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RESUMO

A gestacdo é um periodo fundamental do desenvolvimento fetal. Diversos estudos
demonstram que o ambiente intrauterino, ao qual o feto € exposto, pode causar
modulacdes benéficas ao organismo da prole. Assim, de acordo com o conceito das
Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca, o desenvolvimento de diversas
doencas, ao longo da vida, tem como origem alteragbes causadas durante o periodo
intrauterino. Considerando que existem evidéncias de que o exercicio fisico materno
durante a gestacdo é capaz de causar alteragdes benéficas no organismo da prole,
o objetivo desse estudo foi avaliar o desenvolvimento pds-natal (neuromotor e
anatdbmico), bem como a funcdo mitocondrial e o0 estado redox no musculo
esquelético da prole. Para tanto, ratas Wistar adultas foram divididas em 3 grupos
distintos: (1) sedentério, (2) exercicio e (3) exercicio com sobrecarga (2% peso
corporal). Os grupos exercitados realizaram exercicio de natacdo 30 min/dia, 5
dias/semana, iniciando uma semana antes do acasalamento até o final do periodo
gestacional. Avaliamos na prole o desenvolvimento neuromotor através dos testes
de endireitamento de superficie, geotaxia negativa, aversao a queda e suspensao
em barra, bem como o desenvolvimento anatdmico através da avaliacdo do peso,
dia de abertura dos olhos e ouvido externo, aparecimento dos dentes incisivos
superiores, desenvolvimento do pelo nos filhotes machos e fémas. Também
avaliamos o conteudo e a funcdo mitocondrial e o estado redox, por meio da
avaliacdo de defesas antioxidantes, bem como niveis de oxidantes e dano a
proteinas na prole com 60 dias de vida. Nossos resultados ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas para nenhum dos parametros
neuromotores e anatdmicos avaliados na prole. Por outro lado, para o contetdo e a
funcdo mitocondrial, foi demonstrado um aumento nos machos e fémeas, prole das
ratas exercitadas com sobrecarga. Também observamos diferencas sexo-
dependentes no estado redox entre machos e fémeas prole das ratas exercitadas
com sobrecarga durante a gestacdo. Em conclusdo, o exercicio fisico em
intensidade moderada, realizado durante a gestacdo, ndo acelera nem retarda o
desenvolvimento anatébmico e motor da prole. Todavia, o exercicio fisico em
intensidade moderada durante a gestacdo aumenta o conteudo e a atividade
mitocondrial diferentemente entre machos e fémeas, além de modular de maneira
sexo-dependente o estado redox muscular da prole. Esses dados reforcam a
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importancia de realizacdo de exercicio fisico antes e durante a gestagéo, a fim de
trazer beneficios a prole.



ABSTRACT

Pregnancy is an important developmental period to the fetus. In accordance to the
Developmental Origins of Health and Disease, the development of several diseases
throughout offspring life originates by alterations during the intrauterine period.
Considering that evidence suggests that maternal exercise during pregnancy can
modulate the offspring organism in a beneficial way, our aim was to evaluate the
post-natal neuro and anatomical development, the mitochondrial function and
content, as well as the redox status on the adult offspring skeletal muscle. Adult
female Wistar rats were divided into three groups: (1) sedentary, (2) exercise, and (3)
overload exercise group (addiction of 2% corporal weight load). The exercised
groups swam 30 mins/day, 5 days/week, one week before and throughout the
pregnancy. We evaluated the neuromotor development through the surfacing
righting, negative geotaxis, cliff avoidance and bar holding tests, so as the
anatomical development through the evaluation of the weight, eyes opening day,
pinna detachment, superior incisors eruption and fur development on male and
female offspring. We also evaluated the mitochondrial function and content, and the
redox status by antioxidant profile, total oxidant levels and protein damage. We
observed no statistically differences between the groups or between sex in any of the
neuromotor and physical landmark observations. Concerning to the mitochondrial
function and content, we observed an improvement in the male and female pups
born from overload exercised mothers. In addition, we also observed sex-dependent
modulations in the redox status between male and female pups born from overload
exercised mothers. In conclusion, moderate intensity exercise during pregnancy do
not accelerate or delay neuromotor and anatomical development on the offspring. On
the other hand, physical exercise during pregnancy increased mitochondrial content
and function in the skeletal muscle, and modulated the redox status on the offspring
in a sex-dependent way. Our date reinforces the importance of maternal exercise,

bringing health benefits to the next generation.



LISTA DE ABREVIATURAS

ATP - Adenosina trifosfato
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1. INTRODUCAO
1.1. EXERCICIO FiSICO AEROBICO E MUSCULO ESQUELETICO

Cerca de 40% do nosso peso corporal corresponde a musculatura
esquelética. Além disso, 20 a 30% de nosso gasto energético em repouso é
atribuido a esse tecido e esse gasto sobe para 90% quando realizamos algum tipo
de exercicio fisico (MIKOVIC e LAMON, 2018). Ap6s uma refeicao, cerca de 50% da
glicose é captada pelo musculo esquelético, além do mesmo possuir capacidade
quatro vezes maior que o figado em armazenar glicogénio (EGAN e ZIERATH, 2013;
MIKOVIC e LAMON, 2018). A literatura vem gradualmente ampliando e fortalecendo
a importancia desse tecido para a saude e prevencao de diversas doencas (BAYOL,
BRUCE e WADLEY, 2014; PATTANAKUHAR et al., 2017). Além disso, os musculos
séo o alvo principal do exercicio fisico e das adaptacdes decorrentes dele (VINA et
al., 2012). Assim sendo, diversos estudos ja demonstraram efeitos benéficos do
exercicio sobre o metabolismo, como diminuicdo da resisténcia a insulina, melhora
na tolerancia a glicose e na capacidade de armazenamento de nutrientes. Esses
efeitos, de uma forma ou de outra, estdo intrinsecamente relacionados ao musculo,
evidenciando sua importancia para a saude e para o metabolismo de diversos
tecidos (BAYOL, BRUCE e WADLEY, 2014; HUGHES, ELLEFSEN e BAAR, 2018;
MIKOVIC e LAMON, 2018).

A musculatura esquelética de mamiferos é composta principalmente por dois
tipos de fibras musculares: as fibras dos tipos | e Il, classificadas a partir de suas
caracteristicas contrateis (BLAAUW, SCHIAFFINO e REGGIANI, 2013;
PATTANAKUHAR et al., 2017). As caracteristicas metabdlicas e contrateis
coincidem, sendo as fibras do tipo | predominantemente oxidativas (maior conteudo

de mioglobina e mitocéndrias) e de contracédo lenta (baixa atividade ATPasica da
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miosina), enquanto as fibras do tipo Il sdo predominantemente glicoliticas (menor
conteudo de mioglobina e mitocéndrias) e de contracdo rapida (alta atividade
ATPasica da miosina) (EGAN e ZIERATH, 2013; PATTANAKUHAR et al., 2017).
Existem também subclassificacdes para os tipos de fibras, classificadas como IIx e
lla, além de uma forma llb encontrada principalmente em roedores. As fibras do tipo
lIx e llb sdo predominantemente glicoliticas, enquanto fibras lla sdo intermediarias
(apresentando caracteristicas tanto oxidativas como glicoliticas em proporcdes
similares) (EGAN e ZIERATH, 2013; PATTANAKUHAR et al., 2017). Outra forma de
classificar os tipos de fibra considera a composicao proteica das mesmas, avaliando
as propriedades contrateis da cadeia pesada da miosina (MHC do inglés myosin
heavy chain), que séo classificadas de forma similar as apresentadas anteriormente
em tipos | (MHCI) e Il (MHCII, MHCIlIx e MHCIla) presentes em fibras do tipo |
(oxidativas) e Il (glicoliticas), respectivamente (EGAN e ZIERATH, 2013). A maior
parte dos musculos de nosso corpo possui todos os tipos de fibras, porém, em
diferentes proporcdes (ZIERATH e HAWLEY, 2004), sendo possivel atribuir a um
musculo ou grupamento muscular caracteristicas predominantemente oxidativas ou
glicoliticas.

A musculatura esquelética € um tecido altamente plastico e pode adaptar-se
diferentemente dependendo da modalidade praticada, da intensidade, do volume, da
disponibilidade de substratos e, até mesmo, sobre circunstancias patolégicas (EGAN
e ZIERATH, 2013; HUGHES, ELLEFSEN e BAAR, 2018; PATTANAKUHAR et al.,
2017; ZIERATH e HAWLEY, 2004). De forma genérica, os exercicios fisicos podem
ser categorizados como aerobicos/endurance e resistidos/forca (EGAN e ZIERATH,
2013). Os exercicios aeroObicos geralmente sdo realizados de forma continua e

duracéo prolongada, ao passo que os exercicios resistidos/forca sédo realizados de
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forma intermitente, com menor duracdo (EGAN e ZIERATH, 2013; HUGHES,
ELLEFSEN e BAAR, 2018). Apesar de serem simples e de a literatura apresentar
excecOes as caracteristicas citadas, essa classificacdo consegue nos dar subsidio
suficiente para discutirmos as adaptac6es no musculo esquelético como resposta ao
exercicio aerobico

Os exercicios aerobicos tém como principal caracteristica um maior consumo
de oxigénio durante e apds sua realizacdo, em decorréncia da predominancia do
metabolismo oxidativo mitocondrial (EGAN e ZIERATH, 2013). Por esse motivo, 0s
principais efeitos adaptativos desse tipo de exercicio sdo a melhora da capacidade
cardiorrespiratérial e a biogénese mitocondrial?, extensivamente reportados em
diversos estudos (HUGHES, ELLEFSEN e BAAR, 2018; JORNAYVAZ e SHULMAN,
2010; LAAKSONEN et al., 2002). A mitocondria € um componente fundamental e
principal responséavel pela capacidade oxidativa celular (CAMPS et al., 2016). Dessa
forma, tanto o conteudo quanto a funcdo mitocondrial, aumentados pelos exercicios
aerébicos, implicam diretamente na capacidade da célula em produzir ATP e,
consequentemente, de exercer suas funcbes. Além disso, a diminuicdo da
capacidade cardiorrespiratéria e a disfungcdo mitocondrial sdo parametros
comumente encontrados em diversas doencas nao comunicaveis, como a
obesidade, diabete mellitus tipo 2 e doencas cardiovasculares (CAMPS et al., 2016;
HERNANDEZ-AGUILERA et al., 2013; JORNAYVAZ e SHULMAN, 2010;
LAAKSONEN et al., 2002; MYERS et al., 2004). Esses dados reforcam a importancia

dos efeitos adaptativos decorrentes dos exercicios aerébicos, tanto para a

1 Capacidade cardiorrespiratoria é definida como a capacidade do individuo em captar, transportar e
utilizar oxigénio, em uma acao conjunta do sistema cardiovascular e musculo esquelético (HUGHES,
ELLEFSEN e BAAR, 2018).

