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RESUMO

A obesidade € uma doenca multifatorial caracterizada por um acumulo excessivo de
gordura corporal, e tem sido associada com o aumento de doencas crdnicas nao
transmissiveis (DCNTs). O consumo excessivo de alimentos com alta densidade
energética atrelado ao sedentarismo impactam no desenvolvimento da obesidade.
Nesse contexto, o exercicio fisico € reconhecido como uma estratégia protetora, visto
que esta associado a reducdo do risco de desenvolver DCNTs. A programacéao
metabdlica gestacional define-se pelo conceito das Origens Desenvolvimentistas da
Saude e da Doenca (DOHabD), que prevé que as condi¢des intrauterinas impactam no
desenvolvimento da saude e no risco de desenvolver DCNT na vida adulta. O objetivo
desse estudo foi avaliar os efeitos do exercicio gestacional sobre a expressado de
MRNA de genes relacionados a biogénese e a dindmica mitocondrial no cerebelo da
prole submetida a obesidade por meio de dieta na vida adulta. Para tal, ratas Wistar
foram submetidas a 5 sess6es semanais de 30 minutos de natacdo durante toda a
gestacdo. Apds o desmame, a prole recebeu dieta padrdo ou dieta obesogénica (alto
teor de gordura e sacarose). No dia pos-natal (DPN) 90, os animais foram
eutanasiados e o cerebelo foi coletado. A expressao dos genes mitocondriais PGC1a,
TFAM e MFN1 foi avaliada através de RT-gPCR utilizando TUBA1B e GAPDH como
genes normalizadores. Nao foram observadas alterac6es na biogénese mitocondrial
por meio da expressdo de PGC1a e TFAM. A dinamica mitocondrial foi alterada por
um aumento na expressdo de MFN1 em resposta ao exercicio fisico materno
associado a dieta obesogénica na prole feminina. O gene GAPDH, inicialmente
incorporado ao estudo como um normalizador, apresentou aumento em sua
expressado em resposta ao exercicio fisico, a dieta obesogénica na prole e a ambos
fatores associados na prole masculina. Os resultados sugerem que 0 exercicio
materno durante a gestacdo apresenta efeitos neuroadaptativos sobre a expressao
génica mitocondrial da prole submetida a obesidade por meio de dieta em idade

adulta, de maneira sexo-dependente.

Palavras-chave: DOHaD; Exercicio Materno; Dieta Obesogénica; Mitocéndria,

Cerebelo; Prole.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disease characterized by an excessive body fat, and has
been associated with an increase in chronic non-communicable diseases (CNCDs).
Excessive consumption of foods with high energy density combined with a sedentary
lifestyle have an impact on the development of obesity. In this context, physical
exercise is recognized as a protective strategy, as it is associated with a reduced risk
of developing CNCDs. Gestational metabolic programming is defined by the concept
of Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), which says that intrauterine
conditions impact the development of health and disease in adult life. Our objective
was to evaluate the effects of gestational exercise on mMRNA expression of genes
related to biogenesis and mitochondrial dynamics in the cerebellum of offspring
submitted to obesity through diet. For this purpose, Wistar rats were submitted to 5
weekly sessions of 30 minutes of swimming during the entire pregnancy. After
weaning, the offspring received a standard diet or an obesogenic diet (high in fat and
sucrose). On postnatal day (PND) 90, the animals were euthanized and the cerebellum
was collected. The expression of mitochondrial genes PGCla, TFAM and MFN1 was
evaluated by RT-gPCR, using TUBA1B and GAPDH as reference genes. No changes
were observed in mitochondrial biogenesis through expression of PGCla and TFAM.
Mitochondrial dynamics were altered by an increase in MFN1 expression in response
to maternal physical exercise associated with an obesogenic diet in female offspring.
The GAPDH gene, initially incorporated into the study as a normalizer, showed an
increase in its expression in response to physical exercise, an obesogenic diet in the
offspring and both associated in the male offspring. The results suggest that maternal
exercise during pregnancy has neuroadaptive effects on mitochondrial gene
expression in offspring submitted to obesity through diet in adulthood, in a sex-

dependent manner.

