outras defesas enzimaticas, estdo as tiorredoxinas (Trx) e
glutarredoxinas (Grx). O sistema Trx inclui a TrxR e as 3 isoformas de Trx, que estéao
presentes em diferentes locais na célula: Trx-1 no citosol, Trx-2 na mitocondria e a
Trx-3 apenas em células germinativas. A enzima age eliminando peroxidos e
também regenerando outras enzimas antioxidantes, e sua regeneragéo é realizada
pela enzima TrxR (HANSCHMANN; GODOY; BERNDT; HUDEMANN et al., 2013;
LU; HOLMGREN, 2014).

As Grx agem regenerando tiois oxidados em reacdo dependente de GSH, e
estdo presentes em quatro isoformas, localizadas na mitocéndria, citosol e nucleo.
Fazem parte da familia de Trx e também s&o extremamente importantes na
reciclagem de enzimas ou tiois proteicos oxidados (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO,

2013; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; MATTE, 2015).
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Agindo na detoxificagdo do metilglioxal, produto da glicdlise, ainda esta o
sistema glioxalase (GLO). Sua acédo € importante para evitar a modificagdo a
proteinas causada pelo metilgioxal e inclui trés isoformas de GLO (1 a 3), sendo a
GLO 1 com acdo mais importante, esta presente no citosol e tem sua reacgao
dependente de GSH (DISTLER; PALMER, 2012; RABBANI; THORNALLEY, 2014).

Todos os tecidos estao suscetiveis ao dano oxidativo, entretanto o encéfalo é
especialmente sensivel ao mesmo por diversos fatores, tais como: a alta
necessidade de ATP, a qual eleva a producao de espécies reativas (SOKOLOFF,
1999); a baixa capacidade para regeneragao celular, levando a perdas que podem
ser irreversiveis (STEWARD; SRIDHAR; MEYER, 2013; SUN, 2018); o grande
conteudo de ions de ferro, possibilitando a reagcdo de Fenton (GERLACH; BEN-
SHACHAR; RIEDERER; YOUDIM, 1994); o alto conteudo de lipidios poli-insaturados
de membrana, propensos a oxidagdo (AURELI; GRASSI; PRIONI; SONNINO et al.,
2015); a presenga de neurotransmissores que podem reagir com O2 e gerar
espécies reativas (HALLIWELL, 2001), e, ainda, os baixos niveis de defesas
antioxidantes em relagdo a outros tecidos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HO;
MAGNENAT; BRONSON; CAO et al., 1997).

O dano oxidativo ocorre em lipidios, proteinas, acidos nucléicos e
carboidratos. A peroxidagao lipidica envolve a oxidagdo de acidos graxos poli-
insaturados, componentes importantes das membranas plasmaticas, podendo haver
perda de suas fungdes. Sua avaliagdo pode ser realizada por meio dos produtos
gerados na peroxidagdo lipidica, sendo o malondialdeido o mais estudado. A

oxidacdo de proteinas afeta diretamente receptores, enzimas e outras proteinas
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importantes no funcionamento celular, e pode ser mensurado pelo conteudo de
carbonilas, um dos produtos do ataque de espécies reativas a proteinas. A oxidagao
de acidos nucléicos pode levar a quebra da dupla fita do DNA e a mutacdes, sendo
o 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) o marcador mais estudado de dano ao
DNA. Por fim, a oxidagdo a carboidratos pode gerar compostos reativos, como o
glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosona, sendo intermediarios na formacédo dos
produtos finais de glicacdo avangada (AGEs), que também levam a danos em

biomoléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; MATTE, 2015).
1.1.3 Consequéncias do sobrepeso e obesidade

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade vém aumentado em ritmo alarmante,
sendo considerados uma epidemia mundial (JAMES; RIGBY; LEACH;
INTERNATIONAL OBESITY TASK, 2004; SMITH; SMITH, 2016). Globalmente, entre
criancas e adolescentes a obesidade teve um aumento de quase 10 vezes nas
ultimas quatro décadas, saltando de menos de 1% em 1975 para 5,6% em meninas
e 7,8% em meninos no ano de 2016 (COLLABORATION, 2017). Em adultos, nos
ultimos 30 anos a prevaléncia aumentou em quase 40% (NG; FLEMING,;
ROBINSON; THOMSON et al., 2014). Seguindo a tendéncia mundial, dados
coletados na ultima Vigitel de 2018, que compde o sistema de Vigilancia de Fatores
de Risco para doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) do Ministério da Saude,
indicaram que praticamente 55,7% da populacdo com mais de 20 anos encontra-se
com sobrepeso, enquanto uma em cada trés criangas encontra-se acima do peso

indicado para a idade (IBGE, 2010; VIGITEL, 2014; 2018).
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Mudancgas no estilo de vida tém levado a um ambiente obesogénico. Fatores
genéticos assim como ambientais, por meio do maior consumo € menor gasto
caldrico devido ao aumento do comportamento sedentario e maior acesso e ingestao
de alimentos hipercaldricos, principalmente vindo de gorduras (CANELLA; LEVY;
MARTINS; CLARO et al., 2014; HARIRI; THIBAULT, 2010; POPKIN; ADAIR; NG,
2012; THAKER, 2017), causam o desequilibrio energético e consequentemente,
alteragbes negativas na composi¢gao corporal que podem ocorrer antes mesmo do
aumento de peso efetivamente (ANDRICH; MELBOUCI; OU; LEDUC-GAUDET et
al., 2018). Dietas ricas em gordura (HFD, do inglés high fat diet) ja demonstraram
serem efetivos indutores de obesidade tanto em humanos quanto em modelo animal
(HARIRI; THIBAULT, 2010).

O aumento excessivo de peso causa diversas alteracbes metabdlicas
negativas, elevando os custos em saude publica (TREMMEL; GERDTHAM,;
NILSSON; SAHA, 2017) e também sendo fortemente relacionado as maiores causas
de morte no mundo, tais como doengas cardiovasculares, diabetes mellitus e outras
doengas metabodlicas cronicas (DAS, 2015, MCGAVOCK; ANDERSON;
LEWANCZUK, 2006; MYLES, 2014; WELLBURN; RYAN; AZEVEDO; ELLS et al.,
2015; WILMOT; EDWARDSON; ACHANA; DAVIES et al., 2012; YE; CHACKO;
CHOU; KUGIZAKI et al., 2012), de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2014).

Com o aumento no conteudo de tecido adiposo ocorre a reacao de inflamagao
sistémica, por meio da redugado na produgao de interleucina (IL) 10, que tem acé&o

anti-inflamatdria, e aumento na liberacdo de marcadores inflamatérios, tais como IL-
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1, IL-6 e fator de necrose tumoral a (TNF-a, do inglés tumor necrosis factor a)
(LOPATEGI; LOPEZ-VICARIO; ALCARAZ-QUILES; GARCIA-ALONSO et al., 2016;
VAN GAAL; MERTENS; DE BLOCK, 2006). O aumento da inflamacéo leva a
alteragdes importantes no metabolismo da glicose e de lipidios (FRUHBECK;
CATALAN; RODRIGUEZ; RAMIREZ et al., 2017; SHOELSON; LEE; GOLDFINE,
2006), levando a maiores niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol total, glicose
e insulina (KLOP; ELTE; CABEZAS, 2013).

O sobrepeso e consequentemente o excesso de nutrientes também causam
disfungcdo mitocondrial (LV; BHATIA; WANG, 2017). Alteragbes negativas na sua
funcionalidade estdo associadas com as causas da obesidade e doencas
associadas (WANG; YUAN; DUAN; LI et al., 2018), principalmente devido ao
aumento na producido de espécies reativas. Devido ao seu papel no metabolismo
energético, a mitocdndria € facilmente afetada pela dieta, e sua disfungdo também
esta relacionada a resisténcia a insulina e ao desenvolvimento de diabetes tipo 2
induzidos pela obesidade, sendo relacionada principalmente a redu¢édo no numero
de mitocondrias e da biogénese mitocondrial (CHENG; SCHMELZ; LIU; HULVER,
2014; CRUNKHORN; DEARIE; MANTZOROS; GAMI et al., 2007; JHENG; HUANG;
KUO; HUGHES et al, 2015; ZAMORA,; VILLENA, 2014). Além do aumento da
producao das espécies reativas, também é demonstrada uma reducéo na atividade
de enzimas antioxidantes como a SOD, CAT e GPx em tecido adiposo e plasma de
obesos, desregulando a homeostase redox (MARSEGLIA; MANTI; D'ANGELO;

NICOTERA et al., 2015; MATSUDA; SHIMOMURA, 2013).
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Individuos com excesso de peso corporal apresentam maiores niveis de
cortisol (em humanos, corticosterona em ratos) (BAUDRAND; VAIDYA, 2015;
MUSSIG; REMER; MASER-GLUTH, 2010) e de pressao sanguinea, resultando em
hipertensdo (JONES; MILLER; WOFFORD; ANDERSON et al., 1999; STEVENS;
OBARZANEK; COOK; LEE et al., 2001). Todas estas alteragdes citadas estéo
ligadas ao aumento do risco cardiovascular, que sao diretamente relacionados ao
aumento no conteudo de tecido adiposo (GRUNDY, 2015; O'NEILL; O'DRISCOLL,
2015).