2 Biogénese mitocondrial é caracterizada como o aumento da massa e do conteddo mitocondrial
(JORNAYVAZ e SHULMAN, 2010).
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manutencdo da saude quanto para a prevencao no desenvolvimento de doencas

relacionadas ao metabolismo.

1.2.ESTADO REDOX E MITOCONDRIA

O oxigénio é um gés fundamental para a vida, sendo necessério a todos os
animais para produgdo de ATP na mitocondria (HALLIWELL, 2006;
KALYANARAMAN, 2013). Por sua vez, a mitocéndria € responsavel pela utilizagdo
de cerca de 80% do O2 que absorvemos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). No
metabolismo energético, as reacbes de oxidorreducdo S&80 necessarias para
transferir elétrons de compostos mais reduzidos para as coenzimas nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD") e flavina adenina dinucleotideo (FAD). Assim, em seu
estado reduzido, essas coenzimas sao as principais doadoras de elétrons para o
sistema de transporte de elétrons mitocondrial (STEM), que as utiliza para criar um
fluxo de elétrons, que possibilita o bombeamento de prétons do espaco
intermembranas para a membrana mitocondrial interna, ressintetizando ATP. Nesse
processo, é natural que aconteca o vazamento de elétrons que, por sua vez, podem
reagir com o Oz e formar espécies reativas de oxigénio (ERO). Devido a estrutura
quimica do Oz que, por possuir dois elétrons desemparelhados em sua camada de
valéncia mais externa, tem a sua reacdo facilitada com os elétrons vazados e
também com outras espécies reativas, o que pode causar dano a diversas
biomoléculas, como lipideos, proteinas e acidos nucleicos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015).

As espécies reativas (ERs), segundo Halliwell e Gutteridge (2015), podem ser
divididas como radicais livres ou nao radicais, capazes de existir de forma

independente contendo um ou mais elétrons desemparelhados e, que podem ser



derivados de diversas fontes, como oxigénio, nitrogénio, bromo e cromo, por
exemplo.

As principais ERO sao o anion superoxido (O2), peréxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxil ("fOH) e podem ser produzidas em diversos
compartimentos intracelulares, como a propria mitocéndria, reticulo endoplasmatico
e 0s peroxissomos, por exemplo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). O Oz, por
sua vez, é formado a partir da redugédo do O2, principalmente no STEM, ou por
reacOes catalisadas por enzimas como as NADPH-oxidases, xantina-oxidases, NOS-
sintases, e diversos outros agentes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Além
disso, o O2™ possui uma meia vida curta e ndo consegue ultrapassar membranas,
podendo entdo reagir com outras biomoléculas e ERs (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). J4 o H202 é principalmente formado a partir do Oz pela
reacao catalisada pela superoxido-dismutase (SOD) e possui meia vida mais longa
comparada ao Oz, sendo mais estavel. Poréem, o H202 tem a capacidade de
atravessar membranas, e também de reagir com ions de metal como Fe?* ou Cu*, na
reacdo de Fenton e formar ‘OH que, por sua vez, € potencialmente o mais danoso
entre as ERO citadas, dada sua meia vida curta, além de ndo possuir nenhuma
defesa antioxidante enzimatica para neutraliza-la (KALYANARAMAN, 2013).

Esta bem estabelecido que os oxidantes podem causar dano a diversas
biomoléculas, como lipideos, aminoacidos e &acidos nucleicos (KALYANARAMAN,
2013; POWERS, RADAK e JI, 2016; VINA et al., 2000). Ha, aproximadamente,
quatro décadas foi definido, pela primeira vez, o conceito de “estresse oxidativo”,
definido como “uma perturbacdo no balanco entre a produgao e neutralizagdo dos
oxidantes, em favor dos oxidantes” (POWERS, RADAK e JI, 2016; SIES, 2015).

Entretanto, com o avanco das pesquisas, esse conceito foi evoluindo e hoje é
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definido como “um desequilibrio entre a produg¢ao e a neutralizagédo dos oxidantes,
em favor dos oxidantes, que leva a uma perturbacéo na sinalizacéo redox, causando
dano a célula” (POWERS, RADAK e Jl, 2016; SIES, 2015). Atualmente, o “estresse
oxidativo” pode ser configurado quando o desequilibrio entre a producdo e a
neutralizacdo é capaz de produzir danos a célula, diferentemente da primeira
definicdo. Assim, para que ndo haja dano proveniente dos oxidantes é necessario
um sistema que mantenha a homeostase, e isso € realizado por meio de defesas
antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. Essas possuem a capacidade de
neutralizar ou diminuir a reatividade dos oxidantes, doando elétrons (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). Entre as defesas enzimaticas, podemos citar a enzima SOD,
encontrada em diferentes isoformas: a MnSOD (presente na matriz mitocondrial), a
CuzZnSOD (presente no citoplasma) e também a EcSOD (presente no espaco
extracelular); a catalase (CAT), presente em grandes quantidades nos peroxissomos
e a glutationa-peroxidase (GPx), que contém mais de oito isoformas distribuidas em
diversos compartimentos celulares (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Ja entre as
defesas antioxidantes n&o enzimaticas, podemos citar como principal fonte
enddgena a glutationa reduzida (GSH), que tem a capacidade de reduzir o "OH e
também participar de diversas reagfes catalisadas por enzimas antioxidantes
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

A SOD tem como funcéo catalisar a reacdo de dismutacdo do O2"-, formando
H202 e O2. Ja a CAT e a GPx tém como func¢do a decomposicdo do H202 em H20.
Porém, a GPx utiliza GSH em sua reacao, liberando GSSG, forma oxidada da GSH
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; POWERS et al., 2011). Outra enzima gue esta
abundantemente expressa no musculo esquelético é a enzima glioxalase | (GLOI),

que faz parte do sistema das glioxalases (MEY e HAUS, 2018). Todavia, a GLOI ndo
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atua sobre oxidantes, mas sobre o hemitioacetal, formado a partir da reacdo da GSH
com o metilglioxal (MG) que, por sua vez, € formado espontaneamente a partir de
intermediarios glicoliticos, como a gliceraldeido-3-fosfato e alternativamente através
da peroxidacéo lipidica (MEY e HAUS, 2018; THORNALLEY, 2003). O MG é um
conhecido precursor de produtos de glicacdo avangados (AGEs, do inglés advanced
glycation endproducts), capaz de modificar proteinas e nucleotideos e induzir a
producdo de ROS (DISTLER e PALMER, 2012; MEY e HAUS, 2018). Assim, o
sistema das glioxalases atua destoxificando o0 MG em um subproduto mais estavel,
evitando possiveis danos a biomoléculas (DISTLER e PALMER, 2012; MEY e
HAUS, 2018; THORNALLEY, 2003).

E sabido que o exercicio fisico aumenta a producéo de ROS pela mitocondria
e que esses oxidantes produzidos podem causar danos celulares induzindo estresse
oxidativo (POWERS et al., 2011; VINA et al., 2000). Porém, nas Ultimas décadas,
diversos estudos demonstraram que as ROS desempenham um papel importante na
sinalizacdo celular, induzindo modulac¢des benéficas como o aumento da expressao
de defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas em diversos tecidos, bem
como estimulando a biogénese mitocondrial (JORNAYVAZ e SHULMAN, 2010;
MARCELINO et al., 2013; STONE et al., 2019; VINA et al., 2012). Assim, o0 aumento
da producdo de ROS induzido pelo exercicio sdo tidas como as responsaveis por
diversos efeitos adaptativos do mesmo, 0 que nos sugere um excelente tépico de
investigacdo acerca do estado redox, dado o fato de que estudos ja demonstraram
que o exercicio materno durante a gestacdo foi capaz de modular as defesas

antioxidantes e a biogénese mitocondrial da prole (MARCELINO et al., 2013).

1.3. EXERCICIO FiSICO DURANTE A GESTACAO E AS ORIGENS
DESENVOLVIMENTISTAS DA SAUDE E DA DOENCA
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A prética sistematica de exercicios fisicos traz uma série de beneficios a seus
praticantes, independentemente da populacdo, sejam eles diabéticos, hipertensos,
ou individuos em condic@es fisioldgicas normais. A realizacdo de exercicios fisicos
por gestantes ndo foge a essa prerrogativa. Segundo as recomendac¢des do
American College of Sports Medicine (2017) e do European Guidelines on
cardiovascular prevention in clinical practice (2016), é indicada a realizacdo de pelo
menos 30 minutos de exercicios diarios para que as gestantes venham a se valer
dos efeitos benéficos da pratica regular de exercicio fisico. Sendo essas
recomendacdes passiveis de serem estendidas para gestantes que ndo possuam
complicacBes médicas graves (COMMITTEE ON OBSTETRIC, 2015).

Esta bem estabelecido que o exercicio fisico aerébico em intensidade leve a
moderada, praticado durante a gestacdo, € seguro e indicado para as gestantes.
Diversos beneficios decorrentes da pratica sistematica de exercicios durante a
gestacdo foram evidenciados, tais como a prevencdo do desenvolvimento de
diabetes gestacional, pré-eclampsia e hipertensdo, bem como o auxilio no controle
de ganho de peso durante o periodo de gestacao, visto que um aumento excessivo
de peso pode resultar em problemas obstétricos e influenciar no desenvolvimento do
feto (COMMITTEE ON OBSTETRIC, 2015; FERRARO, GAUDET e ADAMO, 2012;
MOYER et al., 2016; SCHLUSSEL et al., 2008).

De acordo com o conceito das Origens Desenvolvimentistas da Saude e da
Doenca (DOHaD, do inglés Developmental Origins of Health and Disease), o
desenvolvimento de diversas doencas ao longo da vida tem como origem alteracdes
causadas durante o periodo intrauterino. Essas alteracdes sao diretamente
influenciadas por variaveis, como ambiente, estilo de vida da mé&e, bem como seus

aspectos fisiologicos, podendo alterar a suscetibilidade da prole ao desenvolvimento
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de doencas, causando alteracbes e adaptacbes que podem perdurar até a vida
adulta (BALE et al., 2010; BHARATHI et al. 2012; BLAIZE et al. 2015; ECLARINAL
et al., 2016; MARCELINO et al., 2013; MCCLOSKEY et al. 2016).