Keywords: DOHaD; Maternal Exercise; Obesogenic Diet; Mitochondria; Cerebellum;
Offspring.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
CTE - Cadeia de transporte de elétrons
DCNTs — Doengas cronicas ndo transmissiveis
DG - Dia gestacional

DOHaD - Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca (do inglés:

Developmental Origins of Health and Disease)

DPN — Dia po6s-natal

DRP1 — Proteina relacionada a dinamina 1

EROs — Espécies reativas de oxigénio

GAPDH - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

HFS — Dieta rica em gordura e acucar (do inglés: High Fat Sugar)
MFN1 — Mitofusina 1

MFN2 — Mitofusina 2

NRF-1 — Fator respiratério nuclear 1

NRF-2 — Fator respiratério nuclear 2

OPAL - Proteina de atrofia éptica 1

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

PGC1a — Proliferador de peroxissomo-y coativador-1a
PNS — Pesquisa Nacional de Saude

RT-gPCR — PCR quantitativo em tempo real

RT — Transcricao reversa

SIRT3 — Sirtuina 3

TFAM — Fator de transcricdo mitocondrial A

TUBAL1B — Tubulina Alfa 1b


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mitochondrial-transcription-factor-a

SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ae e e 9
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt enen e, 10
2.1 OBESIDADE ..ottt en ettt s et en ettt 10
727 10 2 -1 0 TSRO 11
2.3 EXERCICIO MATERNO.......cociiiiieietceeeeeteeee e et esen e n e, 12
2.4 METABOLISMO MITOCONDRIAL......ccviveieeeeeeeeieieeeeeeeeteeee e, 13
3. JUSTIFICATIVA .ottt n ettt en et senn s, 15
A, OBJIETIVO ..ottt s st s et n e 15
4.1 OBIETIVO GERAL ...ttt n e n e 15
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ocoieeveieeee ettt ees e ss e 15
5. MATERIAIS E METODOS ......ocoeueiiieieiceceeeeeeee et teses e enean e, 15
5.1 ASPECTOS ETICOS ..ottt 15
5.2 ANIMAIS ...ttt ettt e ettt ee ettt n e ea s s e, 16
5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL .....cocviuiiiiieeeeeee et et en s s e, 16
5.4 PROTOCOLO DE EXERCICIO MATERNO ........cooviiieeiieeeeee e, 17
5.5 MODELO DE OBESIDADE INDUZIDO POR DIETA .....coeiveeieeereeeeeeen e, 17
5.6 REAGENTES ..ottt n ettt e et es sttt s e en e 18
5.7 ENSAIOS BIOQUIMICOS ......coviieeeeeceeeee ettt 19
B.7. L RT-OPCR ..ottt a ettt een e nean e, 19
5.8 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 20
6. REFERENCIAS ..ottt en et en et een e eeseen e, 20

T.ANEXOS .o 26



1. INTRODUCAO

De acordo com a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) realizada em 2019, que
divulgou informacdes antropométricas da populacdo brasileira, a prevaléncia de
excesso peso para os adolescentes de 15 a 17 anos de idade foi 19,4%,
correspondendo a aproximadamente 1,8 milhdo de pessoas. Ja a prevaléncia de
obesidade foi 6,7%, sendo maior entre adolescentes do sexo feminino (8%)
comparado ao sexo masculino (5,4%). Entre a populacédo adulta, a prevaléncia de
excesso de peso foi 60,3%, 0 que corresponde a aproximadamente 96 milhdes de
pessoas. Ja a prevaléncia de obesidade foi 25,9%, também sendo maior entre as
mulheres (29,5%) quando comparado aos homens (21,8%) (IBGE, 2020). O
desenvolvimento da obesidade relaciona-se com uma ingestéo cal6rica aumentada
atrelada a uma diminuicdo do gasto energético provocada pelo sedentarismo.
Atualmente, a obesidade é considerada um problema de saude publica, tendo em
vista que esta associada a um aumento da prevaléncia das doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNTs), como doencas cardiovasculares, alguns tipos de canceres e
resisténcia periférica a insulina. Por isso, sua prevencao e tratamento apresentam um
papel essencial para a promocao de saude (DE LORENZO et al., 2019; SCHMITT e
GASPAR, 2023). E importante ressaltar a contribuicdo do ambiente no aumento da
obesidade nas ultimas décadas. O aumento da ingestdo de alimentos com alta
densidade caldrica esta relacionado com uma “dieta ocidental”, caracterizada por
alimentos processados, ricos em acucar e gordura, e pobres em fibras. Além disso, o
mundo moderno caracterizado pela mecanizacdo e automacao impactou na reducao
das atividades fisicas no dia-a-dia. Comportamentos sedentarios como jornadas de
trabalho com tarefas somente no computador e atividades de lazer envolvendo o uso
de telas como televisdo, computador e celular influenciam diretamente na reducdo do
gasto energético (WESTBURY et al., 2023).