As alteracbes causadas pelo excesso de peso causam dano a diversos
tecidos (UNGER, 2003) e também afetam negativamente o funcionamento cerebral,
sendo relacionadas ao aparecimento de doencgas tais como depressao, ansiedade,
Alzheimer e Parkinson (TAN; NORHAIZAN, 2019). O estresse oxidativo cerebral leva
a danos importantes a biomoléculas e também desregula a fungdo mitocondrial
(SALIM, 2017), efeitos fortemente relacionadas ao aparecimento e ao progresso de
doencgas neurologicas (SALIM, 2017; SINGH; KUKRETI; SASO; KUKRETI, 2019).

Alteragdes em regides envolvidas no controle do apetite como cortex parietal,
hipotalamo, hipocampo e amigdala levam a uma maior resposta a estimulos
alimentares, maior recompensa e maior consumo, gerando um ciclo vicioso que
resulta no aumento ou manutengdo do ganho de peso (FARR; LI; MANTZOROS,
2016). O aumento no indice de massa corporal (IMC) em humanos ja foi relacionado
com a atrofia em diversas regides cerebrais e aumento no risco para o declinio

cognitivo, apesar da dificuldade em isolar o efeito do sobrepeso das demais
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comorbidades associadas (MONDA; LA MARRA; PERRELLA; CAVIGLIA et al.,
2017).

Em modelo animal, dietas ricas em gordura ja demonstraram causar no
encéfalo o aumento de parametros inflamatérios e de estresse oxidativo, bem como
resisténcia a insulina, diminuicdo na plasticidade sinaptica, perda neuronal,
alteragdes na morfologia, entre outros (KOTHARI; LUO; TORNABENE; O'NEILL et
al., 2017; LIU; FU; LAN; LI et al., 2014; NAKANDAKARI; MUNOZ; KUGA; GASPAR
et al., 2019; WU; LIU; KALAVAGUNTA; HUANG et al., 2018).

1.20rigens desenvolvimentistas da saude e da doencga
1.2.1 Histérico da programagao metabdlica

Recentemente o estudo de WARD; LONG; RESCH; GILES et al. (2017)
trouxe o dado alarmante de que 75% das criangas obesas aos 2 anos de idade
seguirdo obesas na idade adulta, renovando a importancia de intervengdes ao inicio
da vida buscando reduzir os niveis de sobrepeso mundial e trazer melhora na saude
em geral. O estudo da relagdo de fatores gestacionais e genéticos na saude inicia
nos anos 1960 (NEEL, 1962) quando pela primeira vez relacionou-se o nascimento
de criangas macrossOmicas a maes diabéticas, gerando a teoria de que o diabetes
passaria aos filhos o gendtipo da maior eficiéncia calorica.

Alguns anos mais tarde os estudos de Ravelli, Stein e Susser (RAVELLI;
STEIN; SUSSER, 1976) sobre os filhos de mulheres que estavam gravidas durante
o periodo chamado de “Inverno da Fome” na Holanda ao final da Il Guerra Mundial
demonstraram que o baixo fornecimento de alimento durante o os primeiros meses
de gestagdo causou aumento na prevaléncia de obesidade nos filhos aos 19 anos
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de idade, enquanto a mesma exposi¢ao no final da gestagdo ou nos primeiros
meses de vida causou o efeito contrario. Este periodo foi foco de diversos trabalhos
que posteriormente demonstraram que a fome durante qualquer periodo da
gestacao causou nos filhos intolerancia a glicose e maior risco para diabetes mellitus
tipo 2, e quando ocorrida no inicio da gestacdo aumentou o risco para doenca
cardiovascular, depressao, esquizofrenia, obesidade, cancer de mama, entre outros
(ROSEBOOM; DE ROOIlJ; PAINTER, 2006; ROSEBOOM; PAINTER; VAN
ABEELEN; VEENENDAAL et al., 2011). Mulheres que tinham entre 2 e 6 anos
durante a exposicdo a fome também apresentaram menopausa precocemente
(ELIAS; VAN NOORD; PEETERS; TONKELAAR et al., 2018).

Barker e colaboradores ao final dos anos 1980 demonstraram que o baixo
peso ao nascer esta relacionado a hiperglicemia em homens jovens (ROBINSON;
WALTON; CLARK; BARKER et al., 1992), resisténcia a insulina em idosos
(ERIKSSON; FORSEN; TUOMILEHTO; JADDOE et al., 2002), um risco 10 vezes
maior de desenvolver sindrome metabdlica (BARKER; HALES; FALL; OSMOND et
al., 1993) e também uma maior taxa de mortalidade por doengas cardiacas
(BARKER; WINTER; OSMOND; MARGETTS et al., 1989). Estes trabalhos levaram a
Hipotese de Barker, que relacionou um ambiente intrauterino desfavoravel a
alteracdes negativas permanentes no feto, que irdo predizer a forma que o mesmo
reage ao ambiente pods-natal (BARKER, 1990; BARKER; WINTER; OSMOND;
MARGETTS et al., 1989; HALES; BARKER, 1992).

Mais recentemente o estudo da programagdo metabdlica fetal ganhou maior

atencdo por meio do estudo das Origens Desenvolvimentistas da Saude e da
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Doenca (DOHaD, do inglés Developmental Origins of Health and Disease)
(HANSON, 2016), que define os primeiros 1000 dias de vida, iniciando na
concepgao, como essenciais na programacgao do metabolismo do individuo.

Apesar de nao ser completamente esclarecido como ocorre essa
programacgao, ja se sabe que o ambiente pré-natal pode causar alteragdes
placentarias (JANSSEN; KERTES; MCNAMARA; BRAITHWAITE et al, 2016;
NUNEZ ESTEVEZ; RONDON-ORTIZ; NGUYEN; KENTNER, 2020),
desenvolvimento anormal de alguns tecidos do feto (FERNANDEZ-TWINN;
OZANNE, 2010) e inclusive alterar o cuidado materno (JOHN, 2019). Também ja foi
demonstrado que ocorre a passagem de células maternas tanto através da placenta
quanto posteriormente pelo leite na amamentacédo (ZHOU; YOSHIMURA; HUANG;
SUZUKI et al., 2000). Os mecanismos epigenéticos sao indicados como fator
fundamental para as modulagdes causadas pelo ambiente materno a prole, e ocorre
por meio de modificacbes covalentes em histonas e em bases do DNA, entretanto
sem modificar a sua sequéncia (BALE, 2015; BALE; BARAM; BROWN; GOLDSTEIN

et al., 2010; FRANKLIN; MANSUY, 2010).
1.2.2 Superalimentacdo durante a lactagdo

Com as mudancgas no padrao de alimentagdo mundial os estudos em DOHaD
mudam também o foco. Inicialmente a preocupacio visava o baixo fornecimento de
energia, entretanto atualmente a ma nutricdo vem justamente do excesso de
alimento. Nas ultimas décadas as mudangas no padrao alimentar levaram a uma
reducado de 35% no numero de criangas com baixo peso antes dos 5 anos de idade
em comparagao aos anos 1990, enquanto ocorre um aumento de 54% nos indices
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de obesidade neste mesmo periodo (BLACK; VICTORA; WALKER; BHUTTA et al.,
2013). A obesidade infantil € considerada um risco a saude publica global (KARNIK;
KANEKAR, 2012).

O ambiente de exposi¢cao no periodo pds natal também pode influenciar o
metabolismo durante toda a vida (PATEL; SRINIVASAN, 2011). Durante a infancia a
obesidade é relacionada a maiores danos metabdlicos e cardiovasculares e também
a problemas gastrointestinais, esqueléticos, endocrinos, psicossociais e
neuroldgicos (KUMAR; KELLY, 2017). Na vida adulta uma infancia com excesso de
peso aumenta o risco para obesidade e as possiveis comorbidades relacionadas
como doengas cardiovasculares, cancer, diabetes e doengas neurolégicas, além do
maior risco de morte em adultos jovens (BARTON, 2012; BIRO; WIEN, 2010;
WEIHRAUCH-BLUHER; SCHWARZ; KLUSMANN, 2019).

Para obtermos um melhor entendimento da obesidade infantii e dos
mecanismos envolvidos, modelos animais s&o aliados essenciais. Em roedores a
superalimentacdo durante a lactacdo pode ser induzida por método indireto, pela
reducdo no tamanho da ninhada, geralmente entre 2 a 4 filhotes, que leva ao
aumento no ganho de peso e percentual de gordura em resposta a menor
competicdo na lactagdo, aumento nos lipidios do leite, maior cuidado materno e
também a imaturidade no controle do apetite (ENES-MARQUES; GIUSTI-PAIVA,
2018; KENNEDY, 1957; MOZES; SEFCIKOVA; RACEK, 2014; SEFCIKOVA;
RACEK, 2015).

