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RESUMO

TAREVNIC, Renata. Impacto da natacdo materna na prole de pai obeso: estudo
experimental. 2019. 59 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro.

O estilo de vida e a nutricdo dos pais podem programar o metabolismo da prole
e a obesidade na vida adulta. Investigamos se a atividade materna durante a
gravidez pode modificar os efeitos adversos hepaticos na prole causados pelo pai
obeso. Camundongos C57BL / 6 machos com quatro semanas de idade foram
alimentados com dieta hiperlipidica (pai obeso, ObP) ou dieta controle (pai
controle, CP), enquanto as fémeas foram alimentadas com dieta controle. Com 12
semanas de idade, os animais foram acasalados, as méaes foram treinadas (TM) ou
nao treinadas (NTM): nadando por seis semanas antes do acasalamento e duas
semanas durante a gestacdo. Os filhotes foram alimentados com dieta controle
apos o desmame até doze semanas de idade, época que foram sacrificados; eles
foram nomeados de acordo com a dieta do pai e o exercicio da mde. A massa
corporal final (MC) foi 20% maior no ObP que no CP. Os filhotes apresentaram: a)
ganho de gordura corporal e adiposidade alterada no sexo masculino, b) glicemia
de jejum elevada e alto nivel de insulina no ObP / NTM e ObP / TM, c) esteatose
hepatica aumentada no ObP / NTM vs. CP / NTM e ObP / TM vs. CP / TM, porém
menor quantidade de esteatose hepatica no grupo ObP / TM vs. ObP / NTM, d)
aumento da lipogénese e reducao da beta-oxidacédo no grupo ObP / NTM vs. CP /
NTM, o oposto em ObP/ TM vs. ObP / NTM, e) inflamacédo acentuada no figado em
ObP / NTM vs. CP / NTM, e diminuicao da inflamacéao no grupo ObP / TM vs. ObP /
NTM. O pai obeso programou os filhotes para uma adiposidade aumentada e
metabolismo alterado da glicose e insulina na prole. Além disso, o pai obeso
possibilitou maior lipogénese, inflamacédo e diminuicdo da beta-oxidacdo no figado
dos filhotes. A mae treinada durante a gravidez (natacdo) pode atenuar esses
efeitos adversos nos filhotes.

Palavras-chave: Programacao paterna. Natacdo materna. Figado. Gravidez.



ABSTRACT

TAREVNIC, Renata. Impact of maternal swimming on offspring of obese
father: experimental study. 2019. 59 1. Tese (Doutorado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro.

Parental lifestyle and nutrition can program offspring metabolism and obesity
in later life. We investigated whether maternal activity during pregnancy can modify
the adverse liver effects on offspring caused by the obese father. Four-week-old
C57BL/ 6 mice were fed either a high-fat diet (obese parent, ObFa) or a control diet
(control parent, CFa), while females were fed a control diet. At 12 weeks of age, the
animals were mated, mothers were trained (TM) or untrained (NTM): swimming for
six weeks before and two weeks during pregnancy. The pups were fed a control diet
after weaning until sacrifice; they were named according to the exercise of father
and mother. The final body mass (BM) was 20% higher in ObFa than in CFa.
Offspring at 12 weeks of age had: a) body fat gain and altered adiposity in males, b)
high fasting blood glucose and high insulin level in ObFa / NTMo, but low in ObFa /
TMo, c) marked liver steatosis in ObFa / NTMo vs. CFa / NTMo and ObFa / TMo vs.
CFa / TMo, but less liver steatosis in ObFa / TMo vs. ObFa / NTMo, d) increased
lipogenesis and reduced beta-oxidation in ObFa / NTMo vs. CFa / NTMo, but the
opposite in ObFa / TMo vs. ObFa / NTMo, e) high liver inflammation in ObFa /
NTMo vs. CFa / NTMo, but low inflammation in ObFa / TMo vs. ObFa / NTMo. The
obese father programmed increased adiposity and altered metabolism (glucose and
insulin sensitivity) in the offspring. In addition, the obese father increased
lipogenesis and liver inflammation with decreased beta-oxidation and thus hepatic
steatosis in the progeny. The active mother during pregnancy (swimming) can
alleviate these adverse effects on the offspring of mice.

Keywords: Paternal programming. Maternal swimming. Liver. Pregnant.
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INTRODUCAO

“Programacao fetal” é o processo pelo qual fatores parentais, além dos
genéticos, podem determinar insultos atuantes no inicio da vida que tem potencial de
influenciar na salde da prole na idade adulta. “Programacéo fetal” € o mecanismo
principal que induz o desenvolvimento de obesidade, diabetes mellitus do tipo 2,
hipertensdo arterial sistémica e outras modificacdes metabdlicas na prole (Barker,
1995; Langley-Evans, 2009).

O impacto negativo da obesidade materna sobre a adiposidade e o
metabolismo da prole esta bem estabelecido na literatura, inclusive com estudos
de nosso laboratério na Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Bringhenti et
al.,, 2013; Ornellas et al.,, 2013; Bringhenti et al., 2015). Mudancas no
metabolismo da méae durante a gestacdo podem afetar o desenvolvimento
placentério e embrionéario, culminando em alteracdo do influxo de nutrientes via
placenta para o feto e influenciando o crescimento e resultando em adaptacdes
irreversiveis na estrutura e funcdo de orgdo e sistemas, como figado e sistema
nervoso central da prole (Bruce et al., 2009; Gregorio et al., 2010; Volpato et al.,
2012).

Experimentos com animais aprofundaram no conhecimento sobre
“programacao fetal”, indicando que ha algo mais em acéo, particularmente induzido pela
linha paterna. Portanto, a obesidade dos pais pode afetar negativamente na
fertilidade, gravidez e saude de filhos de ambos os sexos.

Além dos primeiros relatos de que criancas que recebem um polimorfismo
paterno ligado a expresséo transformada do gene da insulina tém um risco
aumentado de desenvolver obesidade precoce (Frankish, 2001; Le Stunff et al., 2001),
outros relataram, em mamiferos, uma comunicagdo n&o genética e intergeracional,
de alteracdes metabdlicas da obesidade induzida por dieta do pai para a prole (Ng
et al., 2010; McPherson et al., 2014; Ornellas et al., 2018). Na programacéao paterna, a
epigenética é o mecanismo primario envolvido na transmissao fenotipica, onde qualquer
modificacdo transmissivel e reversivel na expresséo génica, ocorre sem alteracao
estrutural na sequéncia de bases do acido desoxirribonucleico (DNA) (Heard e
Martienssen, 2014; Portha et al., 2019).

A contribuic@o paterna influenciando na prole ainda € um conhecimento “novo”,

mas consistente, com a indicagdo que os pais tém um papel significativo na



15

“programacao” dos filhotes, particularmente quanto aos fatores n&o-genéticos
(Ornellasetal., 2015, 2016). Este ponto é relevante, uma vez que cerca de 70% dos
homens na sociedade ocidental em idade reprodutiva estdo obesos ou com
sobrepeso (McPherson et al., 2015). Isso se associa com 0 numero crescente de
criangas “programadas” com riscos aumentados de doencgas crbnicas na vida adulta
(Hur et al., 2017).

Se sabemos que o estado nutricional dos pais pode afetar a vida pés-natal das
proles, os mecanismos que podem elucidar estas observacdes sdo, ainda, pouco
conhecidos. Contudo, ha consenso que o mecanismo de base para a “programagao”
fenotipica da prole é epigenética, que pode se dar por duas vias principais
(McPhersonetal., 2014):

a) acumulo de danos no DNA dos espermatozoides, resultando em
mutacdes no embrido;

b) alteragbes epigenéticas nos espermatozoides (micro RNA, metilacdo
ou acetilacdo), alterando o acesso, transcricéo e traducéo de genes
derivados do pai durante a embriogénese inicial.

Homens obesos tém remodelamento da metilagdo do DNA no esperma, em
locais do genoma que controlam o apetite. Isso demonstra que o epigenoma do
espermatozoide humano pode ser alterado pelo meio ambiente (Donkin et al., 2016).
Consequentemente, comegamos a entender como a obesidade dos pais pode levar a
alteracdo na proxima geracao.

Estudos experimentais prévios em nosso laboratério demonstraram que a
obesidade paterna tem o potencial de afetar o hipotalamo da prole levando a
inflamacéo no local (Ornellas et al., 2016). Pais obesos também provocam dano
hepatico na prole, caracterizado por esteatose, mesmo quando os filhotes se
alimentam com dieta padrao durante toda a sua vida pés-natal, comprovando que tal
como amae, o pai também pode impactar a satude dos filhos (Ornellas etal., 2015).