O exercicio fisico tem sido reconhecido como uma alternativa n&o
farmacoldgica para a prevencdo de doencas, visto que esta associado com uma
reducdo da incidéncia de DCNTs (STEFANI e GALANTI, 2017). Ademais, a prética de
exercicio é recomendada durante o periodo gestacional, uma vez que esta associada
a reducao do risco de doencas como diabetes gestacional e pré-eclampsia (ARTAL,
2016). A area da biologia que investiga as origens desenvolvimentistas da saude e da
doenca, conhecida pelo termo em inglés Developmental Origins of Health and Disease



10

(DOHaD), preconiza que a saude e a doenca na vida adulta sdo influenciadas por
experiéncias que ocorreram durante o periodo intrauterino e a primeira infancia
(LINNER e ALMGREN, 2020). Nesse sentido, a pesquisa na area DOHaD possibilita
o reconhecimento de fatores que podem afetar a salde e a doenca dos individuos ao

longo da vida, tanto de maneira positiva, quanto negativa (PENKLER et al., 2019).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 OBESIDADE

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2021) define a obesidade como uma
doenca multifatorial caracterizada por um excesso de adiposidade. Entre 1980 e 2013,
a prevaléncia mundial de sobrepeso e obesidade aumentou 27,5% em adultos e
47,1% em criancas (NG et al., 2014). Atualmente, aproximadamente 40% da
populacdo mundial esta acima do peso. Estima-se que um a cada cinco adultos
tenham obesidade até 2025 (WHO, 2021). O aumento no consumo de alimentos com
alta densidade energética, o sedentarismo e as mudancas no microbioma intestinal
sao alguns dos possiveis fatores que elucidam o expressivo aumento da obesidade
nos ultimos anos (NG et al., 2014). Estudos demonstram que dietas ricas em gorduras
ndo sé induzem a obesidade em humanos, mas também em animais (HARIRI e
THIBAULT, 2010). O sobrepeso e a obesidade aumentam o risco de desenvolver
DCNTs, como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, hipertensao e
dislipidemia (DE LORENZO et al., 2019). Essas condicBes estdo associadas as
principais causas de morte no Brasil, configurando um problema de salde que afeta
significativamente a populagdo (MARTINS, 2018).

A obesidade promove um estado de inflamacao sistémica que se desenvolve a
partir do armazenamento excessivo de nutrientes nos adipécitos, levando a sua
hipertrofia (SOLTANI et al., 2020). Ademais, é descrito que ocorre um
comprometimento da biogénese e funcdo mitocondrial, resultando em acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que danificam os tecidos e favorecem o
desenvolvimento de DCNTs (ARDID-RUIZ et al., 2018; SOLTANI et al., 2020). Tendo
iSso em vista, 0 ambiente metabolico na fase intrauterina e durante os dois primeiros
anos de vida, que sdo impactados pela nutricdo e estilo de vida da mée, além da
alimentacdo e estilo de vida pos-natal, contribui para a saude da prole, podendo
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predispor o desenvolvimento de obesidade na vida adulta (RAJAMOORTHI et al.,
2022).

2.2 DOHaD

Historicamente, a programacéo metabdlica, também conhecida como hipétese
de Barker, correlaciona o ambiente adverso intrauterino com o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo Il na vida adulta (HALES e
BARKER, 1992). Nas ultimas décadas, a linha de pesquisa DOHaD tem sugerido uma
associacao entre intervengdes nos primeiros 1000 dias de vida, que compreendem
desde a concepcdo até 2 anos apds 0 nascimento, e 0 aparecimento de DCNTs no
decorrer da vida (SUZUKI, 2017). A partir disso, o conceito de DOHaD abriu espaco
para um campo de estudos que tém como objetivo relacionar as interferéncias
ambientais durante o desenvolvimento e os desfechos metabdlicos em longo prazo
(SILVEIRA et al., 2007).