Como mencionado anteriormente, a melhora da capacidade oxidativa e
biogénese mitocondrial sdo efeitos conhecidos do exercicio aerébico sobre a
musculatura esquelética (LAAKSONEN et al., 2002; LANDEN et al., 2019). Nesse
sentido, um estudo realizado por AMORIM et al. (2009) demonstrou que ratas
prénhes que se exercitaram, submetidas ou ndo a dieta hipoproteica durante a
gestacdo, tiveram um aumento na capacidade  cardiorrespiratoria,
independentemente da dieta. Além disso, foi também constatado que a prole das
ratas exercitadas e submetidas a dieta foram protegidas dos efeitos deletérios da
mesma. Assim, esses dados demonstram que mesmo durante a gestacdo o
exercicio pode causar efeitos benéficos na musculatura esquelética e aumentar a
capacidade oxidativa muscular das gestantes, além de proteger a prole dos
maleficios decorrentes da dieta.

Em uma revisdao, CLAPP (2006) também aponta que o exercicio fisico
realizado em intensidade moderada durante o periodo gestacional melhora o
desenvolvimento da placenta e que essa melhora afeta positivamente o
desenvolvimento do feto. Em outro estudo, CLAPP et al. (2000) evidenciaram que
filhos de maes que se exercitaram durante a gestacdo nasceram maiores e mais
pesados, além de possuirem maior propor¢cdo de massa magra que filhos de maes
gue nado se exercitaram durante a gravidez. Juntos, esses achados indicam que ha
uma melhora no desenvolvimento intrauterino do feto como efeito do exercicio fisico
realizado pela méae. Além disso, outros estudos ja mostraram que o exercicio fisico

materno durante a gestacao previne nascimentos prematuros e o baixo peso ao
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nascer, ambos fatores influenciam diretamente a saude, a sobrevivéncia e o
desenvolvimento dos neonatos (PAPALIA e FELDMAN, 2012; TAKITO e BENICIO,
2010).

Além do mais, tem aumentado expressivamente o numero de estudos
demonstrando os efeitos benéficos do exercicio fisico materno durante a gestacao
sobre a saude da prole. Diversos efeitos benéficos do exercicio materno sao
pronunciados nos filhos, como efeitos cognitivos, funcionais, metabdlicos e
morfologicos, verificados desde o periodo neonatal até a vida adulta dos mesmos
(AKHAVAN et al., 2008; CLAPP et al., 2000; LEMOYNE et al., 2012; MARCELINO et
al., 2013; PARIZKOVA, 2017).

Diversos estudos demonstram que o exercicio materno realizado durante a
gestacdo modula o desenvolvimento cerebral da prole. Em estudos anteriores de
nosso grupo de pesquisa, demonstramos que filhotes de ratas exercitadas durante a
gestacdo possuem melhores defesas antioxidantes em diversas regifes do encéfalo
(MARCELINO et al., 2013). Além de maior densidade mitocondrial aos sete dias de
vida, o que confere maior neuroprotecdo e maior capacidade oxidativa no encéfalo
da prole (MARCELINO et al., 2013). Além do mais, outros estudos ja mostraram
maior neurogénese hipocampal, maiores niveis de fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF), bem como maior capacidade de memodria e aprendizado na prole
de ratas exercitadas durante a gestacdo (AKHAVAN et al., 2008; AKHAVAN et al.,
2013; LEE et al., 2006). Outros estudos demonstram que o exercicio realizado pela
mae durante a gestacao protege a prole contra diversos insultos ao longo da vida.
Nesse sentido, ja foi demonstrado maior resisténcia contra o desenvolvimento de
obesidade, Doenca de Alzheimer, resisténcia a insulina, danos oxidativos, além de

protecdo contra atrasos no desenvolvimento neuromotor (FALCAO-TEBAS et al.,
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2011; GIRIKO et al., 2013; HERRING et al., 2012; KLEIN et al., 2019; MENDES-DA-
SILVA et al., 2014; WASINSKI et al., 2015).

Entretanto, estudos diretamente relacionados aos efeitos do exercicio
materno sobre a musculatura esquelética e o desenvolvimento neuromotor da prole,
ambos focos de nosso trabalho, ainda s&o substancialmente escassos. Todavia,
existem algumas evidéncias em estudos clinicos que demonstram que o0 exercicio
fisico materno afeta positivamente o desenvolvimento neuromotor, cognitivo e
morfologico dos filhos. Esses estudos evidenciam que os filhos de mées exercitadas
nascem maiores, porém mais leves e com menor percentual de gordura que filhos
de maes sedentarias, o que denota um melhor desenvolvimento intrauterino dos
mesmos (CLAPP, 1996). Ainda, outros estudos mostram que os filhos tém melhor
desenvolvimento morfométrico e neuromotor, além de apresentarem melhores
resultados em testes que avaliam a inteligéncia geral e a linguagem oral, o que
demonstra um melhor desenvolvimento cerebral dos mesmos (CLAPP, 1996;
CLAPP 1998; CLAPP, LOPES e HARCAR-SEVIK, 1999). Além disso, em outro
estudo prévio de nosso grupo de pesquisa, demonstramos que a prole de ratas
exercitadas durante a gestacdo alcanca o estagio mais maduro de locomocdo mais
rapidamente do que a prole de ratas sedentarias durante o periodo gestacional
(KLEIN et al., 2018).

Em conjunto, esses dados evidenciam o exercicio fisico como potencial
ferramenta de intervencao terapéutica durante o periodo gestacional, capaz de
causar diversas modulacdes benéficas ndo somente nas gestantes mas também em
seus filhos. Contudo, estudos que buscam avaliar o musculo esquelético da prole de
ratas exercitadas sado escassos, dessa forma, pouco se sabe sobre os efeitos do

exercicio materno sobre a capacidade oxidativa muscular da prole, bem como sobre
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0 estado redox no musculo dos mesmos. Além disso, a literatura é ainda muito mais
escassa em relacdo a dados dos efeitos do exercicio materno entre os machos e
fémeas da prole, dado o fato de que a maioria dos estudos meédicos e sobre
exercicio sdo conduzidos somente em machos, o que gera uma profunda lacuna

nessas areas do conhecimento (COSTELLO, BIEUZEN e BLEAKLEY, 2014).

1.4. DESENVOLVIMENTO MOTOR NO PERIODO NEONATAL

Outros parametros que influenciam a saude e o desenvolvimento da prole é a
ontogenia dos reflexos neuromotores e o desenvolvimento fisico anatémico da prole.
A ontogenia do desenvolvimento, tanto anatdmico como neuromotor, sofre a
influéncia da hereditariedade e do ambiente, ou seja, de tragos inatos e adquiridos
dos pais bioldgicos e também fortemente influenciados pelo ambiente a qual o
organismo foi exposto, mesmo durante a fase intrauterina, de forma indireta, pela
mae e seus habitos de vida (PAPALIA e FELDMAN, 2012; MOYER et al., 2016).
Uma forma de acessar o neurodesenvolvimento no periodo neonatal da prole, é
através da andlise da ontogenia dos reflexos neuromotores e de aspectos fisicos
anatbmicos que, segundo De Castro (1995) e De Castro et al. (2007), séo
considerados como sensiveis biomarcadores do neurodesenvolvimento.

Segundo Papalia e Feldman (2012), o estudo sobre o desenvolvimento
humano se da em trés aspectos: fisico, cognitivo e psicossocial. Em sintese, o
aspecto fisico engloba o crescimento do corpo e dos 6rgédos, bem como suas
capacidades sensoriais e motoras. O cognitivo trata da aprendizagem, da memoria,
da linguagem, do raciocinio e da criatividade, ja o psicossocial trata das emocoes,
da personalidade e das relagcbes pessoais (PAPALIA e FELDMAN, 2012). Além
disso, é importante ressaltar que todos os aspectos oferecem influéncia uns sobre

0S outros, tornando o desenvolvimento um processo complexo e dindmico (PAPALIA
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e FELDMAN, 2012). Contudo, trataremos nesta parte com maior exclusividade sobre
o desenvolvimento fisico, que engloba tanto o desenvolvimento anatémico como o
neuromotor.

O desenvolvimento fisico anatdbmico pode ser dividido em periodos de faixa
etaria, que vao desde a vida intrauterina até a vida adulta tardia (PAPALIA e
FELDMAN, 2012). J4 o desenvolvimento neuromotor, segundo Gallahue, Ozmun e
Goodway (2013), sdo divididos por fases ou estagios de desenvolvimento, definidos
a partir de alteracbes no comportamento motor dos individuos, resumidos e
exemplificados na figura 1.

Contudo, nosso estudo foi conduzido em roedores e o0s estagios de
desenvolvimento propostos anteriormente ndo conseguem ser relacionados em sua
totalidade com o desenvolvimento fisico dos roedores. Assim sendo, o
desenvolvimento neuromotor de ratos compreende trés estagios avaliados a partir
de seu comportamento motor (ALTMAN E SUDARSHAN, 1975). O primeiro estagio
€ chamado de pivo (pivoting). Nesse estagio, 0 animal somente consegue realizar
movimentos em torno do préprio eixo, girando. Esse comportamento € inicialmente e
mais comumente observado do dia pds-natal 2 ao 7 (PN2-PN7). O segundo estagio
€ caracterizado pelo rastejar (crawling). Esse estagio se desenvolve a medida que o
animal adquire maior controle dos musculos do pescoco, 0 que o possibilita levantar
a cabeca do solo. A partir desse estagio, o animal consegue realizar os primeiros
passos que, embora arrastados, denotam um maior controle do pescoco e dos
membros anteriores. Esse estagio comeca a ser observado com maior frequéncia a
partir de DPN7 até por volta de DPN11. O terceiro e ultimo estagio compreende a
caminhada (walking). Nesse estagio, o animal ja possui a capacidade de sustentar

todo o corpo longe do solo, possibilitando maior liberdade para dar passos com
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todas as patas, iniciando por volta de DPN12, chegando ao estagio mais maduro
préximo de DPN15. Assim, tanto em humanos como em roedores, 0s estagios de
comportamento se desenvolvem e se alteram gradualmente e devem passar por
todos os estagios até adquirirem a competéncia motora do estagio mais maduro
(GALLAHUE, OZMUN E GOODWAY, 2013).