O exercicio fisico é uma atividade essencial para a prevencédo e
tratamento coadjuvante de obesidade e diabetes do tipo 2, pois melhora o
metabolismo energético desequilibrado, a utilizacdo da glicose e a sensibilidade a
insulina (Cotman et al., 2007). Durante a gravidez, a tendéncia de adotar um estilo
de vida saudavel auxilia no controle do ganho de massa corporal e melhora a saude
cardiovascular (Siti et al., 2019).

Os efeitos do exercicio fisico na gravidez sdo comprovados na prole com



controle da massa corporal ao nascimento, e fendtipo da prole que mostra melhor
tolerancia a glicose e maior sensibilidade a insulina (Harris et al., 2018). Também,
filhotes machos, netos de animais fisicamente ativos (portanto, F2), foram mais
eficientes metabolicamente, sugerindo melhora no fendtipo da prole por alteracdes
epigenéticas em células germinativas masculinas induzidas pelo exercicio fisico
(Murashov et al., 2016). Entretanto, os mecanismos moleculares relacionados aos
beneficios observados ainda ndo sdo bem entendidos (Raipuria et al.,2015).

No presente estudo, a obesidade paterna foi induzida por dieta hiperlipidica
durante oito semanas antes do acasalamento. Durante 0 mesmo periodo, as fémeas
receberam dieta controle e foram submetidas ao treinamento com natacao antes da
gestacdo. Depois todos os filhotes foram analisados na idade adulta. Testamos a
hipétese de o exercicio fisico materno ser eficaz na atenuacdo ou reversdao dos
efeitos adversos da “programacéao paterna” sobre a prole.

Essa € a maior contribuicao do estudo, caracterizando como a saude do pai
pode influenciar na saude do filho, e que a pratica de exercicios fisicos pela mae

pode ser benéfica reduzindo os efeitos da “programacao fetal” induzida pelo pai.
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1. REVISAO DE LITERATURA

11 Programacao paterna

A obesidade atinge cerca de 70% dos homens, com efeitos negativos
sobre a fertilidade dos pais e a saude da prole (McPherson etal., 2014; Hur et al.,
2017). No geral, ha consenso de que a obesidade masculina altera a producao dos
hormonios sexuais, composi¢cdo molecular e funcdo de espermatozoides, com
reducdo dos niveis de testosterona e da globulina ligante de hormonios sexuais,
com aumento dos niveis de estrogénio e prejudicando diretamente a
espermatogénese (Figura 1) (McPherson et al., 2014).

Aqui vamos aprofundar a definicdo de “programacéao fetal’, como
sendo o fenbmeno pelo qual um insulto ou dano sofrido durante um periodo
critico do desenvolvimento, como gestacdo e/ou lactacdo, tem como
consequéncia a alteracdo do padrdo de crescimento e formacdo de 6rgaos
vitais, resultando em alteracBes estruturais, fisiologicas e metabdlicas
permanentes (Barker, 1995; Barker e Clark, 1997). Individuos “programados”,
qgquando adultos, podem ter consequéncias irreparaveis e irreversiveis,
mesmo havendo interrupcdo do estimulo desencadeante do mecanismo
adaptativo (Lucas, 1991).

A “hipétese da programacao fetal” foi sugerida originalmente pelo
epidemiologista inglés David Barker, que apontou a pobreza, méa nutricdo e saude
debilitada das mées associadas a mortalidade infantil e maior risco de doencas
cardiacas ao longo da vida dos filhos (Barker e Osmond, 1986). Logo apds,
estudos de coortes detalharam a relacdo entre baixa massa corporal ao
nascer e subsequente doenca cardiovascular no adulto (Barker et al., 1990;
Barker et al., 1993). Essa chamada “hipotese de Barker’ tem sido
amplamente confirmada experimentalmente e em humanos (Li et al., 2016).

Nas ultimas décadas, muitas evidéncias apoiaram a hipétese da DOHAD (na
sigla em inglés que significa Developmental Origins of Health and Disease),
‘programacgao do fendtipo fetal” sem alterar o gendtipo. Estas modificagdes

hereditarias na expressdo génica ocorrem através da metilacdo do DNA,
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modificacdo de histonas e ativacdo ou silenciamento de genes associados ao
RNA codificador -- todos sdo modificacdes epigenéticas (Figura 2) (Goyal et al.,
2019).

A “programacéo fetal de origem paterna” significa que insultos provenientes
do pai também sdo capazes de causar danos nos filhos quando adultos. Os
principais fatores de risco que podem atuar potencialmente na “programacao pelo

pai” séo a obesidade e o diabetes do tipo 2 (Figura 3) (Li et al., 2016).

Figura 1:0Obesidade Paterna

OBESIDADE PATERNA

[ |

Embrido Prole
Esperma

Q \_; Qg;-;sgo- & *

Redugdo da motitdade *  Redugdo dafertizagio *  Pequeno 20 masamento e
Baua cortagem de esperma *  Redugdo daformagdo recuperagao no cresomento
Reducdo morfoidgica *  Prepizos nos contatos céhia. * Intolerdncia a gbcose e insulna
Aumerto de ROS cédia nas préamas 2 geragdes
Aumenio nos danos de DNA *  Redugio no rdmero de céiias «  Aumento na adposidade
Mitocdndna peepdicada ¢ Aumento nos danos de DNA *  Prepszos no pancreas e
Hipometiagdo *  Mtocdedna com a fungiio g0 G0 tecido adiposo
microRNAS alterados pregudicada «  Suwiertidade nas préumas 2
*  Redugdo na implantagio geragles

Um resumo dos efeitos da obesidade paterna na funcdo espermatica, subsequente
desenvolvimento embrionario precoce, e comprometimento da saude dos filhos.

A obesidade paterna altera tanto a estrutura quanto a composicao
molecular dos espermatozoides, prejudicando o desenvolvimento embriondrio e
reduzindo as taxas de nascidos vivos (modelos animais e humanos), e em modelos
animais os descendentes resultantes tém um risco aumentado de sindrome
metabodlica e subfertilidade que se estende por duas geragBes seguintes
(baseado em McPhersonetal., 2014).

Os mecanismos moleculares e fisiopatologicos da “programacéo pelo pai”
ainda permanecem pouco conhecidos (Li et al.,, 2016) e inUmeras perguntas
permanecem ainda sem resposta:

a) Como os fatores ambientais atuam no processo de

maturacao das células espermaticas no organismo?
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b) Qual o(s) estagio(s) da maturacdo das células espermaticas
é(sdo) suscetiveis a fatores ambientais?

c) Como sdo as alteragbes no desenvolvimento de
espermatozoides capazes de transferéncia as geracdes

subsequentes e alterar o fendtipo dessas geracdes?

Figura 2: Mecanismos Epigenéticos

Mecanismos Epigenéticos
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Representacao resumida dos diferentes mecanismos epigenéticos e principais processos subjacentes que

regulam a expressao génica. Fonte: (Li et al., 2016).

A complexidade dos problemas se potencializa na consideracdo de que o estado

epigenético pode ser interrompido pelas influéncias ambientais da mde como uma dieta

com privacao de proteinas ou excesso energético (Goyal et al., 2019).



Figura 3:0Obesidade e superalimentacgéo
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Fatores de risco que podem afetar a programacéo paterna. Fonte: (Li et al., 2016).

A contribuicdo do pai no metabolismo dos descendentes foi avaliada em
um estudo experimental sob os efeitos intergeracionais do estresse metabdlico
em roedores machos (Hur et al., 2017). Na primeira geracdo (F1), uma dieta
rica em gordura foi usada para induzir a obesidade em ratos machos e os
futuros pais: a prole feminina apresentou menor tolerancia de glicose a menor
sensibilidade a insulina e reducéo do nimero de ilhotas pancreaticas e células
B. J4 na segunda geracado (F2), os camundongos machos foram expostos a
uma dieta rica em proteinas e baixo teor de acucar, do desmame a maturacao
sexual, e sua prole exibiu aumento significativo na expressdo hepatica de
genes envolvidos na biossintese de lipidios e colesterol, juntamente com a
desregulacdo de muitas classes de lipidios do figado (Hur et al., 2017). Outro
estudo com administracdo de dieta hiperlipidica aos pais por oito semanas antes
da concepcdo (camundongos C57BL/6) causou aumento de reguladores da
lipogénese hepatica, SRBP1c e FAs. Em consequéncia, os descendentes F1
apresentaram fendtipos com intolerancia a glicose, aumento da lipogénese e
reducdo da beta- oxidagdo mitocondrial com aumento de esteatose hepatica
(Watkins e Sinclair, 2014).
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1.2  Exercicio fisico na gravidez

A prevaléncia de complicacbes na gravidez, como diabetes gestacional,
pré- eclampsia, hipertensdo gestacional e recém-nascido com macrossomia tem
aumentado regularmente, provavelmente como consequéncia da maior frequéncia de
obesidade materna. O exercicio fisico tem sido proposto como medida preventiva ou
terapéutica para reduzir as complicacdes e melhorar a saude materno-fetal na gravidez
(Mottola et al., 2018).