O periodo de desenvolvimento pré-natal é marcado pela capacidade do feto de
responder as condi¢cdes adversas intrauterinas e adaptar seu metabolismo, devido a
sua alta plasticidade metabdlica (GLUCKMAN et al., 2011). Essas adaptacdes
ocorrem a partir de modificacBes epigenéticas, incluindo a metilacdo do DNA, a
modificacdo de histonas e as acdes de microRNAs, que ativam ou silenciam genes
sem alterar a sequéncia do DNA. Nesse sentido, ocorre uma modificacdo na
regulacdo da expressao génica que resulta em alteracdes fenotipicas. Ademais, essas
alteracdes podem ser transmitidas entre geracbes (CAROLAN-OLAH et al., 2015). A
gestacdo é um periodo critico na programacéo do neurodesenvolvimento, por iSso 0
cérebro parece ser particularmente afetado, apesar do desenvolvimento encefalico
nao encerar durante a gestacao (BALE, 2015; CLANCY et al., 2007).

Dados obtidos de estudos epidemioldgicos contribuiram para embasar a
hipétese de DOHaD. Um estudo conduzido por Barker e colaboradores (1989)
demonstrou associagéo entre baixo peso ao nascer e maiores riscos de mortalidade
por doenga coronariana em homens nascidos em Hertfordshire (Inglaterra) entre 1911
e 1930. Para melhor compreender as correlagdes e mecanismos observadas em
populacdes humanas, o uso de modelos animais tem sido fundamental (MCMULLEN
e MOSTYN, 2009). As espécies mais utilizadas sdo os roedores, como ratos e
camundongos, visto que esses modelos oferecem como vantagens o curto tempo de

gestacao e de vida, possibilitando estudos ao longo da vida e nas geracdes seguintes,
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além de custos relativamente baixos (HSU e TAIN, 2021; MCMULLEN e MOSTYN,
2009). Dessa forma, os modelos animais s&o essenciais para compreender 0s
mecanismos bioldgicos envolvidos no desenvolvimento da salude e da doenca e
promover o desenvolvimento de intervencdes para posteriormente implementa-las em
humanos (CHAVATTE-PALMER et al., 2016).

2.3 EXERCICIO MATERNO

O exercicio fisico € indicado em todas as fases da vida, incluindo o periodo
gestacional. Recomenda-se, pelo menos, 150 minutos de atividade fisica semanal de
intensidade moderada para mulheres gravidas que nao apresentam nenhum tipo de
complicacdo na gestacdo (ACOG, 2020). A pratica de exercicios fisicos durante a
gravidez é considerada segura tanto para a mae quando para o feto. Ademais,
diversos beneficios maternos ja foram elucidados em humanos, como menor
incidéncia de ganho de peso gestacional excessivo, diabetes gestacional e distlrbios
hipertensivos (ACOG, 2020; KUSUYAMA et al.,, 2020). Os efeitos do exercicio
materno sobre a saude da prole também vém sendo investigados. Estudos em
humanos demonstraram que o exercicio durante a gestacdo diminuiu o risco de
obesidade nos filhos no inicio da vida (KUSUYAMA et al., 2020). Entretanto, os efeitos
na saude da prole até a idade adulta ndo séo frequentemente avaliados em humanos,
visto que o longo tempo de desenvolvimento dificulta a investigacdo dos efeitos do
exercicio a longo prazo. A partir disso, os modelos animais tém sido utilizados para
investigar as implicacdes do exercicio fisico materno durante a gestacdo na saude
metabdlica da prole em idade adulta (HARRIS et al., 2018). Estudos elucidaram
diversos efeitos positivos na prole, como a melhora no metabolismo da glicose
(HARRIS et al., 2018; STANFORD et al., 2017; WASINSKI et al., 2015), o aumento
da sensibilidade a insulina (CARTER et al., 2013; STANFORD et al., 2015), a melhora
da capacidade antioxidante cerebral (MARCELINO et al., 2013), bem como a melhora
da meméoria da prole, que persiste até a vida adulta do animal (FIDALGO et al., 2013;
KIM et al., 2007; MARCELINO et al., 2016; ROBINSON e BUCCI, 2014). Também foi
demonstrado que o exercicio de natacdo durante a gestacdo promove melhora da
funcdo mitocondrial, evidenciado por aumento na massa mitocondrial e potencial de
membrana, ativagéo da a-cetoglutarato-desidrogenase e da citocromo-c-oxidase, bem
como modulacdo da dindmica mitocondrial via MFN1 e DRP1 na prole (KLEIN et al.,

2018). Um dos aspectos intrigantes € o efeito sexo-dependente de muitas
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intervencdes pré-natais, o que exige a ampliacdo dos estudos de programacao
metabdlica para ambos os sexos (BALE e EPPERSON, 2017).