Ao desmame os animais apresentam desregulagdo da homeostase redox no

plasma, coragdo e figado (CONCEICAO; MOURA; CARVALHO; OLIVEIRA et al.,
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2015; HABBOUT; GUENANCIA; LORIN; RIGAL et al., 2013), demonstrada pelo
aumento nos niveis de espécies reativas, dano oxidativo e redugao na atividade de
enzimas antioxidantes. A reducdo de ninhada causa nos filhotes o0 aumento no
ganho de peso e desenvolve hiperfagia durante toda a vida, aliado ao maior
percentual de gordura, hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperlipidemia, aumentando
o risco para doengas cronicas (ACHARD; SANCHEZ; TASSISTRO; VERDIER et al.,
2015; BOULLU-CIOCCA; DUTOUR; GUILLAUME; ACHARD et al., 2005; DU;
HOSODA; UMEKAWA; KINOUCHI et al, 2015; HABBOUT; LI; ROCHETTE;
VERGELY, 2013; PATEL; SRINIVASAN, 2011; PLAGEMANN; HARDER; RAKE;
VOITS et al., 1999). A superalimentagdo durante a lactacdo também causa
alteracdes cerebrais. Aos 14 dias de vida os animais ja apresentam maiores niveis
de inflamagao no hipotalamo (ZIKO; DE LUCA; DINAN; BARWOOD et al., 2014) e
aos 3 meses ocorre desregulacdo na sinalizacdo neuronal da mesma estrutura,
causando a desregulagdo no consumo (HABBOUT; LI; ROCHETTE; VERGELY,
2013; MUSRATI; KOLLAROVA; MERNIK; MIKULASOVA, 1998; PLAGEMANN;
HARDER; RAKE; VOITS et al, 1999; RODRIGUES; DE MOURA; PASSOS;
TREVENZOLI et al., 2011; YANKOVSKAYA; HORSEFIELD; TORNROTH; LUNA-
CHAVEZ et al., 2003). Na vida adulta apresentam alteracdo na sinalizagdo da
insulina cerebral e também diminuicdo nos receptores de dopamina (PORTELLA,;
SILVEIRA; LAUREANO; CARDOSO et al., 2015), além de maior inflamagéo no
hipocampo aliada a alteragbes comportamentais (SALARI; SAMADI; HOMBERG;

KOSARI-NASAB, 2018).
1.2.3 Exercicio fisico materno
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Um ambiente saudavel durante o inicio da vida pode modular positivamente o
metabolismo, e entre as intervengdes benéficas na programagédo metabdlica esta a
pratica de exercicio materno gestacional. Sabe-se que a pratica de exercicio fisico
em qualguer momento da vida esta relacionado a uma melhora na qualidade de
vida, ja sendo indicado como tratamento para 26 doengas crdnicas, entre elas
doencgas metabdlicas, cardiovasculares, psiquiatricas e neurolégicas (PEDERSEN;
SALTIN, 2015). Desde 2002 a manutengao de exercicio fisico durante a gestacgao é
indicada pelo Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas por ao menos 150
minutos semanais em casos de gestagdes sem complicagdes (ACOG, 2002; 2015b).
A pratica deve se manter em intensidade moderada, que pode ser mensurada de
varias formas como por meio da frequéncia cardiaca maxima (FCmax), que deve se
manter entre 60 e 90%, ou ser realizado enquanto a mulher conseguir manter uma
conversa normalmente, o chamado teste da fala (ACOG, 2015a).

Uma gestagao ativa reduz o risco para diabetes gestacional para mulheres
saudaveis e obesas, sendo efetivo na redugdo em 75% dos casos em gestantes
com sobrepeso (GARNAES; MORKVED; SALVESEN; MOHOLDT, 2016; MAGRO-
MALOSSO; SACCONE; DI MASCIO; DI TOMMASO et al., 2017; WANG; WEI;
ZHANG; ZHANG et al., 2017), além de reduzir o percentual de gordura, aliado ou
nao ao menor ganho de peso gestacional (CLAPP; LITTLE, 1995; FERRARI; BAE-
GARTZ; BAUER; JANOSCHEK et al., 2018). Além de trazer melhora no bem-estar
da gestante e maior tolerdncia a dor, também leva a partos mais rapidos e com
menor risco de parto prematuro ou cesariana (DI MASCIO; MAGRO-MALOSSO;

SACCONE; MARHEFKA et al., 2016; HUANG; FAN; DING; HE et al., 2019; TINLOY;
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CHUANG; ZHU; PAULI et al., 2014; ZAVORSKY; LONGO, 2011). Filhos de
mulheres exercitadas durante a gestagao apresentam menor risco para nascimento
com macrossomia (CURRIE; WOOLCOTT; FELL; ARMSON et al., 2014; SIEBEL;
CAREY; KINGWELL, 2012; WIEBE; BOULE; CHARI; DAVENPORT, 2015),
importante fator de risco associado a maior morbidade e mortalidade perinatal
(MCGUIRE, 2017), também apresentando menor percentual de gordura ao nascer
(DAHLY; LI; SMITH; KHASHAN et al., 2018). O efeito benéfico sobre a composi¢ao
corporal segue ao menos até a infancia, como demonstrado com o menor peso e
percentual de gordura até os cinco anos de idade (CLAPP, 1996).

Estudos clinicos mostram que o exercicio materno traz um melhor
neurodesenvolvimento as criancas, quando analisado por meio de testes especificos
para auto orientagdo e regulagdo nos primeiros dias de vida (CLAPP; LOPEZ,
HARCAR-SEVCIK, 1999), desenvolvimento neuromotor aos 12 meses (CLAPP;
SIMONIAN; LOPEZ; APPLEBY-WINEBERG et al., 1998), e inteligéncia geral e
habilidades linguisticas aos 5 anos de idade (CLAPP, 1996). Duas revisbes abordam
os efeitos do exercicio materno em humanos e em grande parte dos trabalhos s&o
encontrados beneficios, entretanto com a dificuldade de isolar as variaveis em
humanos, deve-se ter cuidado ao analisar os resultados e também recorrer aos
modelos animais para melhor entendimento do fenémeno molecularmente
(ALVAREZ-BUENO; CAVERO-REDONDO; SANCHEZ-LOPEZ; GARRIDO-MIGUEL
et al., 2018; NINO CRUZ; RAMIREZ VARELA; DA SILVA; HALLAL et al., 2018).

Em roedores a pratica de exercicio materno demonstrou reduzir o percentual

de gordura na prole adulta (SHELDON; NICOLE BLAIZE; FLETCHER; PEARSON et

26



al., 2015), além de trazer beneficios metabdlicos como melhora na sensibilidade a
insulina (CARTER; Ql; DE CABO; PEARSON, 2013) e redugdo na frequéncia
cardiaca (BAHLS; SHELDON; TAHERIPOUR; CLIFFORD et al., 2014). O exercicio
materno também causou prevenc¢ao de danos induzidos por dieta obesogénica tanto
durante a gestacao (VEGA; REYES-CASTRO; BAUTISTA; LARREA et al., 2015)
quanto no periodo pos natal (SHELDON; NICOLE BLAIZE; FLETCHER; PEARSON
et al., 2015; WASINSKI; BACURAU; ESTRELA; KLEMPIN et al., 2015). Os
beneficios podem ocorrer por meio da manutengao da expressao dos receptores de
transportador de glicose 4 (GLUT4) (RAIPURIA; BAHARI; MORRIS, 2015) e também
por mecanismos epigenéticos, com prevencdao da hipermetilacgdo do gene
responsavel pela transcricdo de PGC-1a (JORNAYVAZ; SHULMAN, 2010).