A prética regular do exercicio fisico na gravidez € recomendada para manter
um estilo de vida mais saudavel, auxiliando na saude da prole. Também melhora
0 metabolismo materno, a vascularizacdo e o crescimento placentério, o estresse
oxidativo e a funcéo das células endoteliais (Gaeini et al., 2017). Durante a gestacéo
de camundongos, o exercicio fisico materno pode desempenhar um papel vital
na prevencdo de doencas cronicas na prole (Harris et al., 2018). O exercicio
fisico em intensidade moderada favorece mudancas benéficas no sistema
musculoesquelético e diminuicdo da adiposidade na prole masculina de
camundongos (Gaeini et al., 2017). Portanto, o exercicio fisico materno pode ser
considerado uma intervencdo capaz de influenciar positivamente o ambiente
intrauterino e melhorar a satde metabdlica da prole (Harris et al., 2018).

Entretanto, alguns riscos podem estar relacionados a pratica do exercicio
fisico durante a gestacdo em humanos como aborto espontaneo, hemorragia
uterina, descolamento prematuro da placenta, trabalho de parto prematuro,
hipertenséo induzida pela gravidez, crescimento intrauterino retardado, sofrimento
fetal, maior duracdo do trabalho de parto e maior tempo de recuperagdo pos-
parto (Artal e O'Toole, 2003). Por outro lado, o exercicio aerobio regular pode
melhorar ou manter o condicionamento fisico e a imagem corporal durante a gravidez
(Kramer e McDonald, 2006).

E relatado haver alteracdes no crescimento do feto e na placenta em mulheres
ativas ou que iniciam um programa de exercicio moderado para manutencéo da
massa corporal (Clapp et al., 2002). O Canadian guideline for physical activity
throughout pregnancy, recomenda a pratica regular de exercicio fisico moderado na

gestacdo (60% VO2max) por 30 min, trés vezes por semana, realizada na agua de

forma segura e eficiente (Mottola et al., 2018).
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Modelos experimentais tém sido utilizados para investigar os efeitos do
exercicio fisico durante a gestacdo na saude metabdlica da prole adulta (Harris et
al., 2018). Varios tipos de roedores foram estudados com durac¢des e modalidades
variadas de treinamento fisico. Nossos resultados prévios sugerem que o
exercicio materno (natacdo) antes e durante a gravidez melhora a tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina na prole adulta (Tarevnic et al., 2018), o que também
€ observado na atividade fisica espontanea onde se coloca uma “roda de exercicio”
na gaiola e os animais se mantém ativos ao longo do tempo (Carter et al., 2013;
Laker etal., 2014).

Um dos parametros a serem analisados na prescricao do exercicio fisico é
a intensidade. Quando a atividade é submaxima pode levar a secre¢do inadequada
de insulina. Assim, em um estudo experimental houve reducdo da ativacdo da
insulina muscular e intoleréncia a glicose em filhotes adultos de ratas que treinaram
corrida em esteira, cinco vezes semanais durante quatro semanas antes da gestacao e
mais 18 dias na gravidez (Quiclet et al., 2016). Outros estudos experimentais com
roedores mostraram que:

a) maes ativas e sob restricdo energética e proteica tendem a gerar
machos mais resistentes a insulina em relacdo as fémeas
(Fernandez-Twinn et al., 2005; Harris et al., 2018);

b) em comparacdo as sedentarias, as maes ativas originaram machos
com superior metabolismo basal, melhor tolerancia a glicose e
sensibilidade dainsulina (Harris et al., 2018);

c) em analogo confronto, as fémeas apresentaram reducdo na
glicemia de jejum e gordura corporal;

d) em maes sedentérias, o impacto do treinamento sob o ganho de
massa corporal pela prole € maior se a adesdo ocorre antes da
gravidez e na segunda metade da gestacdo com intensidade
moderada;

e) hacaréncia de informacgdes sobre o risco cardiometabdlico da prole na
idade adulta (Guillemette et al., 2018).

Alguns estudos compararam os modelos experimental e humano no exercicio
fisico materno durante a gravidez, demonstrando efeitos positivos a curto e longo
prazos em maes e descendentes de roedores e humanos. Entre os achados foi

constatado, o efeito protetor do exercicio materno quando o0s animais séo
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alimentados com dieta hiperlipidica no ganho de massa corporal e nos niveis

normalmente mais elevados de insulina e leptina (Ferrari et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Avaliar o impacto de exercicio fisico materno (natacdo) no metabolismo e

massa corporal da prole quando o pai é obeso.

2.2 Especificos

a. Estudar a variagcdo da massa corporal dos progenitores e da prole;

b. Avaliar a adiposidade dos progenitores e da prole;

c. Medir a ingestao energética dos progenitores e daprole;

d. Investigar a glicemia e a tolerancia a glicose dos progenitores e da prole;

e. Mensurar as variacdes dos lipideos plasmaticos dos progenitores e da prole;

f. Mensurar o conteldo hepatico de triacilglicerol e colesterol dos progenitores

D

da prole;
g. Avaliar o metabolismo hepatico da prole na idade adulta: quantificacao
da esteatose e de marcadores moleculares de lipogénese, beta-

oxidacgéo e inflamacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

O estudo utilizou camundongos machos e fémeas C57BL/6, inicialmente com
idade de quatro semanas, mantidos em estantes ventiladas com fluxo de ar
unidirecional e constante (Nexgen system, Allentown Inc., PA, EUA) em condi¢cbes
controladas de temperatura (21+2 °C) e umidade (57+10%).

Os animais foram submetidos a ciclo invertido de 12 h / 12 h claro-escuro e
tiveram livre acesso a comida e agua. Os procedimentos experimentais realizados
seguiram as normas estabelecidas para a experimentacdo com animais (Publicacdo
NIH N°. 85-23, revisada em 1996). O protocolo de experimentacéo foi aprovado pelo
Comité de Etica do Instituto de Biologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(IBRAG, CEUANP® 003/2018).

Com 12 semanas de idade, os machos foram divididos aleatoriamente em
dois grupos nutricionais (n = 20/grupo) e alimentados com dieta hiperlipidica
(grupo obeso-pai, ObP) ou dieta controle (grupo controle-pai, CP). As fémeas
receberam dieta controle e foram divididas nos grupos (n = 20/grupo): treinado
(grupo treinado-mée, TM) e nao treinado (grupo nédo treinado-mae, NTM,).

Um macho e uma fémea de cada grupo foram colocados juntos para
acasalamento. A copula foi confirmada pela presenga de um tampdo vaginal,
considerado o primeiro dia de gestacdo. Assim, foram obtidos quatro grupos de
progenitores, de acordo com as diferentes combinac¢des de dieta e exercicio fisico
(Figura 4):

a) CP/NTM,
b) CP/TM,

c) ObP/NTM,
d) ObP/TM.

As ninhadas foram padronizadas contendo seis filhotes (trés/machos e
trés/fémeas, quando possivel) e permaneceram com a méae até o desmame. Apés o
desmame, um macho e uma fémea de cada ninhada foram pegos aleatoriamente

para formar os grupos experimentais.
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Os filhotes foram identificados pelo sexo, dieta do pai (primeira sigla) e
exercicio da mae (segunda sigla). Os progenitores foram sacrificados ap6s o
desmame da prole.

As dietas foram formuladas com ingredientes purificados. O conteddo de
vitaminas e minerais seguiu as recomendacdes do American Institute of Nutrition
(AIN-93G) (Reeves et al., 1993). Resumidamente temos que a dieta hiperlipidica foi
composta 32% em kJ de carboidratos, 19% em kJ de proteina, e 49% em kJ de
lipideos, perfazendo 20,70 kJ/g. A dieta controle foi composta 64% em kJ de
carboidratos, 19% em kJ de proteina, e 17% em kJ de lipideos, perfazendo 16,50
kJ/g (Tabela 1). As dietas foram produzidas por encomenda pela empresa
PragSolucdes (Jau, SP, Brasil).