Nesse sentido, a fase do movimento reflexa, tanto em humanos como em
roedores, € tida como a forma dos bebés obterem informacgBes sobre o ambiente,
além de constituirem a base para todos os movimentos planejados das fases
posteriores e mais avancadas. Essa fase € composta, basicamente, por movimentos
realizados involuntariamente, controlados subcorticalmente e desencadeados como
resposta a algum estimulo do ambiente (GALLAHUE, OZMUN e GOODWAY, 2013;
PAPALIA e FELDMAN, 2012).

A fase do movimento reflexa, segundo Gallahue, Ozmun e Goodway (2013),
pode ser categorizada em trés tipos de reflexos: primitivos, posturais e locomotores.
Estudos relatam que os comportamentos reflexos estdo presentes desde a fase
intrauterina, em humanos, desde o 5° més de gestacao e no 16° dia de gestacdo em
ratos, além de se desenvolverem de forma similar (ALTMAN e SUDARSHAN, 1975;
GALLAHUE, OZMUN e GOODWAY, 2013; NARAYANAN, FOX e HAMBURGER,
1971; PAPALIA e FELDMAN, 2012).

Os reflexos primitivos sdo comportamentos relacionados a sobrevivéncia e
protecdo e podem ser observados através do teste de aversao a queda em ratos, ou
reflexo de succdo em humanos, por exemplo (FOX, 1965; PAPALIA e FELDMAN,
2012). A medida que o cérebro se desenvolve, comeca o desenvolvimento dos
reflexos posturais, que sdo desencadeados a partir de mudancgas percebidas na

posicdo do corpo. Os reflexos posturais em ratos podem ser observados atraves do
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teste de endireitamento de superficie (ALTMAN e SUDARSHAN, 1975; HEYSER,
2004; PAPALIA e FELDMAN, 2012). Por ultimo, surgem os reflexos locomotores,
sendo comportamentos reflexos que mais assemelham-se com o0s estagios de
movimento voluntario posteriormente. Podendo ser acessado em ratos através do
teste de geotaxia negativa (ALTMAN e SUDARSHAN, 1975; HEYSER, 2004;
PAPALIA e FELDMAN, 2012).

Segundo Papalia e Feldman (2012), a maioria dos reflexos desaparece
durante os primeiros seis a doze meses de vida em humanos, ou seja, existe
também um periodo que € chamado de fase de desaparecimento, como 0 nome
sugere, alguns reflexos primitivos e locomotores desaparecem, dando lugar aos
movimentos realizados de forma voluntaria, em razdo do desenvolvimento do cortex
motor, da mielinizacdo e da sinaptogénese. No entanto, roedores ndo demonstram
passar pelo periodo de desaparecimento dos reflexos locomotores, demonstrando o
comportamento locomotor similar & de um adulto j& por volta do DPN16 (ALTMAN e
SUDARSHAN, 1975; GRAMSBERGEN, 2001; NARAYANAN, FOX e HAMBURGER,
1971; WOOD, BEYER E CAPPON, 2003).

Nesse sentido, tendo em vista que o desenvolvimento neuromotor esta
intimamente ligado ao desenvolvimento cerebral, e que o mesmo pode ser
influenciado pelo ambiente intrauterino, a avaliagdo do desenvolvimento da prole
revela-se uma ferramenta eficaz para avaliar efeitos de diferentes intervencoes

realizadas durante a gestagao.
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Utilizagao na Utilizagao Utilizagao
rotina didria ao recreativa ao competitiva ao
longo da vida longo da vida longo da vida

ESTAGIOS DO
DESENVOLVIMENTO MOTOR

FALXA ETARIA APROXIMADA NOS
PERICDOS DO DESENVOLVIMENTO

14 anos ou mais
11 a 13 anos
7 a 10 anos

A Estagio de utilizagao ao longo da vida
Estagio de aplicacao

FASE DO Estagio de transigao

# MOVIMENTO ESPECIALIZADO™

FASE DO
MOVIMENTO FUNDAMENTAL

FASE DO
MOVIMENTO RUDIMENTAR

5a7 anos
3 a5 anos
2a3anos

Estagio de proficiéncia
Estagios elementares emergentes
Estagio inicial

1a2anos
Do nascimento a 1 ano

Estagio pré-controle
Estagio de inibigao do reflexo

" FASEDO”

4 meses a1 ano Lo e
...-._MD\.{IMENTO HE_F_LEXO % :

Estagio de decodificagio de informagbes
Desde o Utero até 4 meses

Estagio de codificagdo de informagoes

Figura 1. Modelo da ampulheta: fases do desenvolvimento motor em humanos.
Fonte: Gallahue, Ozmun e Goodway (2013).
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do exercicio fisico realizado durante a gestacdo em
intensidade moderada, com e sem sobrecarga, sobre desenvolvimento neuromotor e
fisico anatdmico bem como a homeostase redox e a fungao mitocondrial da prole de

ratas Wistar.

2.2.0OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar pardmetros de reproducdo nas ratas sedentarias e exercitadas
durante a gestacao: taxa de prenhez, ganho de peso durante a gestacdo, numero de
filhotes nascidos, proporgcao entre filhotes machos e fémeas, peso das ninhadas ao
nascer e a viabilidade dos filhotes em PNO e PN7.

Avaliar os parametros de desenvolvimento fisico-anatémico da prole de ratas
sedentarias e exercitadas no periodo gestacional: abertura dos olhos, abertura do
ouvido externo, dia do aparecimento dos dentes incisivos superiores, cobertura total
do corpo por pelos e peso corporal ao nascer (PNO), bem como o ganho de peso até
0 desmame e 0 peso na idade adulta (PN60).

Avaliar parametros de desenvolvimento neuromotor da prole das ratas
sedentarias e exercitadas no periodo gestacional através dos testes de:
endireitamento de superficie, geotaxia negativa, aversdo a queda e segurar-se em
barra suspensa.

Determinar a fun¢cdo mitocondrial nos musculos séleo e gastrocnémio da prole
de ratas sedentarias e exercitadas durante o periodo gestacional via citometria de

fluxo.
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Determinar parametros de homeostase redox nos musculos séleo e
gastrocnémio da prole de ratas sedentarias e exercitadas durante a gestacao,
através da avaliacdo de: niveis de superoxido mitocondrial, oxidacdo do DCFH,
concentracdo de GSH, atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GLO

I, bem como o conteudo de carbonilas.
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3. CAPITULO I

Nesta parte do trabalho serdo apresentados os dados que levaram a
elaboracdo de um artigo cientifico a ser submetido para a revista Journal of
Developmental Origins of Health and Disease. Especificamente, esse capitulo
contém os dados das analises bioquimicas realizadas sobre fungdo mitocondrial e
homeostase redox na prole das ratas exercitadas durante a gestacao.
Demonstramos que o exercicio fisico em intensidade moderada foi capaz de alterar
a funcao mitocondrial e o estado redox no musculo esquelético da prole de uma
maneira sexo dependente na idade adulta. Foi evidenciado também efeitos distintos
dependendo do tipo de fibra muscular avaliado entre os sexos. Além disso, em
formato de material suplementar, os dados das avaliagbes dos parametros
gestacionais das méaes e da prole, bem como os dados das andlises do
desenvolvimento neuromotor e fisico anatdbmico da prole no periodo neonatal.
Assim, demonstramos que o0 exercicio materno durante a gestacdo ndo causa

nenhum efeito negativo sobre o desenvolvimento pds-natal da prole.
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Maternal exercise during pregnancy modulates
mitochondrial function and redox status in a
sex-dependent way in adult offspring’s
skeletal muscle
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Abstract
Maternal exencise has shown beneficial dffeds on mother and dhild. Literature confirm prog-
eny’s cognition improvement, and antinxidant network, and

upregubtion in neuntrophine,

DA repair systenn. Considering that there is a ek of infrmation densonsto fing the inpact
of maternal exercise on ofEpring’s skeletal ouscle, we aimal i investigate the mitochondrial
anil redox effects dicited by maternal swimming Adult famale Wistar mts were divided into
three groups: control sedentary, free swinnting, and swimming with ovedosd (2% of the body
weight] Fxerdsed groups were subamitter] weekd yito five swirn niing sessions (30 miny/day), start-
g | week prios b the mating s bisting ko the defvery. Gastioctenn s sl soleus cmsde
from 6-day-old offspring were analysad Our resulis deady showed a sex-dependent effect.
Male soleus showed increased mitochondrial fnctionality in the ovetlod group. Female
sl from the ovedosd group adapted desply. Considering the tedor status, the female

delivered to overload exercised dams presentel reduced axidants levels and pootein
damage, allisd io downregulated antiocidant defenses. We alsn dheerved an incresse in the
i dchenidtial furction i he iemusc e ovfithee Feimle offaping bosn frod owerkoad
exercited dams Soleus from fenale deliverad to the overkoad exencise group presented reduced
mitchondrial activity, as well as reduced readive spacies, protein carhanryls, and antiocidant
indtwinth, whei comprared bo the malle. In oo uiodn, saterial exenise albeted the redo st
and mitachondrial function inthe sheletal mruscle in o sex- dependent way. The dlini-
aal implication was not investigated; however, the semal dinsrphism in response to maternal
exeicine mmight impact exercise fetibence in adulthond

Introd wetion

Theprenatal period is oneof the most impartant developmental periods in life, being amnsidered
a window of vul nerahility ' Environmental interventions, such a physical exercisean d diets, are

able toalter the offipring's susceptibility to the development of diseases Luter in life ' In accor-
dance with the Developmental Origing of Health and [iseate { DOHaDY) concept, the develap-
ment of several diseages during adulthood is related to the intrauterine envimament to which
the fetus was exposed, and is direclly influenced by the mother's lifesityle, diet, physiological
and infections >4
It is well established that physical ecercise during pregnancy is safe for both, mother and
fetus ™ The Ameran College of Sports and Medicine (2017) and the American

af
Obstetrics and Gynecologists® (20200 suggest that pregnant women should exercise at least 30

mifi & day ot moderate intendity during pregnancy. Moneover, there it a congistent mmber
of reports demonstrating that materna | exencise during pregna ey is not just safe, bt also ben-
eficial to mother and child™ Among these beneficial and protective effects, some studies
reparted incrested hippocampal nssrogenetis, enhanced memary, and learning capacity, wpre-
gulated antioxida nt defenses, and mitochondrial biogenesis on the offspring 's brain '7-12
Improvement in oxidative capacity allied to mitochaondrial biogenesis is a known adaptation
of endurancs exencise in skeletal misele 4 Conversely, several noncommiunicable ditesses,
like eobesity, candiovascula r diseases, and disheies mellitus type 2, present diminished oxidative
capacity and mitochandrial dysfunction asa common feature ! *1* Since sheletal misde hasan
impartant mle in thesysemic metabolizm homeostasis, it i critical to main tain healthy muscles
and to conirol and prevent metaholic disorders '® Amaorim, dos Santos' show that rats whe

Dorwrboatied lrom hitpe ey carmbrdgeeargioore. Clak Unbsersity, o 31 kg 000 ot 214000, Subject b the Cassbr i Coiw b of uie, avillabie & hitps vy s msrdgeenglosoelam
Fize o g 10100 TIHMET FHTHOC000



exercited al modemste inlensity during pregnancy increasal the
oxygen comsumplion by skeletal musde We sought whether
maternal muscle could reverberate in the offspring.
Sheleta] muscles are very plutic suwes they can adapi depending
on the exercise type, i y substrate availshdity, and even
unsder ical cincumstandes = However, litle i known
about the effects of maternal exercise in the offspring sheletal
muscle, mainly on what mitochondrial aspects are concerned.