Ja demonstramos em trabalhos anteriores que a pratica de natacido durante a
gestacao traz aumento na capacidade antioxidante cerebral da prole, aliada ao
aumento na biogénese mitocondrial (MARCELINO; LONGONI; KUDO; STONE et al.,
2013). Quando exposto ao modelo de doenca de Alzheimer na vida adulta, os
filhotes apresentaram melhora contra o déficit de memoria e aprendizado, aliado a
prevengdo dos danos da doenga no metabolismo energético cerebral (KLEIN;
HOPPE; SACCOMORI; DOS SANTOS et al., 2019). Apesar de ainda pouco
estudado, o exercicio materno ja demonstrou em roedores o aumento na
neurogénese e ativagdo neuronal, diminuicdo do comportamento do tipo ansioso e
melhora na aprendizagem e memoéria (AKHAVAN; EMAMI-ABARGHOIE; SAFARI,
SADIGHI-MOGHADDAM et al., 2008; GOMES DA SILVA; DE ALMEIDA;

FERNANDES; LOPIM et al, 2016; M; MILADI-GORJI; EMAMI-ABARGHOIE;
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SAFARI et al., 2013; RAHIMI; AKHAVAN; KAMYAB; EBRAHIMI, 2018; ROBINSON,;

BUCCI, 2014; YAU; LEE; FORMOLO; LEE et al., 2019).
1.2.4 Consumo de polifenodis na gestagédo

Durante o periodo gestacional e pds-parto ocorre um aumento na demanda
de nutrientes, e um desequilibrio entre a demanda e o fornecimento dos mesmos
pode trazer maleficios tanto para a mae quanto ao feto. Devido a fatores
econdmicos ou sociais, em grande parte das gesta¢gdes no mundo ocorre deficiéncia
alimentar (BLACK; VICTORA; WALKER; BHUTTA et al., 2013). Diversos estudos
tém buscado entender o efeito da nutricdo materna sobre a saude da mae e da prole
por meio da analise de dietas ja consolidadas quando aplicadas na vida adulta,
como vegetarianas e veganas (SEBASTIANI; HERRANZ BARBERO; BORRAS-
NOVELL; ALSINA CASANOVA et al, 2019) e dieta mediterranea (AMATI,
HASSOUNAH; SWAKA, 2019), ou com desordens alimentares (DORSAM,;
PREISSL; MICALI; LORCHER et al., 2019) e dietas ricas em gordura (LIMA; PEREZ,
MORAIS; SANTOS et al., 2018).

O consumo de polifendis para a saude humana tem sido amplamente
estudado e ja demonstrou trazer beneficios quando consumido em longo prazo por
meio de sua agdo anti-inflamatoria e antioxidante, reduzindo riscos cardiovasculares
e neuroldgicos e havendo relagédo direta com o seu consumo e a redugao no risco
para diabetes mellitus tipo 2 (CORY; PASSARELLI; SZETO; TAMEZ et al., 2018;
WILLIAMSON, 2017). Polifendis sdo compostos encontrados em frutas e vegetais,
conferindo cor e protecéo contra raios solares e infecgdes nas plantas. Sao divididos
entre duas classes, os acidos fendlicos e flavonoides, sendo os ultimos ainda
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subdivididos entre: flavonas, flavondis, catequinas ou flavandis, flavanonas,
antocianinas e isoflavonas (MUNAWAR ABBAS; FARHAN SAEED; FAQIR
MUHAMMAD ANJUM; MUHAMMAD AFZAAL et al., 2016).

Entre as flavanonas esta a naringenina, que é encontrada principalmente em
frutas citricas, onde as flavanonas representam a maior parte dos flavonoides
encontrados (PETERSON; DWYER; BEECHER; BHAGWAT et al., 2006). Em
trabalhos realizados em modelo animal, a suplementacdo com naringenina
demonstra trazer beneficios a saude, trazendo melhora na sensibilidade a insulina e
tolerancia a glicose em resposta a dieta hiperlipidica (MULVIHILL; ALLISTER;
SUTHERLAND; TELFORD et al., 2009) e demonstrando efeito semelhante ao
farmaco gliclazida, ja utilizado no tratamento para diabetes, no aumento dos niveis
de insulina e redugdo dos niveis de glicose no plasma (ANNADURAI;
MURALIDHARAN; JOSEPH; HSU et al., 2012).

A suplementagdo com polifendis durante a vida adulta tem sido questionada
recentemente, devido a alguns trabalhos que demonstram efeitos negativos com o
seu consumo (CORY; PASSARELLI; SZETO; TAMEZ et al., 2018; WILLIAMSON,
2017). O mesmo tem acontecido durante o periodo gestacional (LY; YOCKELL-
LELIEVRE; FERRARO; ARNASON et al., 2015). Enquanto alguns trabalhos
demonstram um efeito positivo do consumo materno em modelo animal, sendo a
suplementagcdo com quercetina capaz de prevenir o dano causado por estresse
materno pré-natal (TOUMI; MERZOUG; BAUDIN; TAHRAOUI, 2013) e também
capaz de aumentar a capacidade antioxidante em figado e pulméo de filhotes de

ratas suplementadas durante a gestacdo (VANHEES; VAN SCHOOTEN; VAN
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WAALWIJK VAN DOORN-KHOSROVANI; VAN HELDEN et al., 2013), os estudos
de Zielinsky e colaboradores encontraram em humanos que o alto consumo
polifendis ao final da gestagdo causam a constricdo do canal arterial coronario fetal
(ZIELINSKY; BUSATO, 2013; ZIELINSKY; PICCOLI; MANICA; NICOLOSO et al.,
2010; ZIELINSKY; PICCOLI; MANICA; NICOLOSO et al., 2012), demonstrando a

necessidade de maiores estudos sobre o tema.

. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar se a pratica de exercicio materno aliada a suplementacao pré-natal
com naringenina pode prevenir as alteragdes bioquimicas na prole submetida ao

modelo de obesidade pds-natal.
2.2 Objetivos especificos

e Avaliar, na prole superalimentada durante a lactagcdo, o efeito do
exercicio fisico materno e da suplementagdo com naringenina durante a
gestacao sobre os seguintes parametros:
e peso, percentual de gordura corporal;
e Avaliar, no plasma da prole:
e niveis de glicose, triglicerideos e colesterol total;
¢ atividade da alanina aminotransferase e da aspartato aminotransferase;

o Avaliar, em cerebelo, hipocampo e hipotalamo da prole:
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parametros de homeostase redox, por meio do conteudo de espécies reativas,
conteudo de GSH e atividade de enzimas antioxidantes; além de marcadores de
dano proteico.

Avaliar o comportamento materno em resposta a reducao de ninhada.

e Avaliar, na prole exposta a modelo de obesidade na vida adulta, o
efeito do exercicio fisico materno durante a gestagcdo sobre os seguintes
parametros:
consumo e eficiéncia caldrica;
peso, percentual de gordura corporal;

e Avaliar, no plasma da prole:
niveis de glicose, triglicerideos e colesterol total;
atividade da alanina aminotransferase e da aspartato aminotransferase;

o Avaliar, em cerebelo, hipocampo e hipotalamo da prole:
parametros de homeostase redox, por meio do conteudo de espécies reativas,
conteudo de GSH e atividade de enzimas antioxidantes; além de marcadores de

dano proteico.
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IV. DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos o efeito de intervencgdes gestacionais em resposta a
dois modelos de inducédo de sobrepeso na prole: inicialmente, a pratica de exercicio
materno e a suplementagdo com naringenina, aliados ou ndo, sobre o modelo de
superalimentagdo durante a lactagdo. Posteriormente, o efeito de dois tipos de
natagdo durante a gestagdo, com e sem sobrecarga, sobre a dieta rica em gordura
na prole adulta, sempre utilizando apenas os filhotes machos. Os protocolos de
exercicio materno s&o de intensidade moderada.

As intervengdes maternas ocorreram durante toda a gestagdo, no caso da
suplementagdo com naringenina, ou também uma semana antes para adaptacéo,
como ocorreu com o exercicio de natagdo. Tanto a suplementagdo com naringenina
quanto o exercicio de natagdo, com ou sem sobrecarga, ndo causaram alteragdes
na taxa de prenhez, ganho de peso gestacional, tamanho de ninhada ou peso dos
filnotes ao primeiro dia de vida. No modelo de superalimentacdo na lactagcdo nao
houve diferenca no tempo para abertura dos olhos ou aparecimento dos dentes
incisivos na prole, exposta ou ndo ao exercicio materno.

Outros trabalhos ja analisaram em modelo animal o consumo de polifendis
durante a gestagdo. No estudo de LI; ZHANG; SUN; ZHANG et al. (2019) a
suplementagdo materna com naringenina foi capaz de prevenir o aumento do peso e
a reducdo no tamanho de ninhada ao nascer, induzida pelo diabetes gestacional,
entretanto ndo foi avaliado o efeito da naringenina per se. A suplementagdo materna
com naringina, forma glicosilada da naringenina, n&o causou alteragdo no tamanho

da ninhada e no peso dos filhotes aos 9 dias de vida (SACCO; SAINT; LEBLANC;
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WARD, 2017). Quanto a utilizacdo de outros polifendis, ja foi demonstrado em
roedores a auséncia de efeito apds a suplementacdo materna com resveratrol na
dose entre 2,0 e 2,5 mg/kg/dia (ROS; DIAZ; FREIRE-REGATILLO; ARGENTE-
ARIZON et al., 2018) e também reducdo no tamanho de ninhada com a ingestao de
suco de roma na concentracédo de 3% na agua dos animais disponibilizada durante a
gestacgdo (FINN-SELL; COTTRELL; GREENWOOD; DILWORTH et al., 2018).