Figura 4: Desenho experimental
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Esquema da formacdo dos grupos experimentais. Os retadngulos pretos representam o0s
progenitores e os retdngulos rosas indicam as proles. Abreviaturas: Ob: obeso por dieta, C: controle,
NT: M&e ndo treinada, T: Mae treinada. M&e NT cruzou com pai C e nasceram os filhotes C/NT
fémeas e machos; M&e T cruzou com pai C e nasceram os filhotes NT/T fémeas e machos; Mae NT
cruzou com pai Ob e nasceram os filhotes Ob/NT fémeas e machos; M&@e T cruzou com pai Ob e
nasceram os filhotes Ob/T fémeas e machos.
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Os progenitores receberam suas respectivas dietas desde o periodo de

. . : HL .
pre- acasalamento até o desmame das proles. Os filhotes s6 receberam dieta

controle (desde o desmame até os trés meses de idade) (Figura 4).

Tabela 1. Composigéo das dietas experimentais (controle, C; hiperlipidica, HF) de acordo com as

recomendacgdes da American Institute of Nutrition (AIN93M) (Reeves et al., J Nutr 1993; 123: 1939-

1951).

3.2

A massa corporal

Ingredientes (g/Kg) C HF
Caseina 190,00 230,00
Maisena 539.486 299472
Sacarose 100,00 100,00
Oleo de soja 70,00 70,00
Banha de porco - 200,00
Fibra 50,00 50,00
Mistura de vitaminas (mg) 10,00 10,00
Mistura de minerais (mg) 35,00 35,00
Cistina 3,00 3,00
Calina 2,50 2,50
Antioxidantes 0,014 0,028
Total em gramas (g) 1,000.00 1,000.00
Energia (kJ/kg) 16,590.00 20,790.00
Carboidratos(%Energia) 64 32
Proteina (%Energia) 19 19
Lipideo (%Energia) 17 49

Massa corporal, ingestao alimentar e energética

dos progenitores e filhotes foi mensurada

semanalmente. A ingestao alimentar foi monitorada diariamente (as 12 h), como a



diferenca entre a quantidade total de ragéo ofertada e a quantidade remanescente
na caixa. As dietas experimentais foram renovadas diariamente, descartando a
racdo ndo ingerida. A ingestdo energética diaria foi obtida pelo produto da

gramatura de racdo ingeridae o valor energético da dieta em kJ.

3.3 Glicemia de jejum e teste oral de tolerancia aglicose

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado nos progenitores dois
dias antes do acasalamento, e nos filhotes ao completarem trés meses de
idade. Os animais ficaram em jejum durante seis horas e depois foi administrada, por
gavagem orogdstrica, uma solucao contendo glicose (25% em salina estéril -
0,90% NaCl) na dosagem de 1 g/kg. Posteriormente, o sangue da veia caudal foi
coletado nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 min, e a area sob a curva (ASC) foi
determinada (Prism v.8.2 para Windows, GraphPad, San Diego, CA, EUA). A leitura
da glicose sanguinea foi realizada com glicometro Accu-Chek active (Roche, SP,
Brasil). Os valores de glicose notempo zero foram considerados como a glicemia

de jejum.

3.4 Protocolo de Exercicio Fisico (natacao)

Camundongos fémeas com quatro semanas de idade foram separados
aleatoriamente em dois grupos conforme destinavam-se ao treinamento de natacéo
ou nédo. O protocolo de treinamento consistiu em duas semanas de adaptacao e oito
semanas de treinamento, que iniciaram nas seis semanas antes do acasalamento e um
periodo adicional de duas semanas durante agestacao):

a) maes treinadas em natacéo (TM, n = 20),
b) maes ndo treinadas (NTM, n = 20).

O protocolo de natagéo consistiu em duas semanas iniciais de adaptacdo com

ajuste progressivo de tempo (sete minutos/dia até 60 min/dia, trés

vezes/semana). Em seguida as sessfes passaram para cinco vezes/semana
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durante seis semanas (Figura 5). Os animais nadavam livremente no espacgo de
natacdo e eram estimulados delicadamente a nadar quando necessario (quando
estivessem flutuando), garantindo que os animais nadassem durante todo o

experimento.

Figura 5: Esquema do protocolo de natacao

SEMANAS
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PRE ACASA&,,.E,‘TO TREINAMENTO PRE ACASALAMENTO GESTAGAO
Duragdo: 7 até 60 min/por 7 até 60 min/por dia/5x semana 30 min/por dia/3x
dia’3x semana semana

Esquema do protocolo de nata¢@o experimental usado no estudo.

Um tanque de natacéo foi planejado, medindo 90 x 30 x 30 cm, divididoem 12
baias (15 x 15 cm por baia, Figura 5). A temperatura da agua foi de 30-32 °C
com um aquecedor elétrico portatil para agua (mergulhdo) com termostato de controle
(Devco, Tulsa, OK, EUA). As maes foram treinadas na agua durante duas semanas
no periodo gestacional, trés dias/semana por 30 min/dia. O protocolo de treinamento
(Figura 5) correspondeu a 40-60% do VO,,s, considerando o animal sedentario,

configurando modo de intensidade baixa a moderada de longa duracgéo.



3.5 Eutanasia, glicemia de jejum e insulina

Os animais da prole foram sacrificados com 12 semanas de idade apds terem
sido submetidos a jejum de seis horas e anestesiados (pentobarbital de sédio, 150
mg/kg intraperitoneal).

O sangue foi obtido por exsanguinacao (vasos cervicais). A glicemia foi
aferida (glicometro Accu-Chek active, Roche, Alemanha), em seguida o sangue
foi centrifugado para separar o plasma (1200 gpor 15 min).

A concentragdo de insulina foi determinada pelo kit ELISA para
camundongo (Cat# EZRMI-13K, Millipore, MI, EUA, coeficiente de variacéo intra-
ensaio 0,92 a 8,35% e coeficiente de variacao inter-ensaio de 6,03 a 17,90%).
Usou-se a termoplaca TP- READER para ler ELISA (BioTek Instruments, Inc.,
Highland Park, Los Angeles, CA, EUA). A sensibilidade & insulina foi avaliada com o

indice quantitativo de verificacao:

QUICKi = 1/ [log (10) + log (GO0)] (1)

Onde: sendo 10 é insulina em jejum (uU/mL) e GO é glicose em jejum (mg/dL).

O figado foi rapidamente removido, pesado e alguns fragmentos de todos os
lobos hepéticos foram amostrados aleatoriamente e congelados a -80 °C para
posterior analise molecular. Outros fragmentos foram fixados em solu¢éo fixadora
(formaldeido a 4% m/v, 0,1 M, pH 7,2) por 48 h, que foram apds incluidos em
Paraplast Plus para analise em microscopia de luz (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, EUA).

A gordura intra-abdominal presente na porcéo inferior do abdome, conectada
aos ovarios e tubas uterinas e epididimos (dependendo do sexo do animal), foi
considerada como sendo a gordura genital ovariana ou epididimaria. O tecido
adiposo subcuéaneo localizado entre a parte inferior da caixa toracica e a raiz da coxa
foi considerado como sendo a gordura inguinal. A gordura conectada a parede
abdominal posterior, ao redor dos rins e a por¢do abdominal dos ureteres, foi tida

como gordura retroperitoneal. O indice de adiposidade foi calculado pela divisédo da
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soma das massas das gorduras (genital, inguinal e retroperitoneal) pela massa

corporal (apresentado em %) (Pawlak et al., 2004).

3.6 Figado

Os blocos de figado incluidos em Paraplast Plus foram seccionados com 5
pm de espessura e corados com hematoxilina e eosina para analise em microscopia
de luz (microscopio Nikon mod. 80i e camera digital DS-Ri1, Nikon Instruments, Inc., NY,
EUA).

Usou-se estereologia para estimar a densidade de volume da esteatose hepética
por meio da contagem de pontos (Aguila etal., 2003; Mandarim-de-Lacerda, 2003). O
Vv [esteatose, figado] foi avaliado através de um sistema teste com nimero conhecido

de pontos teste (PT):

Vv [esteatose, figado] = Pp [esteatose] / Pt (2)

Onde: PP é o numero de pontos que atingem goticulas de gordura dos hepatdcitos.