Atualmente, busca-se entender quais sdo 0os mecanismos celulares pelos quais
0 exercicio fisico exerce seus efeitos benéficos. Dados da literatura sugerem que o
exercicio impacta em alteragcdes no metabolismo e na dindAmica mitocondrial. Durante
0 exercicio ocorre um aumento na producédo de EROs, que tém como principal fonte
a mitocondria. Essas EROs medeiam os efeitos adaptativos do exercicio a partir da
ativacao de vias de sinalizacao celulares, como MAPK, PGC-1a, Nrf2, NFxB, dentre
outras, resultando no aumento das defesas antioxidantes e no numero de
mitocondrias (HE et al., 2016; RADAK et al., 2007; RADAK et al., 2005, RADAK et al.,
2008). Nesse sentido, essas vias de sinalizagdo podem induzir genes com importantes
funcdes cerebrais. Recentemente, Wrann e colaboradores (2015) mostraram que 0s
niveis de BDNF hipocampais sdo aumentados pelo exercicio aerdbico via ativacéo do

PGC-1qa, o qual induz a expresséo de FNDCS5, e esse de BDNF.

2.4 METABOLISMO MITOCONDRIAL

As mitocbndrias sdo organelas multifuncionais que desempenham diversas
funcdes, como regulacdo bioenergética, sinalizacao celular e apoptose (KHACHO et
al., 2019; SCARPULLA et al., 2012). Estruturalmente, as mitocondrias sdo formadas
por uma membrana dupla, com uma membrana externa voltada para o citosol e uma
membrana interna com invaginacdes, conhecidas como cristas, projetadas na matriz
mitocondrial (CHAKRABARTY e CHANDEL, 2022). Localizam-se nas cristas 0s
complexos proteicos que formam a cadeia de transporte de elétrons (CTE) e a ATP
sintase mitocondrial, essenciais para a geracao de ATP por meio da fosforilacéo
oxidativa, consistindo na via celular mais eficiente para sintese de ATP (ESTERAS e
ABRAMOV, 2022). A mitocdéndria € um centro metabodlico fundamental para a
producdo de energia. Diferentes vias metabdlicas derivadas da oxidacdo de
macronutrientes (carboidratos, lipidios e proteinas) convergem para as mitocondrias
(ESTERAS e ABRAMOQV, 2022). Na matriz mitocondrial de células eucarioticas ocorre
o ciclo do acido citrico, também conhecido como ciclo de Krebs, que oxida piruvato
derivado da glicdlise, acidos graxos e aminoacidos e gera intermediarios metabadlicos
e equivalentes redutores (NADH.H* e FADH2). A partir disso, os equivalentes
redutores transferem elétrons para a CTE, criando um fluxo de elétrons que promove

o bombeamento de prétons através da membrana mitocondrial interna, gerando um
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gradiente eletroquimico necessério para produzir ATP por meio da fosforilagdo
oxidativa (CHAKRABARTY e CHANDEL, 2022).