Mitoschon dria are responsible not only just for the energy sup-
Pl toithe cells, but they are also the main source of readive oxygen
species (ROSL™=" It is well established that exencise increases the
production of ROS by mitochondria due to the high ATP demand
required for muscle contraction. When the antioidani network
collapses, ROS can cause damage to DNA, lipids, and proteins
resulting in oxidative stress * However, in the last decade, sev-
eral studies demonsirated that modemie ROS levels play an
impartant rode in cellular signaling pathways, causing be neficial
masdulations like inducing the expression of encymatic and non-
enzymatic anbioxidant defenses in several tissupes®32H
Despite such evidence, there are no studies demonstrating that
maternal exencise can aflect the mdox homeostasis in the off.
spring's sheletal muscle.

The aim of our study is & verify the efects of two different
intensity prodocols of swimming exercise during pregrancy in
the offspring 2-month-old male and female mis. Our hypothesis
is that matermnal exerdse could improve the offspring’s skeletal
musele mitochondrial fenction :nd redo st hes.

Methods

Animals and ethics
M:]e:ndfun:]ew:hrnﬂs{m&pold}mcbhmdﬁm
the Centro de de Animais de

Laboratdrio {CREAL), L-ut'lm de Citncias Basicas da Sadde,
Universidade Federal do Rio Grande do 5ol (UFRGS), Poro
Alegre, RS, Brazil The animal facility was under contralled light
(12:12 h light/dade eyele), tempersture (22 21 *C), and humidity
comnditions { 50-60%). Throughow the experiment, all animak had
free sccess (o a 20% (| wiw) protein commercial chowand water ad
Eibitum. All experimen tal and animal care were con-
ducted in accordance with the Mational Institutes for Health
{NIH) guides for the Care and Use of Labomtory Animals (NIH
publication No. 80-23, revised 1996) amd were apprvved by the :
Lowal Ethics Commission of Universidade Federal do Rio
Grnde do Sul (CEUA/UFRGS; protocel number 33275). All
efforts were made to minimize animal suffering and o keep their
number at 3 minimum o demonstrate consistent effscts.

Experimental design and exercise training modsl

The expermental dedign of the exencise protood is demonstated
in Fig 1. Female rats were divided into three groups sedentary
{contral), free swimming exercise, and ovedmd swimming
exercite (Fig. la). The kst group had a 2% (body weight) load
addiction attached to the tail The swimming protecel was previ-
oudy uwied in our bbomtory and was described by Marceling
et al 1 Female rals from exencised grvises swam 1 week prios i
mating to habituate to the emvimnment in a schedule
of 5 days/week and 30 minjday. During the mating, two females
wiere hoiied with one male The pregnaney was confirmed by the
presence of 2 vaginal pheg and the comception day was noted as
gestational day (GDY) 0.
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After the habitustion, the free exercised and ovedoad
exercised groups swam throughout pregrancy, 5 daysjweek,
lasting 30 min/day in a swimming pool (30 cm wide x 30 cm
long = 90 cm deep) Blled with 32+ 1%C waiter. The animals were
left free to swim, being gemly stimulated when not active; except
the ovedosd group, which naturlly swam all the time. Control
sedentary rais were immensed in the waier, carefully dried, and
returned to the housing boxes. The pregnant rats were weighed
daily and the ovedoad was incressed in accordance with the it
body weight. This exercise protom] i considersd as moderate
imensity.

Pnguni females were howsed individually on GD20 and
allowed mormal inal delivery. We checked for
birth twice a day (2t 8 am and é p.m) ko anmtate the postnatal
day (PD) 0. The ofspring were weaned on PD21 and fur rats, of
the same gender, were housed per cage, according to the maternal
interventicn growp. On PD60, males and females were euthanized
by decapitation after 3 4-hour stand fasting Then, the solews and
lateral gasimenemivs muscles were isolated and wed for further
biochemical analyses (Fig. 1b).

Sample preparation

Flow cytometry assay

Flow was previously described in Marceling et al 2
Soleus and btem] gastrocnemivs muscles were dissocintel in
PBS containing 1 mg¥% of collegensse [V (110 wiv). Dissocisted
cells were then filtered wsing 2 40 pm pore size cell strainer
(SPL Lifesciences Co., Naschon-Myeon Pocheon, South Korea),
and then incubated at 37 *C with specific molecular probes
Cells were gated based on the FSC and $5C pattern of the sample
cellsand 20,000 avents wen sequined per sample in 1 FAC Sealibur
low {BD» Bigaciences, USA Y a non-kebeled = mple was
used s negative lurescent control. Data were ana hyred wsing soft-
wane Flow[a

Redax stote pon metars

Scleis and bter] gatrocnemiie miscle were homogenised
{1:10wjv) in 20 mb sodivm phosphate buffer, pH 7.4, containing
140 mM KCL and centrifuged at 3000 mpm for 10min at 4 *C. The
sibperttant was el for the redok state amays.

Blochemical assays

Mitochondrial mass ond membrone potentiol

Mitochondrial mass and membrane il were assessed by
flow cytometry using 100 nhd MitoTracker® Green and 100 nh
Wit Tracker® Red respectively, and incubsted at 37 oC for 45 min
with srmples (bnvitrogen, Maecular Probes, Eigene, OR, USALY

Mitochondriol supenoxide condent

Mitochon drial siperoside was messired by flow comery isking
1 ph MitoS0X* Red incubsted at 37 «C fbr 20 min (Invitrogen,
Malecular Probes, Eugene, OR, USA)L"

Datermination of total oxidonts kevek

The total con tent of ooda s wa s eval usted by i the sam-
ples with 240 jl of 2.7 -dichlorofluomscdn discetate (HyppCF-DA;
Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, USA) (DCFH-DA) a0 37 C for
30 min in the dadk. DCFH-D4 i deaved by odlular esterase and
forms DUFH, which i oxidized by the reactive spedes present in
the mmple The resction @n be messured fuomsmetrically at
488 nm excitation and 525 nm emision wavelength =
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Antiouciolont enzymes activity
Superoudde dismustose

dismutase (SO0 activity was evaluated by quantifying
the inhibition of the swtosxdation of epinephrine by 500 a1 480
am. Considering the protocol used in sample Jom, Wemea-
sured total 500 activity, expressed as the amount of encyme that
inthilbits the ootidation of epinephrine by 50%, which is equal to one
unit. The resulis were caloulated a8 unit/mg protein =

Cotolase

Catalase (CAT) activity was evaluated by measuring the decreaseof

e perciide at 240 nm in a reschon medium oodnlining
20 mM Hz05, 0.1% Triton X-100, and 10 mM potastium phosphate
buffer, pH 7.0 One CAT unit is defined as 1 pmol of Hz(y con-

sumed per minute and the specific activity a8 units!mg protein =

Gl thione perawidase

Clutathione (GPx) activity was evalusted by the
decremie of MADPH comcentmation at 340 nm The maction
7.7, contxining 1 mM EDTA, 2 mM meduced gluathions, 0.15
Ul ione reductate, 0.4 mM azide, 0.1 mM NADPH,
amd 0.5 mb tert-Butyl a3 enzyme substrate. GPx
unit is defined 23 1 pma of NADPH consumed per minute and

the specific activity as units'myg protein™

Glyowenlpse 1
Gyomlate 1 (GLOL) activity was messured by following the
increase in the § [ botoy ghutathione at 240 nm. The ssay akes
place in & resction mediom of 60 mb sodivm phosphate bufler, pH
66, with reduced glutathione 0.01 M and methylghoxal 0.01 M
GLO unit is defined as the amount of enryme needed to catalyze
the lrmation of 1 el of $ D-lackoylgt thione per min ke, and
the specific activity is represented as unit/mg protein ™'

Tatol reduced gliothiona ¢ andent

Iritially, the proteing in the supematamt were precipitated with
meta- phasphoric acd (1:1, viv), and centrifiged at 5000 g for
10 min at 25 *C. Rediced glists thiodme (GSH) present in the sisper-
natant rescts with the fuomphare o- phis lialdehyde 7.5 mb pre-
pared in 100 mM sodium phosphate bufler, pH 8.0, with 5 mM
EDTA The Moresoen o wias read at ex citation and emission wave-
lengthse of 350 and 420 nm, respectively, using the SpectraMax
Gemini X5 Fluorescence microplate reader (Maecdar Devices,
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Sunnyvale, CA, USA). A standerd GSH curve ranging from

Q001 to 1 mM was prepared and a blink sample was performed
in parallel Data were expressed a8 amol of GSH/mg protein™

Protein corbonyl content

Carbony] content was assessed acconding to Rernick and Packer™
Protein catbonyls mact with dnitrophenyllvdo sine forming
alinsi hydrazone, a yellow compound that was detected
at 370 nm. For carbomy determination, we frst messured the proten
anibenst oof the scarnglens and isted an interval o 0.7-1 mog of protein for
aarbomyl assay. Then, an equal volume of 3% TCA was added i the
microtubes flbowing 5 min incubation at 4 *C. Afier the S-minute
incibation, the amplet were centrifigeal at 4000 g ke 5 min at
4°C. Then, the was discarded and susperded with 100
pl of 02 M NaOH. Following, 100 o of 2 M HCl was added to
the antol samples and 100 pl of 100 mM DNPH wa added to
the test samples, and both were incubated at moom Eemperatuns for
1 h and shaken every 15 min during this period. Following the 1 h
incibation 100 of 20% TCA weas added to the smples, and again
incubated at 4%C for 5 minand then centrifuged 21 20,000 g for 5 min
at 4 *C. The wizs discarded and the pellet was further
washed three times with 500 il of dhyl scetite-ahanal (11, w)
and centrifisged agxin at 20,000 g for 5 min at 4 °C. The s

was discanded, and the were in8 M ure pH 23.
The samples were incubated 3t 60 *C ot 15 min i then antrifiged
at 20,000 g for 3 min and the shmorbance was messured ot 370 nm.