Esse método é validado para o estudo da esteatose hepatica (Catta-Preta
et al., 2011). Para mensurar o TAG hepatico, 50 mg do figado congelado foram
colocados no processador ultrassénico com 1 mL de isopropanol. O homogeneizado foi
centrifugado a 12000 g e foram retirados 5 yL do sobrenadante e analisados em

espectrofotometro (Bioclin System II, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).

3.7 gPCR

A expressdo do RNAm no figado foi aferida por reacdo em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa em tempo real (qQPCR). O RNA total do figado
foi extraido com reagente TRIzol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, foram

adicionados 200 uL de cloroférmio, seguido de centrifugagéo (12000 g, durante 10
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min, 4 °C) e a porgao correspondente ao extrato de RNA foi reservada. A essa por¢éao
foram adicionados 500 yL de isopropanol que reagiu por 10 min para que o RNA
precipitasse e logo apos a centrifugacao foi repetida.

O isopropanol foi retirado, o pellet formado foi ressuspendido com 500 pL de
etanol a 75%, depois centrifugado (12000 g, 5 min, 4 °C). O etanol foi retirado e o
pellet foi ressuspendido em 20 uL de agua deionizada (MilliQ). As amostras foram
submetidas ao banho seco (50 °C por 5 min) e quantificadas no equipamento
Nanovue (GE Life Sciences, EUA). O produto, ja quantificado, foi diluido na
proporcado 1:100 em agua MilliQ.

Para transcricdo do RNA em DNA complementar (DNAc), 1,0 yg de RNA foi
tratado com DNAse | (Invitrogen, CA, EUA), e a primeira cadeia de DNAc foi
sintetizada utilizando os iniciadores oligo (dT) para RNAm e o kit SuperScript Il
(Invitrogen, CA, EUA). O gPCR foi realizado utilizando termociclador BioRad
CFX96 e mix SYBRGreen (Invitrogen, CA, EUA). As reacdes de amplificacdo
seguiram as seguintes condi¢cbes: pré-desnaturacédo e ativacao da polimerase (95
°C, 4 min), depois 44 ciclos, cada um a 95 °C por 10 s, e 60 °C por 15 s. A
especificidade da amplificacéo foi determinada por meio de curvas de fuséo (60 a
95 °C, com uma taxa de aquecimento de 0,1 °C/s).

A expresséo génica da beta-actina foi realizada em todas as amostras, sendo
entdo utilizada como controle enddégeno para normalizacdo do RNAm. Os sinais
foram quantificados utilizando o método AACt para estimar a diferenca entre o
namero de ciclos dos genes-alvo e do controle enddégeno. Os iniciadores

(primers) para PCR estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Primers.

Primers
Gene FW RW
Cptl 3-AAGGAATGCAGGTCCACATC-S 5-CCAGGCTACAGTGGGACTT-3
Faz 3-CATCCAGATAGGCCTCATAGACH 5-CACCCACTGGAAGCTGGTAT-3'l11B
3-CTCACAAGCAGAGCACAAGCH 5-CTCACAAGCAGAGCACAAGC-3 i
3-ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT-S 5ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT-3
Ppary 3-CATCGAGGACATCCAAGACAS 5-CATCGAGGACATCCAAGACA-3

Continuacao
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Primers
Gene FW RW

Srebplc 3-TCTGCCTTGATGAAGTGTGG-S S-TCTGCCTTGATGAAGTGTGG-3
B-acna  3-TGAGACCTTCAACACCCCAGCCAYS  5-CGTAGTGGGCACAGTGTGGGTG-3

Abreviaces: Carnitina-palmitoiltransferase (Cpt 1); Acido graxo sintase
Fas;Interleucina (ll) 1B, Interleucina (ll) 6;Receptor ativado por proliferador de
peroxissoma (Ppar) y; factor de transcricdo da ligacdo do elemento regulador
de Sterol (Srebp) 1c; B-actina,

3.8 Western Blotting

As proteinas do figado foram extraidas com auxilio de tampé&o de lise (RIPA e
HEPES) e inibidores de protease. Posteriormente, o homogenado obtido foi
centrifugado duas vezes durante 10 min a 4°C e o sobrenadante foi coletado. Em
seguida, a concentracdo de proteina foi determinada usando o ensaio de proteina
BCA kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Ap0s desnaturacdo, as proteinas
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, EUA). As membranas foram blogueadas com 5% de leite
desnatado ou 5% de albumina sérica bovina (BSA), ambos diluidos em tampéo
salina com Tris (TBS-T [20 mmol/L de Tris/HCI (pH 7,4) e 500 mmol/L de NacCl])
em temperatura ambiente, durante duas horas para evitar ligaces inespecificas. Em
seguida, a membrana foi incubada por aproximadamente 12 h a 4°C com o0s
seguintes anticorpos primarios:

a) B-Actina (43 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-130300);

b) interleucina (IL) 1B (17 kDa; Santa Cruz, sc-52012);

c) IL6 (26 kDa; Abcam, AB-7737);

d) receptor C ativado por proliferador de peroxissoma, PPARa (55k Da;
Santa Cruz Biotechnology, sc-9000);

e) receptor gama ativado por proliferadores de peroxissoma, PPARy (67
kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-773);

f) supressor da sinalizagéo de citoquina 3 (SOCS3) (30 kDa; Santa Cruz
Biotechnology, sc-7009);

g) fator nuclear kappa (NFk) B (65 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-



34

8008);
h) proteina de ligagdo ao elemento regulador de esterol (SREBP) 1c (68
kDa; SantaCruz Biotechnology, sc-367);
i) fator de necrose tumoral (TNFa) (26 kDa; Santa Cruz Biotechnology,
sc-1350).

Depois de incubada com anticorpo priméario, a membrana foi incubada
com o anticorpo secundario especifico, durante uma hora em temperatura
ambiente. A expressao das proteinas foi detectada por meio de um sistema de
deteccdo de quimiluminescéncia com ECL e as imagens das bandas foram obtidas
com o sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade das
bandas quimioluminescentes foi quantificada utilizando o programa ImageJ
(v.1.51, NIH, imagej.nih.gov/ij, EUA). O complexo de ligagdo do anticorpo foi
desfeito e a membrana foi remarcada com beta-actina como proteina constitutiva para

normalizar os dados obtidos pelo Western blotting.

3.9 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo (DP). Foram
analisados separadamente em machos e em fémeas (analise de variancia,
ANOVA, de Brown- Forsythe e Welch, indicada quando a violagdo da
homogeneidade da variancia dos grupos ndo pode ser determinada), e teste de
comparagbes multiplas de Dunnett T3 (recomendado para amostras pequenas)
(Dunnett, 1980).

As diferencas entre machos e fémeas foram estimadas pelo teste t-Student
nao pareado, com corregdo de Welch. O valor P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo (Prism, v. 8.2 para Windows, GraphPad, San Diego,
CA, EUA).



4. RESULTADOS

4.1 Dados dos progenitores

Efeito da dieta hiperlipidica nos pais e da natacdo nas méaes

a) Pais

A dieta rica em gordura consumida pelos pais teve como consequéncia
uma maior ingestéo de energia (+20%) e maior massa corporal nos grupos ObP
em comparacdo ao grupo CP. Além disso, os niveis plasméaticos de glicose em
jejum e TOTG (P <0,001, +40%), TC (P = 0,008, +38%) e TAG (P <0,001, +55%)
foram maiores no grupo ObP do que no grupo CP (Tabela 3). A diferenca na
massa corporal final foi de 18% (P<0,001) comparando os pais controles com 0s
pais obesos. A adiposidade corporal nos pais variou de 0,92% nos pais controles
e 1,40% nos pais obesos (P=0,02) no final das oito semanas.

b) Maes

O TOTG nas mées foi menor no grupo TM em comparacéo ao grupo NTM
(P = 0,013, - 18%). A massa corporal das maes treinadas e nao treinadas
comparando o inicio ao final do experimento foi semelhante (pouco mais de
50%). No entanto, a mae treinada apresentou menor adiposidade corporal do

gue a mée nao treinada (-67%, P = 0,01).
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Tabela 3. Bioquimica, massa corporal e adiposidade dos pais. Grupos: C = controle; Ob
= obeso; T = treinada; NT= n&o treinada. Os dados sdo mostrados em médiatDP; teste de
Brown-Forsythe e Welch ANOVA teste seguido de post hoc teste de Dunnet T3. P<0,05
quando: *#C-P; **# NTM.