A preservacao da funcé&o mitocondrial € essencial para a viabilidade das células
eucarioticas ao longo da vida. Por isso, diferentes processos estdo envolvidos na
manutencdo da saude mitocondrial, como a biogénese mitocondrial, degradacdo de
mitocondrias danificadas e dinamica mitocondrial, que contempla os processos de
fusdo e fissdo (CHAKRABARTY e CHANDEL, 2022; KHACHO et al.,, 2019). A
biogénese mitocondrial € a geracdo de novas mitocondrias através da replicacéao e
crescimento de mitocondrias ja existentes. Alguns estimulos, como a regulacao
termogénica e o exercicio fisico, induzem a expressao do receptor ativado por
proliferador de peroxissomo-y coativador-1a (PGC-1a), que € o principal regulador da
biogénese mitocondrial. O PGC-1a promove a ativacdo dos fatores respiratorios
nucleares (NRF-1 e NRF-2), levando a expressdo de proteinas mitocondriais
necessarias para a replicagdo do DNA mitocondrial (mtDNA), como o fator de
transcricdo mitocondrial A (TFAM), que se liga a regido promotora e permite o
recrutamento da RNA polimerase mitocondrial, iniciando o processo de replicacédo
(CARDANHO-RAMOS e MORAIS, 2021). A dindmica mitocondrial consiste em dois
mecanismos opostos: a fuséo, caracterizada pela unido de duas mitocondrias em
uma, e a fissdo, caracterizada pela divisdo de uma mitocondria em duas. A fusao
mitocondrial € regulada por proteinas pertencentes a familia das GTPases, as
mitofusina 1 (MFN1) e mitofusina 2 (MFN2), localizadas na membrana mitocondrial
externa, e a proteina de atrofia 6ptica 1 (OPA1), localizada nha membrana mitocondrial
interna. A fissdo mitocondrial é realizada principalmente pela proteina relacionada a
dinamina 1 (DRP1) citosdlica, que se transloca para a membrana mitocondrial externa,
onde se liga aos seus receptores para induzir a fissdo. O local onde € realizada a
fissdo € marcado pelo contato da mitocdndria com o reticulo endoplasmatico, que
desempenha um papel essencial nesse processo (COLLIER et al., 2023;
GIACOMELLO et al., 2020). A desregulacdo da funcdo mitocondrial tem amplas
implicagbes para doencas humanas, incluindo diabetes, insuficiéncia cardiaca e
neurodegeneracdo (SCARPULLA et al., 2012). A partir disso, o equilibrio adequado
entre os processos de fissdo e fusdo € essencial para garantir uma homeostase

mitocondrial.
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mitochondrial-transcription-factor-a
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mitochondrial-transcription-factor-a
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3. JUSTIFICATIVA

De acordo com a literatura, o sobrepeso e a obesidade estdo associados a um
risco aumentado para o desenvolvimento de DCNTSs, o que impacta diretamente na
saude publica. Considerando que o exercicio fisico é reconhecido como uma
estratégia protetora contra diversas condicbes patologicas, buscamos avaliar os
efeitos de longo prazo e transgeracionais do exercicio materno durante o periodo
gestacional sobre o metabolismo mitocondrial e a prevencao da obesidade na prole

de ratas Wistar.

4. OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos neuroadaptativos do exercicio fisico materno durante a
gestacdo sobre o a expressdo génica mitocondrial da prole submetida a uma dieta

obesogénica na idade adulta.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Delinear alteracbes na expressdo de mMRNA de genes relacionados a
biogénese e a dindmica mitocondrial no cerebelo da prole adulta (dia pés-natal 90)
submetida a obesidade por meio de dieta, através de PCR quantitativo em tempo real
(RT-gPCR), visto que o0s mecanismos epigenéticos tém como alvo primario a
transcricdo. Foram selecionados 0s seguintes genes mitocondriais: PGCla, TFAM e
MFN1. Além disso foram utilizados como genes normalizadores: Tubulina alfa 1b
(TUBALB) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os experimentos envolvendo animais seguiram as diretrizes da Lei
Federal n° 11.794/08, que dispbe sobre as condi¢cbes de criacdo e uso de animais
para ensino e pesquisa cientifica, e as Diretrizes do CONCEA (Conselho Nacional de
Controle De Experimentacdo Animal), indicadas pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS). O projeto foi
submetido a avaliagdo da Comissao de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Basicas da
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Saude/UFRGS (COMPESQ/ICBS/UFRGS) e da CEUA/UFRGS, sendo aprovado sob
0 nimero 39441.

5.2 ANIMAIS

Para a execucdo desse projeto de pesquisa foram utilizados ratos Wistar
adultos machos e fémeas (120 dias de vida), além dos filhotes provenientes. Os
animais foram obtidos do Centro de Reproducédo e Experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL) da UFRGS — Porto Alegre/Brasil e alojados no biotério setorial
do Departamento de Bioquimica da UFRGS, sendo mantidos em ciclos claro-escuro
de 12h/12h, a temperatura constante de 22 °C + 1 °C, com acesso a alimento e agua
ad libitum. Apds o nascimento, a prole foi mantida com a mae em caixa individual (41
x 34 x 16 cm) forrada com maravalha até o desmame (dia pds-natal 21). ApGs o
desmame, os animais de mesmo sexo foram mantidos em caixas separadas de suas

maes, com no maximo quatro filhotes por caixa.