Quanto a pratica de exercicio gestacional, em humanos, ndo foi encontrado
efeito negativo no peso ao nascer (CLAPP, 1996; MUDD; PIVARNIK; HOLZMAN,;
PANETH et al., 2012), havendo prevencgao contra o baixo peso (SIEBEL; CAREY;
KINGWELL, 2012) ou a macrossomia (BARAKAT; PELAEZ; CORDERO; PERALES
et al., 2016). O efeito positivo do exercicio materno no controle do peso ao nascer é
relacionado a melhora no metabolismo da glicose (TOMIC; SPORIS; TOMIC;
MILANQVIC et al., 2013), visto que em mulheres praticantes de exercicio fisico
antes e durante a gestacdo ocorre melhora na tolerancia a glicose e menor risco
para diabetes gestacional (OKEN; NING; RIFAS-SHIMAN; RADESKY et al., 2006).
Em modelo animal, a auséncia de dano causado pelo exercicio gestacional nestes
parametros também ja foi demonstrada (MARCELINO; LONGONI; KUDO; STONE et
al., 2013; RAIPURIA; BAHARI; MORRIS, 2015; RIBEIRO; TOFOLO; MARTINS;
PAVANELLO et al., 2017).

A pratica de exercicio de natagdo sem carga e a superalimentagcdo durante a
lactagdo ndo causaram alteracdo nos parametros de desenvolvimento da prole,
avaliados pela aparéncia dos dentes incisivos e abertura dos olhos. No estudo de

KLEIN; DOS SANTOS RODRIGUES; HOZER; DE SA COUTO-PEREIRA et al.
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(2018) o exercicio de natagdo materna em roedores também ndo afetou o
desenvolvimento dos reflexos sensério-motores, mas trouxe um desenvolvimento
motor mais maduro na prole. A reducdo de ninhada parece afetar positivamente o
aparecimento desses fatores, no entanto, quando avaliadas em ninhadas nascidas
em pequeno numero de forma natural e ndo nas reduzidas apés o nascimento
(CHAHOUD; PAUMGARTTEN, 2009).

Nos filhotes machos a suplementagdo com naringenina, aliada ou nao ao
exercicio gestacional, ndo causou alteracdo no peso ao nascer e no peso e gordura
corporal aos 21 dias de vida. A pratica de exercicio de natagdo, com ou sem
sobrecarga, nao causou efeito no peso ao nascer € no peso e gordura corporal da
prole aos 21, 60 e 90 dias de vida. Em humanos, a pratica de exercicio materno ja
demonstrou causar reducédo no percentual de gordura ao nascimento (DAHLY; LlI;
SMITH; KHASHAN et al., 2018) e também em peso e percentual de gordura aos 5
anos de idade (CLAPP, 1996). Em roedores, a pratica de exercicio materno em roda
de corrida ou esteira reduziu o peso e gordura corporal durante toda a vida do
animal (CARTER; LEWIS; WILKERSON; TOBIA et al., 2012; STANFORD; LEE;
GETCHELL; SO et al, 2015), entretanto trabalhos que avaliaram a pratica de
exercicio de natacdo n&o encontraram o mesmo efeito (AUGUST; MAURMANN;
SACCOMORI; SCORTEGAGNA et al., 2018; KLEIN; DOS SANTOS RODRIGUES;
HOZER; DE SA COUTO-PEREIRA et al., 2018; WASINSKI; BACURAU; ESTRELA;
KLEMPIN et al., 2015; WASINSKI; ESTRELA; ARAKAKI; BADER et al., 2016). O
exercicio gestacional em modelo animal parece trazer maiores efeitos sobre danos

metabdlicos na prole quando utilizados protocolos de corrida ou de roda de corrida.
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No modelo de superalimentag¢do induzida durante a lactacdo, houve aumento
no peso e percentual de gordura dos filhotes aos 21 dias de vida, sem haver
prevencao da suplementagdo com naringenina ou do exercicio fisico gestacional,
aliados ou nao, apenas o atraso no aumento do ganho de peso pelos tratamentos
isolados. O aumento no peso e gordura corporal por meio da superalimentagao
induzida por redugdo de ninhada esta bem descrito (CHEN; SIMAR; LAMBERT;
MERCIER et al., 2008; CONCEICAOQ; KAEZER; PEIXOTO-SILVA; FELZENSZWALB
et al., 2016; RODRIGUES; DE MOURA; PASSOS; DUTRA et al., 2009). A pratica de
exercicio de corrida gestacional preveniu o ganho de peso e reduziu o aumento de
gordura corporal na prole neste mesmo modelo, entretanto as ratas foram
exercitadas durante toda a gestacao e lactagdo, a 30% do VO2Max, por 30 min/3
vezes/semana (RIBEIRO; TOFOLO; MARTINS; PAVANELLO et al., 2017), sendo
um exercicio de baixa intensidade. Nao foram encontrados outros trabalhos
avaliando a suplementag&o com naringenina ou outros polifendis durante a gestagéo
em modelo de superalimentagao pds-natal.

A reducdo de ninhada causa aumento no ganho de peso e gordura corporal
dos filhotes por meio da menor competicdo na lactacdo, aumento na concentragao
lipidica do leite, imaturidade no controle do apetite e também maior cuidado materno
(ENES-MARQUES; GIUSTI-PAIVA, 2018; KENNEDY, 1957; MOZES; SEFCIKOVA;
RACEK, 2014; SEFCIKOVA; RACEK, 2015). Quando avaliamos o cuidado materno
entre os dias 2 e 9 de vida dos filhotes, encontramos nas maes de ninhadas
reduzidas uma menor frequéncia sem contato com a prole em diferentes horarios do

dia, sem efeito do exercicio fisico materno, concordando com o que ja foi
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demonstrado por Enes-Marques and Giusti-Paiva (ENES-MARQUES; GIUSTI-
PAIVA, 2018). As ratas deste grupo também se mantiveram por mais periodos na
posicdo de lactagdo arqueada (3 dos 5 avaliados), que € a considerada mais
importante para a nutricdo do filhote ao inicio da vida (STERN, 1997), chegando a
dispender o dobro do tempo nesta posicdo quando comparada a ninhada
normalizada. O exercicio gestacional pdde prevenir parte deste comportamento, mas
ainda mantendo a sua frequéncia aumentada em um dos periodos do dia,
justificando o atraso no aumento de ganho de peso encontrado nos filhotes.

Estas alteragcbes no comportamento materno auxiliam no entendimento de
como ocorre 0 aumento no ganho de peso da prole quando a ninhada é reduzida,
entretanto ainda nao se sabe ao certo qual a motivagao materna. Sabe-se que em
diversos protocolos de estresse no periodo de lactagdo, incluindo a separagao
materna, ocorre aumento no cuidado materno para compensar possivelmente o
estresse pelo tempo ausente (ORSO; CREUTZBERG; WEARICK-SILVA; WENDT
VIOLA et al., 2019), entretanto o modelo de redugdo de ninhada ndo demonstra
aumentar os indicadores de estresse na rata mde (CAPRIGLIONI CANCIAN; LEITE;
MONTES; FISHER et al., 2016; PLUMEL; STIER; THIERSE; VAN DORSSELAER et
al., 2014; VAN HAASTEREN; VAN TOOR; KLOOTWIJK; HANDLER et al., 1996;
XAVIER; SCOMPARIN; PONTES; RIBEIRO et al., 2019), sendo possivelmente o
aumento do cuidado materno nao relacionado ao estresse. Uma hipétese € de que a
rata mae aumente seu cuidado em resposta a inabilidade dos filhotes em procurar
pelo seu cuidado e também de realizar a suc¢do do leite, ja demonstrado

anteriormente em ninhadas com trés filhotes (TEICHER; KENNY, 1978), apesar de
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haver uma menor ativacdo neuronal na area pré-optica medial das maes, que seria
responsavel pelo comportamento materno (FERREIRA; DUARTE; DINIZ;
BITTENCOURT, 2017).

Quando expostos ao tamanho reduzido da ninhada, na idade adulta os
filhotes geralmente apresentam risco aumentado para varias doengas, aumento de
peso e gordura corporal, aumento de glicose, triglicerideos, colesterol total e niveis
de insulina, aliados a diminuicido do HDL, resisténcia a leptina e efeito deletério em
varios tecidos, como coragédo, figado, rim e cérebro (ENES-MARQUES; GIUSTI-
PAIVA, 2018; HABBOUT; LI; ROCHETTE; VERGELY, 2013).

Na segunda intervengao realizada a partir do modelo de dieta rica em gordura
nos filhotes machos ja adultos, independente da intervencao gestacional, houve uma
reducao no consumo sem alteracao significativa na quantidade de calorias ingerida
pelos grupos. Ainda houve aumento na eficiéncia caldrica, que representa a
quantidade de calorias ingeridas que é efetivamente convertida em peso corporal.
Este efeito é esperado em dietas com maior densidade, pois 0s animais tendem a
ajustar o seu consumo de acordo com a sua necessidade, consumindo assim menor
quantidade em gramas de racdo (BOITARD; ETCHAMENDY; SAUVANT; AUBERT
et al., 2012; HARIRI; THIBAULT, 2010; MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; ZALEWSKA;
CHABOWSKI, 2018; WU; LIU; KALAVAGUNTA; HUANG et al., 2018).