Pai Mae

Progenitores

C Ob NT T
IE (kJ/animal/dia) 34.3£2.11 41.0+1.92* 28.7+2.01 28.5£1.74
GJ (mmol/L) 5.9+1.39 8.2+2.21* 5.610.31 6.7£0.69
IA (g/animal/dia) 2.1£0.36 2.0£0.37 1.7£0.47 1.7£0.47
TOTG (mmol/L/min) 806.9+127.4 1133.0£120.4* 961.1160.2 788.1+56.8**
CT (mg/dL) 61.0+13.66 84.4+7.26* 67.124.36  71.915.96
TG (mg/dL) 33.3x4 .4 51.816.67* 30.245.32  30.3+2.87
Massa corporal inicial - MC(g) 12,14%1,47 13,18%1,59 11,45£1,19 12,01x1,16
Masa corporal final- MC(g) 21,70+1,04 25,6+1,55* 17,97+1,42 18,361,44
Indice de adiposidade (%) 0,92+0,04 1,40£0,25 1,52£0,47  0,50%0,17"

Abreviacdes: A (ingestdo alimentar), IE (ingestao energética), GJ (glicemia de jejum), TOTG

(teste de tolerancia oral a glicose), CT (colesterol total), TG (triglicerideos).
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4.2 Dados naprole
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O nuamero de filhotes nascidos vivos e natimortos ndo foi significativamente

diferente comparando a mée NT e méde T (x2 = 0,852, P = 0,356).
As proles de machos e fémeas foram consideradas separadamente,
testando as possibilidades referentes do acasalamento de pais e méaes (pais controle

- CP, ou pais obesos - ObP, com méaes néo treinadas - NTM ou maes treinadas -

TM):

a) CP/NTM vs. CP/TM;
b) CP/NTM vs. ObP/NTM;

)
d)

c) CP/TM vs. ObP/TM;
ObP/NTM vs. ObP/TM.

a) Massa corporal e gordura corporal

A massa corporal ndo foi significativamente diferente entre os grupos de
machos e os grupos de fémeas. A massa gordurosa genital foi mais pesada no grupo
ObP/NTM do que no grupo CP/NTM (macho, +100%; fémea, +110%), mais leve
na prole ObP/TM do que na prole ObP/NTM (macho, -27%; fémea, -48%) (Tabela

4).

Tabela 4. Biometria e bioquimica (C= pai controle, Ob= pai obeso, NT=mae nao

treinada e T=mde treinada). Média £+ DP, ANOVA de Brown-Forsythe e Welch

seguido de teste de Dunnet T3. P<0.05 quando: *#C pai; *#NT mae.

PROLE MACHO CPINTM CPITM ObP/NTM ObPITM
Colesterol Total (mg/dL) 1,370,468  2,06+0,44 3,10+0,061 1,7520,52§
Gordura genital (g) 0,13+0,02 0,16+0,04 0,260,041 0,19+0,04%
Ingestio alimentar (g/dia/animal) 1,98+0,39 1,88+0,44 1,98+0,22 1,99+0,56
Ingestdo energética(kJ/diafanimal)  32,84+#256 31,194199 32,844209 33,012,861
Massa corporal (12 semanas, g) 18,75+0,97 18,97+1,33 22,1:0,60 17,4540,60
Massa corporal (desmame, g) 6,10+£1,08 6,35+0,89 7,2040,79 7,03+1,38
Massa corporal (nascimento, ) 1,33+0,16 1,19+0,06 1,26+0,14 1,190,111
TOTG (ASC, mmol/Limin) T77,3+401 765,7433,8 938,1+26,B1 725,1435,3%
Triacilg‘ljcerol {r-ngidL}l 0,6‘1 tG,C_JE 0,55_1:0, 1 0 O,BG:O.E_IBT_ O,?_"l 10,Q6§




Continuacéo

PROLE FEMEA CP/NTM CPITM ObP/NTM ObP/TM
Colesterol Total (mg/dL) 1,76£017 1,82+0,11 3,19+0,24% 1,850,225
Gordura genital (g) 0,10£0,04  0,08+0,04 0,210,031 0,110,058
Ingestao alimentar (g/dia/animal) 1,98+0,48 1,84+0,32 1,99+0,26 2,050,57
Ingestao energética (kJ/dia/animal) 32,84+2 .42 30,53+2,09 33,01+222 34,01£1,99
Massa corporal (12 semanas, g) 19,38+0,67 17,17+1,31  1941+1.61 17,95+0,74
Massa corporal (desmame g) 6,19x1,14  6,32£1,10  7,2320,72 6,82x1,15
Massa corporal (nascimento, g) 1,39£0,15 1,130,711 1,160,12 1,24£0,10
TOTG (ASC, mmol/Limin) T47,3+28,5 T444+263 917 4+222%4F 786,1x38,7%
Triacilglicerol (mg/dL) 0,64x0,11 0,60£0,18 0,880,061 0,690,158

b) Glicemia e lipideos plasméticos

Machos
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Aingestado de alimentos e a ingestdo de energia ndo foram diferentes na prole
masculina. No entanto, a glicemia de jejum (+27%), TOTG (+20%), TC (+125%) e
TAG (+50%) foram aumentados nos grupos ObP/NTM vs. CP/NTM. A glicemia de
jejum permaneceu. maior em ObP/NTM vs. CP/TM (+30%). TOTG, TC e TAG

apresentaram baixos niveis nos grupos ObP/TM vs. ObP/NTM (Tabela 4).

Fémeas

A ingestdo de alimentos e a ingestado de energia nao foram diferentes na

prole feminina. No entanto, a glicemia de jejum foi maior nos grupos ObP / NTM vs.
CP / NTM (+ 18%), mas menor nos grupos ObP/TM vs. ObP/NTM (-17%). Além
disso, TOTG (+23%), TC (+80%) e TAG (+38%) apresentaram niveis mais

elevados em ObP/NTM comparado a CP/NTM, e menores niveis nos filhotes

ObP/TMvs. ObP/NTM (TOTG, - 14%; TC, -40%; TAG, -22%) (Tabela 4)

Vimos diferencas mais significativas comparando CP/NTM e ObP/NTM,

estas ressaltam os efeitos da obesidade dos pais, enquanto a comparacao



ObP/NTM e ObP/TM considera os efeitos do treinamento da mée. Além disso,
em alguns paréametros analisados nos filhotes, houve dimorfismo sexual (indicado nas
figurascom o sinal T).

As alteracdes na massa corporal foram observadas apenas nos filhotes machos,
mas houve dimorfismo sexual entre os filhotes dos grupos CP/NTM (as fémeas ficaram
24% mais pesadas que os machos). Houve um ganho nos filhotes ObP/NTM em
comparacao a prole CP/NTM (+53%), entretanto os filhotes ObP/TM apresentaram
menor ganho de massa em comparacao aos filhotes ObP/NTM (-35%) (Figura 7A).

A adiposidade corporal variou de forma semelhante ao ganho de MC nos
machos, contudo as fémeas também apresentaram mudanga na gordura corporal
semelhante ao que aconteceu nos machos. Os filhotes ObP/NTM tiveram maior
adiposidade do que os filhotes CP/NTM e a adiposidade foi menor nos filhotes
ObP/TM do que nos filhotes ObP/NTM. O Unico grupo que ndo apresentou
dimorfismo sexual foram os filhotes do grupo CP/TM (Figura 7B).
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Dados da prole. (A) Ganho de massa corporal e (B) Adiposidade de filhotes machos e fémeas com 12
semanas de idade. Os dados sdo apresentados como a médiatDP; Brown-Forsythe e Welch
ANOVA teste, seguido pelo teste pds-teste Dunnet T3. O dimorfismo sexual foi testado com o t-Student
ndo pareado com corregdo de Welch. SignificAncia estatistica: *Valor-P<0,05, ***Valor-P<0,0001 e 1#
dos respectivos machos. AbreviacBes: CP (pai controle), ObP(pai obeso), NTM (mé&e néo-treinada),
TM (mé&e treinada).

A glicemia de jejum e os niveis plasmaticos de insulina mostraram variagéo
parecida entre os grupos de filhotes. Os niveis de glicose e insulina foram maiores
nos filhotes ObP/NTM e menores nos filhotes ObP/TM (Figuras 8A-B). A
sensibilidade a insulina, medida pelo QUICKI, foi menor nos filhotes ObP/NTM em

comparacao com os filhotes CP/NTM (-47% nos machos, -50% nas fémeas). Além
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disso, o QUICKIi na prole feminina foi menor no grupo ObP/TM quando comparada
com o grupo CP/TM (-23%), o que demonstra o forte efeito da obesidade do pai
neste caso (Figura 8C).