5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

As ratas fémeas adultas foram inicialmente divididas em 2 grupos: 1) controle
sedentario e 2) exercicio de natacdo. Para adaptacdo ao ambiente aquatico, o
exercicio de natacao teve inicio 1 semana antes do acasalamento e seguiu durante
todo o periodo de prenhez. Para o acasalamento, os ratos Wistar machos foram
colocados em contato com as fémeas por um periodo de 48h (2 fémeas:1 macho). A
gravidez foi diagnosticada através da presenca de espermatozoides em lavado
vaginal (AKHAVAN et al., 2008). O lavado vaginal foi realizado uma vez ao dia, no
periodo da manha entre 8h e 10h, iniciado no dia posterior a alocacédo das ratas na
caixa com o macho para acasalamento. Os animais foram levados para a sala
experimental, onde a secrecao vaginal foi coletada apés a insercdo da ponta de uma
pipeta de plastico preenchida com 100 pL de soro fisiolégico, que foi eluido e depois
aspirado. O lavado vaginal resultante foi colocado sobre lamina de vidro e analisado
em microscopia otica. O dia em que foram encontrados espermatozoides no lavado
vaginal foi considerado o dia gestacional zero (DGO). As ratas gestantes foram
mantidas em grupos de 3 animais por caixa (41 x 34 x 16cm) até o DG20, quando
foram acomodadas individualmente para o parto e observadas pela manha e pela
tarde até o nascimento dos filhotes. O dia correspondente ao nascimento da prole foi
definido como dia pés-natal zero (DPNO). As ninhadas foram padronizadas em 8
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filhotes (4 machos e 4 fémeas) e permaneceram com a mae até o dia de desmame
(DPN21), sendo posteriormente mantidos em grupos de 4 animais por caixa,
separados por sexo, até o final do experimento. Os animais excedentes foram
eutanasiados com sobredose anestésica (isoflurano, 4-5% em 500 mL O32), seguida
de decapitacdo por guilhotina para confirmar a morte do animal. A eutandsia dos
neonatos foi realizada utilizando-se uma tesoura afiada. Os animais foram alocados
em suas caixas em sala anexa até o momento em que foram levados a sala de
eutanasia para realizacdo do procedimento. A guilhotina utilizada € construida para a
eutanasia de roedores, afiada e com manutencdo adequada. Os alunos que
realizaram esse procedimento tém treinamento para a realizacdo da eutanasia em

guilhotina.

5.4 PROTOCOLO DE EXERCICIO MATERNO

O protocolo de exercicio fisico ao qual foram submetidos os animais foi
previamente desenvolvido em nosso laboratério (MARCELINO et al., 2013), tendo
sido adaptado de modelos descritos na literatura (AKHAVAN et al., 2008; LEE et al.,
2006). O aparato consiste em um tanque com 90 cm de altura e 30 cm de diametro,
que foi preenchido com agua a 32 °C a uma profundidade de 60 cm. As ratas foram
divididas em 2 grupos: 1) controle sedentario e 2) exercicio de natacdo. O protocolo
de natacéo iniciou 1 semana antes do acasalamento e seguiu durante toda a prenhez,
sendo realizado 5 vezes/semana, durante um periodo de 30 minutos/dia (Figura 1A).
Ap0s a natacao, os animais foram gentilmente retirados do tanque e secos com toalha
macia antes de retornar a caixa moradia. O grupo controle também foi submetido ao
ambiente aquatico, as ratas foram colocadas no aquario e imediatamente retiradas,

secas e acomodadas em sua caixa moradia.

5.5 MODELO DE OBESIDADE INDUZIDO POR DIETA

A prole dos diferentes grupos maternos foi subdividida em 4 grupos: 1) controle,
2) exercicio materno, 3) dieta obesogénica e 4) exercicio materno + dieta obesogénica
(Tabela 1). Os animais pertencentes aos grupos 1 e 2 receberam dieta padréo do
biotério (20,8% de proteinas, 9,4% de lipidios e 69,8% de carboidratos) ad libitum. Os
animais pertencentes aos grupos 3 e 4 receberam dieta com alto teor de gordura
associada a uma solucéo de sacarose (14,8% de proteinas, 58,7% de lipidios e 26,5%
de carboidratos) ad libitum, do DPN21 ao DPN90 (Figura 1B). Os animais foram
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pesados semanalmente. No DPN90, foram eutanasiados apos jejum de 12 horas por
decapitagcdo em guilhotina. Amostras de cerebelo foram coletadas, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a realizacdo dos
ensaios. Tendo em vista que o0 uso de anestésicos pode levar a alteracdes
bioquimicas (RIGOULET et al., 1996; VENANCIO et al., 2015), os animais utilizados
no projeto foram eutanasiados sem o uso de anestésico como forma de prevenir

quaisquer alteracfes que possam afetar os resultados provenientes do estudo.