Protein carbony] ammtent was expressed a5 nmalimyg protein,

Todol proitein comoantration

Protein concentration was messured according to Lowry et al ™
Statistical analysis

All data were tested for normality and anahmed by two-way
ANOVA w evalusie the dfact of two different i varishles,
naitermal exencite and ofBpring sex, followed by Tukey s post hoctest.
GraphPad Prism 6.l software was wsed to perform all statistical analy-
sex. Results were expresied as mean + stndand ernor of the mean
(SEM) and were considersd statistically significant when p< 005

Results

Maternal exercise increases offspring functional mitochondria
in o sex-dependent way on different muscwlor ber types

The number of functional mitschondria was sccesed wsing
Mimtracker Green and Mitotracker Red double-labeled events
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via flow cytometry. Double-bbeled events indicate functional
respiring mitochondria™ in this case, showing an incressed num-
ber of henctional mitochondria in the ofspring skeleial miscle
An increase in the mitochondrhal mas and membrane
potential was observed in the female gastrocnemins musele
from the overkad exercised group when compared to the con-
trol females (p < 0.05). No alteration was identified in the males
{Fig. 2a). On the other hand, the mitochondrial mass and mem-
brane potential on soleus muscle were increased on male pups
from the overload exercised group when compared with both
the male control group (p < 0.05) and the female from ovedoad

exercised growp (p<0.05) (Fig. 2b)

Matema| exercise afiects the redox status on lotenol
gastrocnemius muscle [n offspring in o sex-dependent way
Despite no alerstion in mitechondrial superoxide levels were
observed on bteral gastmcnemius (p > 0.05) (Fig. 3a), we did
obierve a meduction in DO ccddation on kemale pups foom
the overd oad exercised groupwhen compared tothe female control
group (p< 005) (Fig. 3c).

Considering the antioidant enzymes, we observed a decressed
activity of SOD (Fig, 4a) and GPx (Fig 4C) inthe female pups bom
from overdod exercised dams vesus males from the sme group
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(p<001). No aleration was observed on CAT activity
(p> 0.05) (Fig. 4b). We alio observed the inhibition of GLO 1
activity in the female pups from the ovedoad exercised
when compared 1o the female control growp (p < 0.05), while
o alterations were seen on male pups (Fig 4d). GSH, the sub-
sirate for GPx and GLOL, was decreased in female pups from
both exercised groups (regular and overload ) when compared
with the female contml group (p<0.05) Besides that, we
observed a decreased GSH content in the female pups from
the owerload exercised group when compared with the male
pups from the same group (p < 0L05) (Fig de).

Carbonyl concentration, a marker o proein damage, was
decreased in the female pups from the ovedmd exercised
when compared to the control females (p < 0.05), while no alter-

Matemal exercise alters total oxdont production and redox
stotus im o sex-dependant woy on solews muscle

Although o alteration on mitechomndrial ide levels was
observed on salews muscle (p > 0.05) (Fig. 3b), DCFH oxidation
ik rediscal in the female pips born froim control and overkosd
exercited groups when compared with the male pups in the sme
growps (p< 0. 001) (g 3d)
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We also evaliusted the main antiosdant enrymes, and doalter-
ation was observed on SO0, CAT, and GPx activities (p> 005
Fig. 5a-¢, respectively). On the other hand reduced GLO1 activity
wai observed both in comtm] and ovedoad exenised Emale pips
when compared (o the males from the same groups (p <0.001)
(Fig. 5d). In addition, GSH amtent from the control female and
overdind exerdsal pups was reduced in comparion o males in
the sme groups (p < 0001), while ne alerations were observed
between other growps (Fig. 5e). Finally, we observeda reduced car-
boiy] comtent in the female pups from the ovedosd exercied
group when compared with the male pups from the sme group
(< 0001} (Fig. 6l).
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In this study, we aimed to demonstrate the impact of two different
matermal exencite intensities, performed during pregrancy, in the
sheletal muscle of male and fenmale ofspring. To our knowledge, it
is the first study i access the redox siatus in the offspring skeletal
muscle. We demomstrated $at moderste-intensity swinming
exercise (with ovedmd) diring pregraney can affect the skeletal
muscle mitechondria and redox status both inmale and female
wlfspring differently at PND 60. Females are maore affected, pre-
senting reduced ROS, anticoddant activity, and protein damage
in gastroenemivs muscle, while female soleus muscle presents
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similar metabolic adaptation as gastrocnemivs when compared o
the male overload groiwp, bit sl with female control Regantking
the mitochondrial function and comtent, we observed an increased
mitochondrial mas and membrane potential in the Emales” gas-
trpcnemiie miscle, which # in accond with rediced ROS in this
muscle. Ineresingly, we observed an incressed mitochondrial
mass and membrmne potential in the males” solam muscles
This wes the oaly adaplive eflect olierved in males” muscle, sug-
gesting that the effect is powerful.

We haveused solews and boeral gastoocnemizs muscles in order
to dbtain mant specifically type [ and [1 misele Ghers, kiown by
their distinet metbolic characeristios as oxidative and gheolytic
metshalism, respectivdy, aiming to demonstrate the effects of
maternal exenise in both male and fenmle offpring skeletal
musele T3 [ this cuse, wedemonsirated that maternal exencise
affected mitochonda mainly in type Il on female offspring while
on male offspring it affected type [ fbers In a sudy, L et ol ™
demaorstrated that pups born to exercised dams have incressed
expremion of mmyoin heavy chain [ (MHC [) in plantaris muscle
and increased expresion in troponin Tand L on lateral gastmoc-
nemius muscle This can partly exphiin the diferences found in
the offspring skeletal muscle, demorns trating that moternal exencise
can alter the expression of muscular proteinsand in consequence,
it metabolism, since type [fiber possess incressed oxidative capac-
ity dhse to the greater mitochon drial content *+=*

In previous works, our research group already demonsimied
that maternal exercise can improve antioxidant defenses and
incresse the number of functional mitochondria, mevealed by
increased a-ketoglutarate dehydrogenase (o-KGDH) and complex
IV activities, a5 well a8 immunioontent of protein mitofusin- 1
(Mfr-1), eardy and bate inlife omnthe brain of pups bom to acencised
dams 41 Human and mdent siudies have aleeady demonsirated
that Mfn-1/2, proteins rebted to mitochondrial fusion, are
increased in the skeletal muscle a5 a response o physical exer.
cige, 9 which can be mhated i our resuli on incressed mito-
chondrial content found in female gastmcnemive and male
soleus In sddition, Liu et al ™ reported that maternal exercise
increased mitochondrial volume density and length and increased
citrate sy nthase sctivity in plntds musce. In the quadriceps fem-
oris muscle, the pups als presented incressed cytochnme ¢ om-
dase activity and cellular energy levels Furthermore, their study
also demonstrated indreased immunocontent of mitochondrial fis-
sion protein 1 (FIS1), Lon protesse (LON), and the mitochonsdrial
transcription facior A (TEAM), which is responsible for the mito-
chondrial DNA replication, leading to mitochondrial biogenesis in
resporse W exercise M In aceord Siti, Dubouwchaud” demon-
strated that pups born from exercised mother during pregnancy
preent incressed complex IV activity and reduced
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periide (Hy () release by the mitochondria in offspring skeletal
misele, in acoond with our data

The majority of the medical and evercise studies ane conducted
only in males® Notwithstanding, some studies already demon-
strated sewiil dimodphic adaptation in the deletal miscle of male
and female rats. Farhat and coll * showed that aerobic exer-
cise incressed the mitochondnal function on gastrocnemiuvs
mmiiele i bath rrle ard ferm le exercited rats; however, the effects
are mare promounced in male than female ras. Other studies als
show that Emales possess a greater proportion of type [ musde Sher,
inscreied intramisscular hipid storage, and lipid coatdation in the skel-
etal misdes than males ! ¥ In the same way, Emales appear to -
sume les and protein s ashstrates du-mgendn-m:e
mﬂmmluwmwmw
ity, whidh is: dmﬂmaﬁypelﬁbem‘lﬁhﬂmmmd,i
is possible tovinker that the fermale offspring bom from eterdsed dams
show incressed proportion of type [ fibers or metabolic properties
charsges in the lateral gaetmecnemius compansd i the males since gas-
toxmsemins i 3 mare heterogensss muscle than solews in the pos-
portion of fiber type's proportion and mdshdic properties ™

Related to the redox status, we previcusly showed that maternal
interventions during pregroncy incressed the ennymatic and non-
erymatic antioxidant deferses in the pups' brain™? In the
present study, the most imtense alterstion in redox satus was
observed in the fermle bteral gastrocnemive muscle. We found
reduced levels of ROS allied to reduced antioxidant enzyme activ-
ity. The inhibition of GPx and GLOLis probably related to dimin-
ished GSH levels Reduced antioridant status can have several
detrimental effects on health, which can lead to a pro-oodidant emvi-
ronment andcawse damage to proteins, lipids, and DNA, inducing
oxidative strem and cell death * (Oridative stoes isa known fea-
ture o several noncommisnicable dises ses suchas dishetes mellitus
type 2, obesity and even limiting exercise capacity due to mite-
chomdrial ion ™ However, despite the reduction in the
antiouidant network found in our sudy, the ROS and carbonyl
content, an index of protein damage, wene reduced in the female
pups bom o overload etercised dams These findings cormelate
to each other and are in accond with the increased funcionality
of mitochonsdria, ireg the keak of electrons from the respi
ratory chain and ROS production . Interestingly, the redos adapta.
tion found in solews from female offpring is similar to that fund
in gastrocnemiug, when compared to male offspring,

Mitochon dria seem to be the center of all alters tions hat we
observed since it is the lrgest producer of ROS in cells =™
Muoreover, studies already reported that the most relevant
differen ces in the anbosndant defenses between males and Emales
are found in mitochondria =~ It hasbeen reported that females

produce less HoOn than males, and, consequently, are ks prone o
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axidative damage ™4 This data are in acord with what we
dhaerved in oxidant levels and carbony] content from overd oaded
exercised fmales in our study. Farhat et al ¥ also demonstrated
that trained Emale rais ae more resisant o mitodondrial fune.
tion reduction when exposed to ROS than males and, in the same
study, the females showed less antiowidant defenses and reduced
malondisldehyde {MDA) content in the gastmenemius muscle
thar males, similar to our findings i both muscles

The sex-dependent alteration found in our study is sbyemal,
and probebly has participation in, but is not limited to, the sexual
hormaon e, Despite that estrogen hormone is bund in males, it i
mainlya female sex homone ™ The protective effects of estrogen
are well reviewed by Enns and Tidus,™ reporting its antioxidant
effect, membrane stahilizer, 25 well as regulating the expression
of several genes. Moreover, studies also demonstrated that exercise
increases the expression of estrogen receplors alpha (ERa) that are
frunad in skeletal muscle, including in mitochondria, which isaso-
cisted with the increase in mitochondrial finction %7 [n this
way, estrogen may be poten tially acting in cell signaling and stimu-
Iatingg the expression of Mn-S00, or simply acting a5 an oxidant
seavenger, due toits structural similarity to other antioids nis like
vitamin E** which can explain the reduced oxidant wntent and
s the anticcidant network, Bund in the females in our maodel.
Unifortunstely, wedid not evaluste the estrous cycle on females and
the homonal profile of the growps to answer this specific hypoth-
esis in gur study.