Tanto a massa hepatica (Figura 9A) quanto o contetdo de triacilglicerois (Figura
9B) foram maiores nos filhotes do grupo ObP/NTM em comparagdo com 0 grupo
CP/NTM (devido a obesidade do pai) e menores no grupo ObP/NTM em
comparacao com o grupo ObP/TM (devido ao treinamento da mée). Além disso,
a massa hepatica e triacilgliceréis diminuiram nos filhotes, comparando os
grupos CP/NTM e CP/TM (devido ao treinamento da mae). No entanto, a massa
hepética foi maior nos filhotes machos quando comparados os grupos CP/TM e
ObP/TM (devido a obesidade do pai) (+18%). Deve-se notar que houve dimorfismo
sexual na massa hepatica na prole de todos os grupos e o do conteudo de

triacilglicerdis no grupo ObP/NTM.
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Dados da prole. (A) glicemia de jejum, (B) insulina e (C) o QUICKi dos filhotes machos e fémeas com 12
semanas de idade. Os dados sdo apresentados como a médiatDP; Brown-Forsythe e Welch
ANOVA teste, seguido pelo teste pds-teste Dunnet T3. O dimorfismo sexual foi testado com o t-Student
ndo pareado com corregdo de Welch. SignificAncia estatistica: *Valor-P<0,05, ***Valor-P<0,0001 e 1#
dos respectivos machos. Abreviagdes: CP (pai conrole), ObP (pai obeso), NTM (mé&e néo-treinada),
TM (mé&e treinada).



A presenca de esteatose hepatica foi observada principalmente nos
filhotes dos grupos, nos quais os pais eram obesos (ObP) e quando a mée era
destreinada (NTM). Quando a mée era treinada (TM), mesmo com o pai obeso, 0s
filhotes apresentaram pouca esteatose hepatica (Figura 10A - as fotomicrografias
mostradas na figura sdo do figado da prole masculina).

A quantificacdo da esteatose hepatica por estereologia (Figura 10B)
evidenciou grande aumento da esteatose nos filhotes ObP/NTM em comparacéo
com os filhotes CP/NTM (machos +133%, fémeas +145%). O treinamento da mae
reduziu significativamente a esteatose hepatica nos filhotes dos pais obesos,
ObP/NTM em comparacédo com os filhotes ObP/TM (machos -65%, fémeas -
47%). A esteatose hepatica foi ainda 100% maior nos filhotes fémeas da mae que foi
treinada, mas que o pai obeso: Como observado na comparacao entre grupos CP/TM
e ObP/TM, indicando que a obesidade do pai é um fator significativo na programacao
da esteatose hepatica nas filhas. Vale ressaltar que houve dimorfismo sexual nos
grupos em que a mae foi treinada.

Um achado constante, independentemente do sexo dos filhotes, foi que as
expressdes marcadores de lipogénese hepética e beta-oxidacdo mostram que houve
aumento da lipogénese e diminuicdo da beta-oxidacéo devido ao pai obeso (ObP/NTM
em comparacao com CP/NTM) e reducéo da lipogénese e aumento da beta-oxidacéo
devido ao treinamento materno (ObP/TM em comparagdo com ObP/NTM) (Figuras
11A-C e 12A-D).
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Com excecdo da expressao da proteina PPARa (Figura 11C) e génica do Cptl

(Figura 12D), que mostram o contrario, mas com o mesmo significado. A primeira

apresentou diminuicdo nos machos ao comparar CP/NTM com CP/TM e CP/TM com

ObP/TM, nesta o Cptl foi diminuido nos machos. Na expressdao de proteinas, houve

dimorfismo sexual nos valores do SREBP1 e do PPARa e na expressao génica do

Ppary.
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Figura 10
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NTM (méae ndo-treinada), TM (méae treinada).
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ObP(pai obeso), NTM (mée ndo-treinada), TM (mée treinada), SREBP1 (proteina reguladora do elemento
regulatério Sterol 1), PPARy (Receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama), FAS sintase),
CPT- 1 (carnitina palmitoiltransferase).



As expressoOes proteicas (Figuras 13 e 14) e expressdes génicas (Figura
15) possibilitaram a andlise dos marcadores de inflamacdo hepética na prole,
cujos resultados foram repetitivos e mostraram aumento nos filhotes ao comparar os
grupos ObP/NTM e CP/NTM, e diminuicdo desses marcadores inflamatérios
guando comparados os filhotes ObP/TM com ObP/NTM.

Além disso, houve reducdo na expressao proteica de NFkB nos filhotes
fémeas do grupo CP/TM em comparagéo com o grupo CP/NTM (Figura 13A). Na prole
masculina, o grupo CP/TM apresentou menor expressao proteica do SOCS3 em
comparagao com

0 grupo CP/NTM (-64%) e ObP/TM (-20%) (Figura 13B). A expressao
proteica de IL6 nos filhotes machos foi 24% menor no grupo CP/TM em relacéo ao
ObP/TM (Figura 14B). O dimorfismo sexual se mostrou presente na expressao
proteica do SOCS3, TNFa e IL6 nos grupos CP/NT e ObP/TM; ObP/TM e CP/TM,
respectivamente.

As expressodes génicas de II1[ e 116 (Figuras 15A-B) nos filhotes de ambos os
sexos do grupo ObP/NTM expressam esses marcadores significativamente maiores

doque os outros grupos, entretanto, sem dimorfismo sexual aparente.
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Figura 14
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Figura 15
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6 DISCUSSAO

O estudo investigou, na prole, o efeito da natacdo da méae quando o pai era
obeso. A mae nadadora pode atenuar os efeitos adversos da “programacéao pelo pai
obeso”. Na prole adulta (alimentada apenas com a dieta controle desde o
desmame) analisamos parametros biométricos e bioquimicos e anélises moleculares
no figado para estudar a lipogénese, beta-oxidagao e inflamacéao.

Os dados biométricos da prole foram afetados negativamente pela obesidade
do pai, mas atenuados pela mde nadadora. Além disso, cerca de 75% dos
marcadores de lipogénese, beta-oxidacdo e inflamacdo do figado da prole
mostraram piora com a obesidade do pai, mas melhora quando a mée praticou
natacao.

A “programacao fetal” induzida pelo pai obeso (também denominada as
origens paternas da transmissdo de saude e doenca) sdo consideradas
alteracdes no epigenoma (incluindo metilacdo do DNA, modificacdes na histona e
transcricbes de RNAs ndo codificantes) (Soubry et al., 2014). Isto foi mostrado em
estudos epigenéticos que propuseram induzir a obesidade paterna (McPherson et
al., 2014; Ornellas et al., 2017). Ademais, os RNAs n&o-codificantes curtos
(miRNAs) de espermatozoides funcionam como um vetor epigenético de heranca
paterna que pode serinduzida e alterada pelo ambiente (Dupont et al., 2019).

Durante a gametogénese pode acontecer alteracdo no desenvolvimento
dos gametas associadas a diferentes perturbacdes sofridas pelos progenitores, o
que justifica estudar ambos os sexos de progenitores (em humanos e modelos
animais) (Vige et al.,, 2008; Gabory et al., 2009). No corrente estudo, houve
dimorfismo sexual em alguns resultados (ver figuras com o simbolo ).

A “programacédo fetal” quando a mée treina natacdo antes e durante a
gestacdo pode estar associada a melhora das condicdes hemodindmicas fetais e
placentarias, amenizando os efeitos paternos deletérios no feto (Martin et al.,
2017). O exercicio fisico aquatico durante a gestacdo demonstra beneficios fetais e
maternos em reduzir do empuxo (for¢ca em sentido contrario a gravidade), diminuindo o
impacto e a chance de intercorréncias maternas e fetais (diabetes gestacional,
doenca hipertensiva especifica da gravidez, macrossomia fetal e obesidade ou

diabetes ao nascimento) (Mottola e Artal, 2016; Szumilewicz et al., 2019).
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O exercicio fisico durante a gestacdo também reduz os riscos maternos e fetais,
entre eles diminuicAo nos niveis plasmaticos de insulina, mantido pelas
interacbes dos sistemas simpatico-adrenal e neuro-humoral em animais e
humanos, que pese o mecanismo de acao nao ser plenamente conhecido (Ferrari
etal., 2018). Ressalta-se que o protocolo de intensidade moderada empregado no
estudo atual esteve em acordo com as recomendagdes de atividade fisica durante a
gestacdo para mulheres (Mottola et al., 2018).