Tabela 1. Grupos experimentais e suas respectivas variaveis experimentais.

Grupos Exercicio Fisico Dieta
Materno Obesogénica
Prole
1) Controle N&o N&o
2) Exercicio materno Sim Néao
3) Dieta obesogénica Nao Sim
4) Exercicio materno + dieta obesogénica  Sim Sim

A) Desenho experimental - Maes

Acasalamento Parto
Dia | Adaptagao 4 Prenhez |
gestacional |
-7 0 21

| |
" Exercicio de natagao: 30 min/dia, 5 dias/semana !

B) Desenho experimental - Prole

Desmame Eutanasia
Nascimento ‘ T T
0 21 90

| |
I Dieta obesogénica |

Figura 1: Desenho experimental
5.6 REAGENTES

Os reagentes utilizados para as técnicas descritas a seguir foram adquiridos de

empresas especializadas, tais como a Thermo Fischer Scientific® (Waltham,
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Massachusetts, USA), Promega® (Madison, Wisconsin, USA) e Sigma-Aldrich/Merck
(Darmstadt, Alemanha).

5.7 ENSAIOS BIOQUIMICOS
5.7.1 RT-qPCR

O RNA tecidual foi isolado utilizando o reagente Trizol (Thermo Fischer
Scientific®), de acordo com as instru¢des do fabricante e a pureza e quantificacdo dos
RNAs extraidos foram determinadas por espectrofotometria. A sintese de cDNA foi
realizada utilizado o Kit GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega®) a partir de 2
ug de RNA, de acordo com as instrucdes do fabricante. O cDNA foi diluido 200x e 4
uL utilizado nas reacdes de g-PCR.

As reacOes de (g-PCR foram realizadas no equipamento StepOnePlus™
(Applied Biosystems) utilizando o kit GoTaq® gPCR (Promega). O volume total de
cada reacdao foi de 20 uL contendo 1X GoTaq® qPCR Master Mix com BRYT Green®
Dye, 300 nM de CXR Reference Dye, 200 nM de cada primer (senso e antisenso) e 4
uL de cDNA diluido 200X. As reac6es ocorreram por 2 min a 95 °C seguido por 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. As curvas de dissociacdo foram
registradas apos os 40 ciclos para avaliacao da especificidade dos primers. Todas as
reacOes foram realizadas em triplicata técnica.

Foi avaliada a expresséao dos genes PGC1a, TFAM, MFN1, TUBA1B e GAPDH,
sendo os dois ultimos selecionados como genes normalizadores. A sequéncia dos
primers utilizados para amplificacdo dos genes selecionados estéo listados na tabela
2. Para determinacéo dos genes de referéncia foi utilizado o software RefFinder, que
tem a implementacdo dos quatro principais métodos atualmente utilizados para
selecdo de genes normalizadores: geNorm, NormFinder, BestKeeper e 0 método
comparativo ACt. Os calculos de expressao relativa de cada gene foram feitos pelo
método 222t (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 2: Sequéncia de primers para amplificacdo dos genes

Genes Sequéncia de primers (5'- 3)

1) PGC1a (forward) GTGCAGCCAAGACTCTGTATGG
2) PGC1a (reverse) GTCCAGGTCATTCACATCAAGTTC
3) TFAM (forward) GCCTGTCAGCCTTATCTGTATT

4) TFAM (reverse) TGCATCTGGGTGTTTAGCTTTA

5) MFNL1 (forward) GGAGGGAACTGATGGAGATAAAG
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6) MFN1 (reverse) TGTACCTGGGCTGTCTACTAA

7) TUBA1B (forward) GACCTGGAACCCACAGTTATT

8) TUBALB (reverse) CTCCTTGCCAATGGTGTAGT

9) GAPDH (forward) CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA
10) GAPDH (reverse) GGCATGGACTGTGGTCATGA

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados relacionados aos parametros morfométricos foram analisados
pelo teste t-Student e ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey. Os
resultados relacionados ao RT-gPCR foram analisados pela ANOVA de uma via,
seguida do teste de Bonferroni. Os dados foram avaliados pelo programa GraphPad
Prism 9.0. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.
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