A dieta causou aumento no percentual de gordura mesentérica e
retroperitoneal, sem prevencdo do exercicio materno, ndo causando alteragdo no
ganho de peso. A auséncia de aumento no peso corporal pelo consumo de dieta HF

por 4 semanas ja foi demonstrada por DELLA VEDOVA; MUNOZ; SANTILLAN;
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PLATEO-PIGNATARI et al. (2016), e acreditamos que se deve justamente ao curto
tempo de exposicao, visto que em protocolos com mais semanas de consumo 0s
animais tendem a apresentar aumento no peso corporal (BOITARD; ETCHAMENDY;
SAUVANT; AUBERT et al, 2012; MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; ZALEWSKA;
CHABOWSKI, 2018). O aumento na gordura corporal em resposta ao consumo de
dieta rica em gordura ja foi demonstrada em diversos trabalhos (MORRISON;
PISTELL; INGRAM; JOHNSON et al, 2010; TOMIGA; YOSHIMURA; ITO;
NAKASHIMA et al., 2017), ocorrendo em protocolos de baixo tempo de exposi¢cao
antes mesmo do aumento do peso corporal (ANDRICH; MELBOUCI; OU; LEDUC-
GAUDET et al., 2018).

Houve aumento do ganho de peso apenas nos filhotes que aliaram a dieta HF
com o exercicio materno com sobrecarga, aos 81 e 90 dias de vida. Em outro
trabalho que utilizou sobrecarga de 3% no exercicio de natagcdo materno antes e
durante a gestacdo (menos na ultima semana de prenhez), por um periodo de 60
min ao dia aliado a utilizacdo de um sistema de bolhas para impossibilitar o
descanso dos animais, ocorreu uma diminuigdo no ganho de peso da prole induzida
por dieta HF [40]. Novamente, assim como no modelo de superalimentagcdo na
lactacdo, o exercicio materno em roda de corrida (QUICLET; DUBOUCHAUD;
BERTHON; SANCHEZ et al., 2017) ou em esteira (SHELDON; NICOLE BLAIZE;
FLETCHER; PEARSON et al., 2016) causaram redugdo no ganho de peso e/ou
percentual de gordura induzido por dieta na prole, sendo o exercicio materno de

natacao incapaz de exercer o mesmo efeito.
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Quanto aos parametros soroldgicos, ao desmame os filhotes machos
apresentaram menores niveis de glicose quando expostos ao exercicio ou a
suplementagado com naringenina materna, mas o efeito desaparece quando as duas
intervengdes sao aliadas. O modelo de redugao de ninhada nido causou alteracao
nos niveis de glicose no soro, como ja demonstrado em outros trabalhos (BOULLU-
CIOCCA; DUTOUR; GUILLAUME; ACHARD et al., 2005; CHEN; SIMAR; LAMBERT;
MERCIER et al., 2008; PLAGEMANN; HARDER; RAKE; VOITS et al., 1999).
Quando expostos a dieta HF, os filhotes machos aos 90 dias de vida apresentam
maiores niveis de glicose no soro, efeito prevenido pela pratica materna de exercicio
de natagao sem carga.

O efeito do exercicio fisico no aumento da expressdo do transportador de
glicose 4 (GLUT4), responsavel pela captagdo de glicose muscular, ja é bem
demonstrado em humanos e roedores (GOODYEAR; KAHN, 1998; RICHTER;
HARGREAVES, 2013). O exercicio materno também melhora o metabolismo da
glicose na prole, do desmame até a vida adulta (QUICLET; SITI; DUBOUCHAUD;
VIAL et al., 2016; STANFORD; LEE; GETCHELL; SO et al., 2015). O mecanismo
pode estar relacionado a expressdo do GLUT4 via ativacdo de PGC-1a (WENDE;
SCHAEFFER; PARKER; ZECHNER et al., 2007), sendo o exercicio materno capaz
de aumentar na prole aos 19 dias de vida a expressdo de GLUT4 e PGC-1a no
tecido adiposo branco e de PGC-1a no musculo, também prevenido a redug¢do na
expressdo do GLUT4 induzida por dieta HF no mesmo tecido (RAIPURIA; BAHARI;
MORRIS, 2015). A natagdo com sobrecarga parece impedir o efeito benéfico do

exercicio sobre os niveis de glicose, como também demonstrado no trabalho de
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WASINSKI; BACURAU; ESTRELA; KLEMPIN et al. (2015) a auséncia de efeito da
natacdo materna com sobrecarga sobre os niveis de glicose induzidos por dieta HF
na prole.

O consumo de polifendis também ¢é altamente relacionado a melhora no
metabolismo da glicose a partir de diversos mecanismos, incluindo a menor
absorcao de glicose e melhora na sensibilidade a insulina (KIM; KEOGH; CLIFTON,
2016). Em relagao ao efeito durante a gestagdo, o consumo de polifendis também
traz beneficios. No estudo de BRAWERMAN; KERELIUK; BRAR; COLE et al.
(2019), ratas foram expostas a uma dieta rica em gordura e sacarose para indugao
de GDM e também suplementadas com resveratrol antes e durante a gestagao.
Apds o desmame, os filhotes machos receberam a dieta para inducdo de sindrome
metabdlica, causando apds 12 semanas resisténcia a insulina, intolerancia a glicose
e desregulagdo na gliconeogénese, sendo todos os parametros atenuados pela
suplementagcdo materna com resveratrol.

No modelo de superalimentagao durante a lactacado também foram avaliados
parametros de homeostase redox encefalicos. Na redugdo de ninhada houve um
aumento na atividade de enzimas antioxidantes SOD, GPx, e GLO 1 no hipocampo
da prole ao desmame, talvez em resposta ao ambiente pré-inflamatério observado
nesse modelo (DE LUCA; ZIKO; DHUNA; SOMINSKY et al., 2017; DE LUCA; ZIKO;
SOMINSKY; NGUYEN et al., 2016). O exercicio materno, aliado ou n&o a redugéo
de ninhada, causou aumento no dano oxidativo a proteinas. Considerando que ja foi
demonstrado que a pratica de exercicio continuo leva a reducado no dano oxidativo a

proteinas, enquanto o exercicio agudo pode levar ao aumento deste marcador no
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plasma (WADLEY; TURNER; ALDRED, 2016), acreditamos que o hipocampo
responde de forma diferente ao exercicio materno.

Ja no cerebelo, a pratica de exercicio fisico gestacional causou redugdo no
dano oxidativo a proteinas, efeito j4 demonstrado na mesma estrutura quando o
exercicio foi praticado por animais adultos (CASUSO; MARTINEZ-AMAT; HITA-
CONTRERAS; CAMILETTI-MOIRON et al., 2015). A superalimentagao durante a
lactacdo causou reducdo na atividade da enzima TrxR, e a suplementacao materna
com naringenina pbéde prevenir completamente este efeito. Em animais adultos, a
suplementagao com polifendis ja demonstrou aumentar a expressao da enzima (JI;
JIANG; LU; SHENG et al., 2013).

No hipotalamo o exercicio materno causou um aumento nas espécies
reativas. Ocorreu também redugao na atividade da GPx em quatro grupos: ninhada
superalimentada, na pratica de exercicio materno e também com o exercicio
materno aliado a suplementagdo com naringenina, tanto na ninhada controle quanto
na redugédo de ninhada. A redugdo na atividade da GPx em cérebro total de ratos
adultos ja foi demonstrada apds 12 semanas de dieta HF, sendo relacionada ao
efeito negativo da superalimentacdo (AMRI; GHORBEL; TURKI; AKROUT et al.,
2017). A atividade da SOD e GLO1 foi aumentada no hipotalamo em resposta ao
exercicio materno quando aliado a superalimentacdo de ninhada, demonstrando
também uma possivel protegdo contra o ambiente proé-inflamatério causado pelo
modelo (ZIKO; DE LUCA; DINAN; BARWOOQOD et al., 2014).

As diferencas na resposta das intervengdes maternas e neonatais podem se

dar pelos estagios de desenvolvimento das estruturas encefalicas. O
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desenvolvimento do cerebelo em ratos Wistar inicia na gestagao, estando no estagio
2/5 de maturagao ao nascimento, e tem seu completo desenvolvimento relacionado
a abertura dos olhos dos animais, que ocorre entre os dias 14 e 15 (SANCHEZ-
VILLAGRA; SULTAN, 2002). Com o hipocampo €& semelhante, havendo ja
percepcdo da estrutura no dia embrionario 14.5 e sua formacao praticamente
completa ao dia pés-natal 14 (URBAN; GUILLEMOT, 2014).