O exercicio fisico materno em mulheres gravidas obesas € utilizado para
diminuir a massa corporal e as comorbidades associadas, com a vantagem de a mae
praticar um exercicio fisico durante a gestacéo e permanecer ativa durante a gravidez
(Raipuria et al., 2015). Quando o exercicio fisico € realizado somente antes da
gravidez a prole mostra alteracdo em alguns genes relacionados ao estresse oxidativo
(Songstad et al., 2015). Da mesma forma, ratas exercitadas durante a gestacao
em intensidade subméxima constante, tém seus filhos com maior sensibilidade a
insulina muscular do que os controles sedentarios. Isto posto, € significativo
também que as mulheres gravidas, apesar da elevacdo do perfil lipidico
decorrente da gestacdo, apOs seis semanas de treinamento em bicicleta
ergométrica, apresentam diminuicdo da taxa de insulina e glicemia de jejum
(Szumilewicz et al., 2019).

O treinamento de forca em homens com esteatose hepatica reduz
significativa a gordura hepética, TAG hepatico e massa hepética (van der Windt et al.,
2018). No nosso trabalho, a resisténcia (sobrecarga) foi a agua, a qual no
treinamento da natagdo materna atenuou a influéncia da obesidade do pai na
prole. A natacdo materna mostrou beneficios na massa e TAG hepaticos, com
diminuicdo da esteatose nos filhotes de ObP/TM, significando que o efeito da
natacdo da méae pode ser transferido a prole.

A prole de ObP/TM também apresentou melhora da beta-oxidacdo (Cptl),
diminuicdo da lipogénese (Srebplc, Fas e Ppar y) e inflamacao (ll11B, Il 6). O
aumento da beta-oxidagéo observado em mées ativas tem sido relatado (Linden et
al., 2016), sugerindo que efeitos maternos benéficos podem ser transmitidos
para a prole, concordando com os achados do corrente estudo.

O exercicio fisico tem efeitos benéficos na beta-oxidacdo com melhora da
qualidade e funcédo mitocondrial (Quiclet et al., 2017; van der Windt et al., 2018). A

normalizacédo da expressao de FAS na descendéncia ObP/TM limita a lipogénese,



indicando que a natacdo da mée afetaria 0 metabolismo lipidico da prole. Da mesma
forma, ratas que praticaram exercicio espontédneo tiveram reducdo de Ppar y e
quando associado com exercicio de alta intensidade do “high intensity interval
training” ou HIIT, diminuiram também Srebplc (Sheldon et al., 2016). Em homens
com esteatose hepatica, o exercicio fisico de alta intensidade (HIIT) influenciou a
expressao do dominio fibronectina tipo Il contendo irisina e coativador do receptor
ativado por proliferador a, melhorando a biogénese mitocondrial e a beta-oxidacao
(Motta et al., 2017). Filhotes de maes roedoras que treinaram com a “roda de
corrida” espontanea ficaram protegidos da esteatose hepética na idade adulta
(Sheldon et al.,2016).

O exercicio fisico regular € essencial para o tratamento da doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica, pois reduz o conteudo de gordura intra-hepatica,
aumenta a beta-oxidacdo de &acidos graxos, induz a autofagia hepato-protetora,
superexpressa no Ppar, atenua a apoptose de hepatdcitos e melhora a sensibilidade a
insulina (Farzanegi et al., 2019). Assim, em um estudo experimental com exercicio de
alta intensidade (HIIT) em esteira em animais que foram induzidos a obesidade
com dieta hiperlipidica observou que os marcadores inflamatérios diminuiram com
reducdo da esteatose e expectativa de progressdo da doenca hepatica (Linden et
al., 2016).

Na presente investigacao, o fato relevante € que a mae se exercitou antes e
durante a gestagao para reverter estes efeitos deletérios da “programacao pelo
pai” com obesidade.

A relevancia do tema e a riqueza de possiveis vias moleculares envolvidas
sdo merecedoras de mais estudos futuros, experimentais e em humanos. E
essencial entender mais profundamente a participacdo paterna na “programacao
fetal”, bem como a participacdo da méae “nadadora” na recuperacao/atenuacao
das vias metabolicas programadas pelo pai. O assunto interessa a diversos
ramos do conhecimento tais como a obstetricia, pediatria, endocrinologia,

nutricdo, além da educacdo fisica.

50



CONCLUSAO

Em concluséo, o estudo mostrou evidéncias convincentes e confirmatorias de
que o pai roedor obeso “programa” a massa corporal e a adiposidade dos filhos de
ambos os sexos, incluindo alteracdo na glicemia de jejum e na sensibilidade a
insulina. Aléem disso, o figado da prole apresenta aumento da lipogénese e
inflamacédo, com reducdo da beta-oxidacdo, levando a esteatose hepatica mais
intensa nesses animais. Lembramos que a esteatose € a primeira etapa da via da
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica que evolui normalmente para
esteatohepatite e cirrose hepéatica, com consequéncias nefastas que podem chegar
ao carcinoma hepatocelular. A boa noticia € que a mae que faz exercicio fisico
durante a gravidez (natag&o) tem potencial de atenuar esses efeitos adversos nos
filhotes de camundongos causados pelo pai obeso.
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Beneficial effects of maternal swimming
during pregnancy on offspring metabolism
when the father is obese

R. Tarevnic, F. Ornellas, C. A. Mandarim-de-Lacerda and M. B. Aguila

Laboratory of Morphometry, Metabolism, and Cardiovascular Diseases, Biomedical Center, Institute of Biology,
The University of the State of Rio de Janeiro, Brazil

Abstract

We aimed to evaluate the impact of maternal exercise training on the offspring metabolism
and body size caused by father obesity. C57BL/6 male 4-week-old mice were fed a high-fat
diet (HF father) or control diet (C father), while equal age female mice were fed only a C diet
and were separated into two groups: trained (T mother) and non-trained (NT mother), and at
12 weeks of age mice were mated. A continuous swimming protocol was applied for 10 weeks
(before and during gestation), and offspring were followed since weaning until sacrifice
(at 12 weeks of age). HF father, compared to C father, showed obesity, elevated total
cholesterol (TC) and triglycerides (TG), and glucose intolerance. Both sexes HF/NT offspring
showed hyperglycemia, glucose intolerance and high levels of TC and TG, without obesity.
However, HF/T offspring showed data close to C/NT, demonstrating the beneficial effect of
maternal exercise in the offspring of obese fathers.

Introduction

The negative impact of maternal obesity on adiposity and offspring metabolism is already
well established in the literature.”* However, recent experimental findings have challenged
conventional ideas about metabolic programming, suggesting that something else might be
relevant through paternal programming.>* The contribution of fathers to offspring pro-
gramming is pertinent to Western society because about 70% of men of reproductive age are
obese or overweight.’

Exercise training is an essential factor in reducing risk factors for obesity and diabetes, such
as unbalanced energy metabolism, glucose utilization and insulin sensitivity.® The results on
the progeny of exercise training during pregnancy have been well investigated, mainly
focusing on fetal growth and metabolism indicating that the influence on male and female
offspring is different, denoting sex dimorphism.”

We have the hypothesis of having a benefit for offspring that are programmed meta-
bolically because the father is obese when the mother is not obese and does some physical
training during pregnancy. Therefore, the study aimed to evaluate the impact of the maternal
exercise training (swimming) in the offspring metabolically programmed by an obese father.
In this short communication, we demonstrated the change in the body growth and meta-
bolism of the puppies due to the obese father. The auspicious information is that the swimmer
mother brings benefits to offspring.

Material and methods

Animals and diets

All procedures were made to minimize suffering and protocols respect the current guidelines
for experimentation with animals (National Institutes of Health Publication No. 85-23
revised, 1996) and ARRIVE guidelines (https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines). The
Committee on the Ethics of Animal Experiments of the University of the State of Rio de
Janeiro approved the protocol (Protocol Number CEUA/003/2018).

Male and female C57BL/6 mice were kept under controlled temperature conditions in the
NexGen system (Allentown Inc., PA, USA, 21 +2°C and 12h/12h dark/light cycle) with free
access to food and water. Four-week-old male mice were randomly divided into two groups and
fed a high-fat diet (HF, designated as a HF father group, HF-Fa, n=20) or a control diet
(C, identified as a C father group, C-Fa, n =20). Moreover, 4-week-old female mice were separated
into a trained group (T, designated as a T mother group, T-Mo, n=20) and a non-trained group
(NT, identified as a NT mother group, NT-Mo, n=20). Female mice were only fed with the
C diet.
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