Firally, inonder to check if e maternal exencise during preg-
nancy could cause any harm to mother or fetus, we evaluated sev-
el getational parametens on the dams and litter, a5 well as
postnatal nevromidor and anatomical devel opmental pamameters
on the posinatal perod on the offspring, which are disposed in
the Supplementary materal In this way, we olserved a decrease
in the pregroncy rate on the ovedond exercised dams. We believe
thet it was the fimst mention in i terature for this effect, and has tobe
oo frmed in future stedies. We did nol observe any other negative
effects in theevahoed on thedams or offspring, which
presenied normal weight at birth and nomal narometor and ana-
tomical devdopment in the nemmatl period, demonstrating that
overdind exercive does mod cause any harmbsl effects on the pups”
postoatal development.

Con clusion

Taken together, our resul is add important evidence to th e DOHaly
lierature, demonstrating sex-specific adaptations found in off-

irygy byrmy froom exercised mothers. We demonstrated that both
nmles and fenmles showed increased functional mitochondda in
the skeletal muscle a8 an adaplation to dams moderate exercise.
The exercise affected pups’ skeletal muscle fber, types [ and II,
in a sex-dependent way, conceming to redox stius, where Emale
pups show les ooida nts production, reduced antios dant defenses,
and diminished protein damage Castrcnemius was more
affected than solews. In condusion, we demonsirate that the mater.
nal exerdse during pregancy can affect male and female pups®
sheletal musecle and that sex is a very important Belor that must
be taken into account e fistire investigations.
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4. DISCUSSAO

Os efeitos benéficos da pratica regular de exercicios fisicos sdo amplamente
demonstrados em diversas populacdes, inclusive em gestantes. Ha um crescente
namero de evidéncias demonstrando os efeitos benéficos da pratica de exercicios
maternos durante a gestacdo sobre a saude dos filhos. Dessa forma, o objetivo de
nosso estudo foi demonstrar os efeitos de dois modelos de exercicio de natacgéo,
com e sem sobrecarga, na musculatura esquelética da prole de ratas exercitadas
durante a gestacéo.

A fim de avaliarmos possiveis efeitos adversos dos protocolos de natacdo nas
ratas prenhas e sua prole, avaliamos diversos parametros gestacionais nas
mesmas, além de realizarmos uma bateria de testes que avaliam o desenvolvimento
neuromotor e anatdmico da prole no periodo neonatal. Dessa forma, foi constatado
uma diminuicdo na taxa de prenhez das ratas exercitadas com sobrecarga (2% do
peso corporal), o que de alguma forma poderia refletir em efeitos adversos sobre
outros parametros analisados nas maes ou na prole. Contudo, apesar de
verificarmos uma diminuicdo na taxa de prenhez do grupo exercitado com
sobrecarga, ndo observamos outras alteracbes negativas nas avaliagbes de
desenvolvimento realizadas nas maes, ou nos filhotes desse grupo. Ainda, esses
dados demonstram que o protocolo de natacdo com sobrecarga aplicado ndo afeta
negativamente o desenvolvimento intrauterino da prole, evidenciado pelo seu peso
ao nascer, bem como seu ganho de peso ao longo dos dias e seu desempenho na
bateria de testes e observacdes realizados, que nédo difere entre grupos.

No que tange especificamente ao desenvolvimento das caracteristicas fisico-
anatbmicas da prole, ndo observamos diferenca significativa entre 0s grupos
exercitados e sedentario, ou entre o sexo dos animais. Em outras palavras, mesmo
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o exercicio fisico materno com sobrecarga realizado durante a gestacédo nao acelera
Ou causa atrasos no desenvolvimento anatdbmico da prole, evidenciados pelo peso
dos animais ao longo dos dias e pelas observacoes realizadas na prole.

A prole de ratos, assim como a de humanos é altricial® ao nascer, logo, ndo
existirem atrasos no desenvolvimento fisico (anatdbmico e neuromotor) € um fator
imprescindivel para a sobrevivéncia e independéncia do neonato em fases
posteriores da vida, tendo em vista que um atraso no periodo neonatal pode
significar um atraso em todas as fases de desenvolvimento posteriores. Por este
angulo, embora nédo tenhamos observado melhoras no desenvolvimento da prole
das ratas exercitadas, vale a ressalva de que nao foram observados atrasos no
desenvolvimento em nenhum dos parametros avaliados, em ambas as proles dos
grupos exercitados.

Dado o fato de que o desenvolvimento neuromotor estd intimamente
relacionado com o desenvolvimento cerebral, buscamos avaliar o desenvolvimento
neuromotor na prole de ratas exercitadas em duas intensidades de exercicio
distintas. O encéfalo de um rato entre sete e dez dias de vida possui
desenvolvimento equivalente ao encéfalo de uma crianca nascida a termo (SEMPLE
et al., 2013). Dessa forma, se torna interessante avaliar os efeitos do exercicio
materno sobre o desenvolvimento neuromotor da prole no periodo neonatal, j& que
uma parte consideravel do desenvolvimento cerebral do rato acontece nesse
periodo, o que acaba por faciltar a identificacdo de possiveis atrasos no
desenvolvimento, tornando-se uma ferramenta Utili para avaliar diferentes

intervencdes gestacionais e seus impactos.

SAltricial sdo animais diretamente dependentes dos progenitores para sua termorregulacao,
alimentacéo e locomocao em sua fase mais tenra do desenvolvimento.
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Em concordancia com o desenvolvimento das caracteristicas anatomicas,
também ndo observamos diferencas no desempenho das proles nos testes de
avaliacdo do desenvolvimento neuromotor. Todavia, como esperado, o tempo de
resposta dos animais nos testes realizados foi melhorando com o passar dos dias,
sem diferencas entre grupos e sexo. Em outras palavras, todos os grupos avaliados
tiveram melhora semelhante no tempo de resposta nos testes, o que indica que o
exercicio fisico de intensidade leve a moderada néo afeta o desenvolvimento motor
da prole, tanto positivamente como negativamente. Esses resultados se sustentam e
corroboram com os resultados das avaliagdes do peso corporal dos animais que,
como citado anteriormente, ndo diferem quanto a seu peso ao nascer ou quanto ao
ganho de peso ao longo dos dias até o desmame.

Em consonancia com nosso trabalho, os resultados obtidos no estudo de
Falcdo-Tebas et al. (2012) também ndo demonstra diferenca no desenvolvimento
fisico na prole de ratas controle e exercitadas durante a gestacao. Juntos, nossos
achados evidenciam que o exercicio fisico materno durante a gestacdo ndo causa
efeitos adversos ou acelera o desenvolvimento fisico da prole, tanto em machos
como em fémeas. Entretanto, o estudo de Falcdo-Tebas et al. (2012) evidencia
também um efeito protetor do exercicio materno, demonstrando prevenir atrasos no
desenvolvimento da prole, comumente ocasionados por hébitos de vida
inadequados e conhecidos por atrasar o desenvolvimento da prole, como habitos
alimentares inapropriados, muito presentes em nossa sociedade.

Como a obtencéo de nutrientes e oxigénio do feto durante a gestacdo se da
via placenta, o peso da prole no momento do nascimento traz uma boa
representacéo acerca do desenvolvimento da fase intrauterina (CLAPP et al., 2000).

Além disso, a literatura demonstra que a intensidade, o volume e o tipo de exercicio
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realizado durante a gestacéo sdo capazes de alterar a disponibilidade de nutrientes
e oxigénio para o feto, o que pode acarretar em alteracbes no peso e no
desenvolvimento da prole (CLAPP, 2003. CLAPP, 2006; CLAPP et al., 2002).

O exercicio fisico tem a capacidade de causar redistribuicdo do fluxo
sanguineo para a musculatura, sendo esse um efeito intensidade, modalidade e
volume dependente, o que poderia causar uma redistribuicdo do fluxo sanguineo da
placenta para os musculos da gestante no momento do exercicio, reduzindo o
aporte de nutrientes e oxigénio para o feto. Contudo, a literatura ndo apresenta
consenso sobre o exercicio aerdbico em intensidades moderadas alterarem o fluxo
sanguineo da placenta (DE OLIVERIA MELO et al., 2012; LASHLEY et al., 2015;
SANTOS et al., 2016). Nessa mesma linha, a literatura discute que, caso aconteca,
pequenos periodos de alteracdo do fluxo sanguineo nédo trazem efeitos adversos
para a prole (DE OLIVERIA MELO et al., 2012; SANTOS et al., 2016). Além disso, é
sabido que o crescimento do feto depende da taxa de entrega constante de
nutrientes e oxigénio ao longo das 24 horas diarias, o que implica que curtos
periodos de redirecionamento do fluxo sanguineo podem n&o ser nocivos e podem
causar adaptacOes benéficas no feto. A literatura demonstra algumas evidéncias
acerca dessa ideia, demonstrando que o exercicio durante a gestacdo melhora o
volume placentario, sanguineo e o débito cardiaco das gestantes, o que pode
aumentar a disponibilidade de nutrientes e oxigénio para o feto, melhorando seu
desenvolvimento intrauterino (CLAPP, 2003; CLAPP, 2006). Por fim, embora o
exercicio fisico durante a gestacao néo tenha acelerado o desenvolvimento fisico da
prole, o0 mesmo nao causou efeitos negativos. E, em adicdo, ha um nuamero
consideravel de evidéncias relatando seu efeito protetor em relagdo a prole, com

modulac¢des benéficas pronunciadas até mesmo na idade adulta, o que reforca a
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importancia de gestantes se engajarem em atividades fisicas durante a gravidez
como forma de obter beneficios a si proprias e também ao bebé.