O hipotalamo também inicia sua formacgao entre os dias embrionarios 12 e 17,
mas apresenta maior maturagao apenas ao final da terceira semana de vida em
roedores (BOURET, 2010). Essa estrutura é pouco avaliada em resposta ao
exercicio materno, entretanto no estudo de SEO; KIM; KIM; SUNG et al. (2013) foi
vista uma protecao do exercicio de corrida materno contra o estresse pré-natal. O
hipotalamo também é fortemente influenciado pela nutricdo materna, entretanto por
ter seu maior desenvolvimento pds-natal dificulta a comparagao com humanos, que
tem seu hipotalamo desenvolvido em grande parte ainda no periodo pré-natal
(BOURET, 2010; GALI RAMAMOORTHY; BEGUM; HARNO; WHITE, 2015). A
reducdo de ninhada ja demonstrou causar alteragbes no controle da fome, por meio
do aumento nos neurbnios anorexigenos NPY e outras alteragdes importantes no
hipotalamo, entretanto o aumento no estresse oxidativo neste modelo foi
demonstrado apenas em plasma, coragao e figado (HABBOUT; LI; ROCHETTE;
VERGELY, 2013; PLAGEMANN; HARDER; RAKE; WAAS et al., 1999).

Apesar da superalimentagdo trazer na vida adulta dos animais diversas
alteracdes metabolicas negativas, causou no encéfalo modificagdes dependentes da

estrutura e algumas delas podem ser positivas, como o aumento de capacidade
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antioxidante no hipocampo que pode estar relacionado ao aumento no
comportamento materno. Ninhadas reduzidas parecem trazem um efeito protetor ao
cérebro, visto o menor peso cerebral e desenvolvimento comportamental em
ninhadas maiores em relagdo as menores (WAINWRIGHT; PELKMAN; WAHLSTEN,
1989). Quando avaliados na idade adulta, filhotes expostos a redugdo de ninhada
durante a lactacdo apresentaram menor comportamento do tipo ansioso aos 60 e 90
dias de vida (ENES-MARQUES; GIUSTI-PAIVA, 2018; SALARI; SAMADI;
HOMBERG; KOSARI-NASAB, 2018), menores niveis plasmaticos de corticosterona
e horménio adrenocortitrofico e também menor resposta do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal em resposta ao estresse, que foi relacionada ao maior
comportamento materno (LIU; DIORIO; TANNENBAUM; CALDJI et al., 1997).
Considerando esses estudos, a reducao de ninhada levaria a uma vida adulta com
comportamento tipo ansiedade reduzido nos animais. Entretanto, em outra espécie
de roedor foi encontrado aumento do comportamento do tipo ansioso e do estresse
induzido aos 90 dias de vida, aliado a piora na memoria espacial (SALARI; SAMADI,
HOMBERG; KOSARI-NASAB, 2018).

Também vale a pena ressaltar que os efeitos encontrados tanto pelo exercicio
materno quanto pela suplementagdo com naringenina no ganho de peso, niveis de
glicose e alteragbes na homeostase redox foram abolidos quando os dois
tratamentos maternos foram aliados. A utilizacdo de antioxidantes impede a
adaptacdo causada pela pratica de exercicio fisico em animais adultos (CASUSO;
MARTINEZ-LOPEZ; HITA-CONTRERAS; CAMILETTI-MOIRON et al, 2014;

CASUSO; MARTINEZ-LOPEZ, NORDSBORG; HITA-CONTRERAS et al., 2013;
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GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008), sendo agora demonstrado que este
bloqueio pode ocorrer inclusive para a préxima geragao.

Em relacdo a dieta HF, a qual a prole foi exposta na vida adulta, também foi
avaliada a homeostase redox encefalica. Apesar de ndo haver alteracbes
significativas em cerebelo e hipocampo da prole (ver material suplementar), o
hipocampo foi altamente afetado pela dieta HF, causando niveis aumentados de
superéxido e de outras espécies reativas (apesar de nao significativos), aumento na
atividade SOD e conteudo de GSH, sem alteragdes no dano oxidativo a proteina ou
na funcdo mitocondrial. Como a dieta foi mantida por um curto periodo, acreditamos
que houve um desequilibrio na homeostase redox, com aumento dos niveis de
oxidantes que promovem a ativagao da resposta antioxidante, entretanto sem causar
danos oxidativos significativos ao tecido (LUSHCHAK, 2014). Alteracées nos
parametros redox do hipocampo induzidos por HFD ja foram descritas em diferentes
modelos de roedores e variados periodos de consumo, geralmente apresentando
um aumento nos parametros oxidantes e defesas antioxidantes reduzidas quando
consumidas por periodos mais longos, entre 7 e 16 semanas (HAJILUIAN;
ABBASALIZAD FARHANGI; NAMENI; SHAHABI et al., 2018; KAUR; SODHI;
MADAN; CHAHAL et al., 2018; MORRISON; PISTELL; INGRAM; JOHNSON et al.,
2010; SI; LI; JIANG; SHANG et al., 2019).

O exercicio materno causou alteragdes na homeostase redox hipocampal
aliada ou ndo ao consumo de HFD. Em nossas condi¢cdes experimentais, a natagao
durante a gestacéo trouxe melhora na capacidade antioxidante, com aumento das

atividades de CAT e GPx, além do aumento no conteudo de GSH nos dois tipos de
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exercicios. Também observamos aumento da atividade da SOD como resultado do
exercicio com sobrecarga materno, sem alteragdo no dano oxidativo a proteinas,
bem como na fungdo mitocondrial.

Em resposta a HFD, o exercicio materno também causou efeitos dependentes
da modalidade no hipocampo da prole. A natagdo sem sobrecarga durante a
gravidez preveniu completamente o0 aumento do superdxido induzido pela dieta,
enquanto o exercicio com sobrecarga reduziu parcialmente o aumento dos niveis. A
pratica de exercicio fisico afeta positivamente a fungdo cerebral (ALKADHI, 2018;
VOSS; VIVAR; KRAMER; VAN PRAAG, 2013) e seu efeito durante a gravidez na
programacgao metabdlica cerebral da prole parece agir de maneira semelhante. O
exercicio de natacdo materna influencia a homeostase redox cerebral dos filhos do
periodo neonatal (MARCELINO; LONGONI; KUDO; STONE et al., 2013) até o
desmame (MARCELINO; DE LEMOS RODRIGUES; MIGUEL; NETTO et al., 2015),
e agora nos confirmamos o efeito também no desmame e na vida adulta. Quando
avaliada no mesmo modelo de natagdo materna sem carga, a fungado mitocondrial se
mostra aumentada no hipocampo da prole aos 74 dias de vida (KLEIN; HOPPE;
SACCOMORI; DOS SANTOS et al., 2019), no entanto, n&do encontramos 0 mesmo
efeito em animais com 3 meses de idade.

O efeito positivo do exercicio materno na homeostase redox cerebral da prole
nao é bem compreendido, mas podemos especular que possa ocorrer por meio da
ativagao de reguladores importantes, como PGC1a e NRF1, que estdo aumentados
no hipocampo da prole com 3 dias de vida expostos ao exercicio materno [75], e

também BDNF, que apresenta niveis aumentados no hipocampo de animais com 2
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meses de idade (GOMES DA SILVA; DE ALMEIDA; FERNANDES; LOPIM et al.,
2016). Esses efeitos positivos na homeostase redox, associados a uma maior
neurogénese (DAYI; AGILKAYA; OZBAL; CETIN et al., 2012; GOMES DA SILVA;
DE ALMEIDA; FERNANDES; LOPIM et al., 2016) e ativacdo neuronal (ROBINSON;
BUCCI, 2014) pode trazer beneficios para a fungao cognitiva da prole, uma vez que
uma gravidez ativa em um modelo animal ja demonstrou melhorar o aprendizado e a
memoria (AKHAVAN; EMAMI-ABARGHOIE; SAFARI; SADIGHI-MOGHADDAM et
al., 2008; DAYI; AGILKAYA; OZBAL; CETIN et al., 2012; GOMES DA SILVA; DE
ALMEIDA; FERNANDES; LOPIM et al., 2016; KIM; LEE; KIM; YOO et al., 2007;
ROBINSON; BUCCI, 2014) e proteger alguns parametros no cérebro de ratos
quando expostos ao estresse pré-natal (BUSTAMANTE; HENRIQUEZ; MEDINA;
REINOSO et al., 2013), hipéxia isquemia (AKHAVAN; FOROUTAN; SAFARI;
SADIGHI-MOGHADDAM et al., 2012; MARCELINO; DE LEMOS RODRIGUES;
MIGUEL; NETTO et al., 2015), e modelo de doenga de Alzheimer (HERRING,;
DONATH; YARMOLENKO; USLAR et al., 2012; KLEIN; HOPPE; SACCOMORI;
DOS SANTOS et al., 2019).

A programacgao metabdlica da prole por meio das intervengdes maternas e
neonatais pode ocorrer por modificagdes epigenéticas, que s&o herdaveis, mas nao
alteram a sequéncia de DNA (BALE, 2015). Estudos em humanos relacionam os
beneficios do exercicio no tratamento e prevencédo a alteragbes epigenéticas, que
ocorre pela acetilacdo de histonas, em especial a H3 e H4, em diversos tecidos.
Estas alteragbes podem estimular vias benéficas ou inibir a progressdo de doengas,

como demonstrado com a modulagao especifica de genes envolvidos na obesidade,
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diabetes e doencgas cardiovasculares, como a hipometilagdo do gene PGC-1a no
musculo induzida pelo exercicio (GRAZIOLI; DIMAURO; MERCATELLI; WANG et
al., 2017)..

Em relagcdo ao exercicio pré-natal, a pratica paterna de exercicio em roda de
corrida semanas antes do acasalamento causou nos filhotes adultos um menor nivel
de metilagdo no hipocampo, aliado a melhora na memdria espacial (MEGA; DE
MEIRELES; PIAZZA; SPINDLER et al, 2018; SPINDLER; SEGABINAZI;
MEIRELES; PIAZZA et al., 2019). Uma das hipoteses para esclarecer esse efeito &
por meio das alteragcbes epigenéticas ocorridas no esperma, como ja demonstrado
tanto em humanos quanto em modelo animal com a pratica de exercicio fisico
(DENHAM; O'BRIEN; HARVEY; CHARCHAR, 2015). O exercicio materno também
causa alteracdes epigenéticas na prole ja adulta, prevenindo a hipermetilagédo do
gene responsavel pela transcricdo de PGC-10]lJinduzido por dieta HF materna
(JORNAYVAZ; SHULMAN, 2010).

O consumo de polifendis também causa alteragdes epigenéticas, trazendo
melhora na prevencédo e tratamento de doengas em modelos in vitro e in vivo
(ARORA; SHARMA; TOLLEFSBOL, 2019; BAG; BAG, 2018), ocorrendo pela
acetilagao de histonas, metilacdo do DNA e também inibicdo da familia de enzimas
DNA metil transferases (DNMTs) (LI, 2018). Em modelo de diabetes gestacional, a
suplementagdo materna com galato de epigalocatequina impediu a hipermetilagéo
global do DNA por meio do bloqueio da atividade e expressdo das enzimas DNMT
3a e 3b no tubo neural dos embrides com 10 dias (ZHONG; XU; REECE; YANG,

2016). O consumo de cha verde durante a gestagcdo também foi capaz de atenuar o
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dano ao figado induzido por dieta hipoprotéica materna e HF na prole, com
alteragcdes na DNMT1 e outros marcadores (KATAOKA; NORIKURA; SATO, 2018).

Também foram encontradas diferencas na resposta da prole aos dois
protocolos de natagéo utilizados. PARK; KIM; EO; LEE et al. (2013) observaram
diferentes respostas no cérebro da prole em relagdo a diferentes duracbes de
exercicio materno: quando realizada corrida em esteira por 20 min/dia, houve
diminuicao na atividade da STEM; quando realizada por 30 min/dia ndo houve efeito
e por 40/min, aumento na atividade. Fica clara a necessidade de maiores estudos
para definir o melhor tipo de exercicio e duracido para trazer beneficios para mae e
prole. Enquanto o exercicio sem sobrecarga trouxe beneficios a prole e também
protegao contra danos causados pela dieta HF, a sobrecarga causou aumento do
peso corporal quando aliada a dieta HF na prole, e também nao causou protecao
aos niveis aumentados de glicose pela dieta, efeito encontrado sem a sobrecarga.

A suplementagdo com naringenina trouxe atraso no ganho de peso induzido
por superalimentagdo durante a lactagdo, reduziu os niveis de glicose no soro e
preveniu a reducdo na atividade da enzima TrxR no cerebelo. A suplementacao
materna com 50 mg/dia parece ser benéfica nos parametros avaliados, entretanto &
necessaria cautela na administragdo de polifendis durante a gestagao, visto a série
de trabalhos realizados por Zielinsky e colaboradores (ZIELINSKY; BUSATO, 2013;
ZIELINSKY; PICCOLI; MANICA; NICOLOSO et al., 2010; ZIELINSKY; PICCOLI;
MANICA; NICOLOSO et al., 2012) demonstrando, em humanos, que o alto consumo

de polifendis ao final da gestagao causa a constricdo do canal arterial coronario fetal.
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Apesar da maior atencao recebida ultimamente, a area em DOHaD ainda é
extremamente recente. Grande parte dos trabalhos sdo realizados em modelo
animal e os realizados em humanos sao muitas vezes inconclusivos ou com
resultados contrastantes, havendo dificuldade em isolar o efeito real com tantas
variaveis existentes na vida humana. Estudos mais aprofundados s&o necessarios
para avaliar os mecanismos exatos dos efeitos de intervengdes pré- e pds-natais, a
fim de obter um impacto positivo na saude na proxima geragao sem trazer efeitos

colaterais.

V. CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados é possivel afirmar que intervencgdes
benéficas no estilo de vida realizadas no periodo pré-natal podem trazer melhora
contra modelo de obesidade no periodo pds-natal. A pratica de exercicio fisico
gestacional trouxe melhora importante na redugéo dos niveis de glicose plasmaticos
ao desmame e também em resposta a dieta rica em gordura na vida adulta. Os
beneficios também se aplicaram ao cérebro, onde além de prevenir o aumento de
espécies reativas induzido pela dieta, trouxe aumento na capacidade antioxidante
hipocampal.

Em modelo de superalimentacido na lactagao, a pratica de exercicio materno
e a suplementagdo com naringenina atrasaram o aumento no ganho de peso, no
caso do exercicio, por alteracdes no comportamento materno, entretanto sem causar
efeito preventivo contra o aumento no percentual de gordura e no peso final dos
animais. No encéfalo as alteragdes foram dependentes da estrutura, havendo um

aumento importante na capacidade antioxidante do hipocampo. Também é
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importante destacar a anulacao dos efeitos quando séo aliadas a suplementacao
com naringenina e a pratica de exercicio materno, reforgcando dados da literatura de

que antioxidantes bloqueiam a adaptacao induzida pela pratica de exercicio fisico.
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VI. PERSPECTIVAS

Avaliar, na prole superalimentada no periodo pos-natal, o efeito do exercicio
fisico materno sobre os seguintes parametros:
Avaliar, no plasma da prole:
1. niveis de insulina,
2. niveis de corticosterona, e
3. niveis de leptina e adiponectina.
Avaliar, no hipocampo:
1. atividade e imunoconteudo das histonas desacetilases 3 e 11,
2. massa e potencial de membrana mitocondrial, e
3. expressao génica de PGC1a, MFN 1 e 2 e DRP.
Avaliar, no tecido adiposo mesentérico e retroperitoneal:
1. atividade e imunoconteudo das histonas desacetilases 3 e 11,
2. niveis de espécies reativas,
3. massa e potencial de membrana mitocondrial, e
4

expressao génica de TNF, leptina, adiponectina e IL6.
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VIll. Material suplementar

A produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, medida por meio da
oxidagao da diclorofluoresceina (DCFH) foi determinada de acordo com Lebel et al.
(1992). Cinquenta yL de amostra bioldgica foi incubada a 37°C, no escuro, por 30
min, com 240 uL de 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (H2DCF-DA) em placa de 96
pocos. H2DCF-DA é clivada por esterases celulares e o H2DCF formado é oxidado
pelas espécies reativas presentes na amostra, produzindo o composto fluorescente
DCF, que é determinado fluorimetricamente utilizando os comprimentos de onda de
excitacdo de 488 nm e de emissao de 525 nm. Uma curva padrao foi realizada em
paralelo com as amostras, utiizando DCF como padrédo (0,25 — 10 pM). Os

resultados foram expressos como nmol DCF/mg proteina.

As atividades das enzimas antioxidantes superoxido-dismutase (Boveris 1984),
catalase (Aebi 1984) foram determinadas espectrofotometricamente em placa de 96
pocos. A atividade da SOD foi determinada por meio da quantificacdo da inibicdo da
auto-oxidagao da adrenalina, processo depende de superoxido, que foi medido a
480 nm. A atividade da CAT foi determinada pela redugcao na absorvancia medida a
240 nm, resultado da reducéo na concentracao do substrato dessa enzima, perdxido

de hidrogénio.
Resultados:

No cerebelo da prole ndo houve alteracio na oxidacdo de DCF

(F(5,36)=1.059;p=0.3988), assim como na atividade das enzimas SOD
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(F(5,39)=2.325;p=0.0611), e CAT (F(5,38)=1.758;p=0.1452)(graficos  nao
mostrados).

No hipotalamo ndo houve alteracdo na atividade das enzimas SOD
(F(5,36)=1.242;p=0.3100), e CAT (F(5,37)=1.703;p=0.1581)(graficos  nao

mostrados).
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