Nesse trabalho, também, demonstramos que o exercicio de natacdo, em
intensidade moderada, realizado pela mée durante a gestacdo afeta a capacidade
mitocondrial e o estado redox de forma diferente em machos e fémeas na idade
adulta. Em relacdo ao conteudo e funcdo mitocondrial, observamos um aumento da
massa e potencial de membrana mitocondrial no musculo gastrocnémio lateral das
fémeas, mas ndo nos machos, prole do grupo exercitado com sobrecarga.
Interessantemente, de forma inversa, no musculo séleo, observamos um aumento
da massa e potencial de membrana mitocondrial dos machos, mas ndo das fémeas,
ambos prole das maes exercitadas com sobrecarga.

As mitocéndrias sdo organelas altamente dinamicas, alterando sua morfologia
em resposta a diferentes circunstancias. Portanto, o balanco entre a fusdo e fissédo
mitocondrial tem sido colocado como um dos eventos responsaveis por auxiliar o
aumento da massa mitocondrial e da capacidade oxidativa muscular (BELL et al.,
2019; CARTONI et al., 2005). Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa ja
demonstrou que o exercicio materno durante a gestacdo aumenta o namero de
mitocéndrias funcionais da prole, tanto no periodo neonatal quanto na vida adulta
(KLEIN et al., 2019; MARCELINO et al., 2013). Esses estudos também
demonstraram aumento na atividade da enzima a-cetoglutarato-desidrogenase bem
como do complexo IV do STEM. Além disso, também evidenciaram aumento nas
defesas antioxidantes, aumento no immunoconteudo de mitofusina 1 (Mfn-1) no
cérebro da prole de maes exercitadas durante a gestacdo. E importante ressaltar
que os estudos prévios de nosso laboratério foram realizados em filhotes machos,

utilizando o encéfalo como tecido alvo. Contudo, apesar de ndo ser o0 mesmo tecido
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utilizado nesse trabalho, o aumento no conteudo de Mfn-1 relatado em nossos
estudos prévios pode estar relacionado com 0 aumento do niumero de mitocondrias
funcionais encontrado no musculo da prole das ratas exercitadas. Além de tudo,
estudos em humanos e roedores ja demonstraram que as proteinas Mfn-1/2, ambas
as proteinas relacionadas a fusdo mitocondrial estdo aumentadas no musculo em
resposta ao exercicio fisico (BELL et al., 2019; CARTONI et al., 2005; ZORZANO,
2009).

Apesar de poucos estudos demonstrarem os efeitos do exercicio materno
durante a gestacdo na musculatura da prole, os trabalhos conduzidos por LIU et al.
(2018) e SITI et al. (2019) introduzem evidéncias sélidas sobre a capacidade do
exercicio materno em aumentar a densidade e a capacidade oxidativa mitocondrial
no muasculo da prole. Liu et al. (2018) demonstraram que a prole de ratas
exercitadas durante a gestacdo teve um aumento na densidade e no comprimento
mitocondrial no musculo. Além disso, também demonstraram aumento na atividade
da citrato-sintase e do complexo 1V, bem como maiores niveis de ATP nesse tecido
na prole. Em adi¢do, também foi demonstrado maior immunocontetdo das proteinas
de fissdo mitocondrial 1 (FIS1), Lon protease (LON) e também do fator de
transcricdo mitocondrial A (TFAM), responsavel pela replicacdo do DNA
mitocondrial, levando a biogénese mitocondrial (JORNAYVAZ e SHULMAN, 2010;
THEILEN, KUNKEL e TYAGI, 2017). Ainda, o estudo conduzido por Siti et al. (2019)
apresenta mais evidéncias sobre o aumento da funcdo mitocondrial, demonstrando
que a prole das ratas exercitadas durante a gestacdo apresenta maior atividade do
complexo IV da cadeia de transporte de elétrons e menor producdo de H20:2

mitocondrial. Nesse sentido, ambos os estudos corroboram com nossos achados em
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relacdo ao aumento do conteudo e fungdo mitocondrial encontrado na prole das
ratas exercitadas.

Utilizamos os musculos so6leo e gastrocnémio lateral a fim de obtermos
musculos com maior especificidade de fibras do tipo | e Il, conhecidos por suas
caracteristicas predominantemente oxidativas e (glicoliticas, respectivamente
(BLOEMBERG e QUADRILATERO, 2012; CORNACHIONE et al., 2011; USTUNEL e
DEMIR, 1997; ZIERATH e HAWLEY, 2004). Contudo, um dos objetivos de nosso
estudo foi demonstrar os efeitos do exercicio materno durante a gestacdo sobre
diferentes tipos de fibras musculares na prole de ambos 0s sexos. Assim,
demonstramos que o exercicio materno aumentou a funcdo mitocondrial somente
nas fibras do tipo Il nas fémeas e nas fibras do tipo | nos machos. Nesse sentido, Liu
et al. (2018) demonstraram que a prole de ratas exercitadas durante a gestagao
possui maior expressdo de cadeias pesadas de miosina do tipo | (MHCI), além de
maior expressdo das isoformas de contracdo lenta da troponina T e | no muasculo
gastrocnémio lateral. Em outras palavras, o exercicio aerdbico da mae é capaz de
alterar a expressdo das proteinas musculares na prole, fazendo com que haja uma
mudanc¢a na predominancia de fibras do tipo Il para as de tipo |. Esses achados
podem parcialmente explicar as diferencas encontradas em nosso trabalho, ja que
as fibras do tipo | apresentam maior capacidade oxidativa devido ao maior contetdo
mitocondrial em comparacédo ao tipo Il (VINA et al., 2012; ZIERATH e HAWLEY,
2004). Assim, apesar das fémeas da prole das ratas exercitadas com sobrecarga
apresentarem maior funcdo mitocondrial no musculo gastrocnémio lateral, esse
efeito s6 € maior quando comparado as fémeas do grupo controle.

Existem evidéncias na literatura demonstrando adaptacdes sexo dependentes

no musculo esquelético de roedores. Colom et al. (2007) demonstraram que ratas
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fémeas tiveram maiores adaptacées no muasculo gastrocnémio em um modelo de
restricdo calorica, demonstrando maior immunocontetddo de TFAM, bem como maior
massa e atividade mitocondrial comparada aos machos. J4 Farhat et al. (2017)
demonstraram que o exercicio aerobico induziu um aumento mais expressivo na
funcdo mitocondrial no muasculo esquelético dos ratos machos em comparacao as
fémeas. Outros estudos demonstram também que as fémeas possuem maior
proporcao de fibras do tipo |, maiores estoques de lipideos intramusculares e maior
oxidacéo lipidica no musculo do que machos (LANDEN et al., 2019; MONTERO et
al., 2018). Fémeas também demonstram utilizar menos carboidratos e proteinas
como substrato energético durante a realizacdo de exercicios aerdObicos em
comparacao aos machos, o que denota uma maior capacidade oxidativa (LANDEN
et al., 2019; MONTERO et al.,, 2018; TARNOPOLSKY, 2008). Esses estudos
demonstram diversos exemplos de dimorfismo sexual em relacdo ao musculo
esquelético, porém vale a pena ressaltar que os estudos citados acima nao foram
realizados com o mesmo modelo experimental utilizado em nosso estudo e isso
deve ser considerado.

Com isso em mente, é possivel inferir que as fémeas, prole das ratas
exercitadas, expressem maior propor¢cao de fibras do tipo | ou possuam maiores
alteracdes no metabolismo do musculo gastrocnémio lateral como efeito do exercicio
materno em relacdo aos machos, uma vez que o musculo gastrocnémio é mais
heterogéneo no que diz respeito a propor¢cao dos tipos de fibras musculares e
propriedades metabdlicas quando comparado ao musculo séleo (CORNACHIONE et
al., 2011).

As mitocOndrias ndo sdo responsaveis somente por suprir as demandas

energeéticas celulares, mas também por produzir ROS (BOLISETTY e JAIMES, 2013;

40



VENTURA-CLAPIER et al., 2019). Est4d bem estabelecido que o exercicio fisico
aerobico aumenta a producdo de ROS pela mitocéndria, e que essas podem causar
danos ao DNA, lipideos e proteinas, induzindo estresse oxidativo (VINA et al., 2000).
Entretanto, na ultima década, diversos estudos vém demonstrando que as ROS
produzidas durante o exercicio podem ser um dos eventos responsaveis por efeitos
benéficos, agindo como sinalizadores intracelulares, induzindo o aumento na
expresséo das defesas antioxidantes em diversos tecidos (MARCELINO et al., 2013;
RECH et al., 2014; STONE et al., 2019; VINA et al., 2000; VINA et al., 2012). Por
outro lado, ndo existem evidéncias, até o momento, demonstrando se o exercicio
materno durante a gestacdo pode alterar o estado redox no musculo esquelético da
prole, sendo o nosso estudo, até onde sabemos, o primeiro a avaliar esse parametro
no musculo esquelético da prole de ratas exercitadas no periodo gestacional. Assim
sendo, em relacdo ao estado redox, observamos alteragcdes mais expressivas nas
fémeas, prole das ratas exercitadas com sobrecarga durante a gestacéo,
principalmente no gastrocnémio lateral, embora também se observe diversos efeitos
sexo dependentes no musculo s6leo. De maneira geral, as fémeas nascidas das
maes exercitadas demonstram menor atividade de enzimas antioxidantes, bem
como menores niveis de GSH, principal antioxidante ndo enzimatico celular, quando
comparadas aos machos da prole. Entretanto, apesar de observarmos menor
atividade das enzimas antioxidantes e conteldo de GSH nesses animais, isso ndo
se refletiu em nenhum tipo de dano, visualizado a partir dos niveis de carbonilas, um
marcador de dano a proteinas, encontrado diminuido em ambos os musculos nas
fémeas. A diminuicdo observada nas defesas antioxidantes, assim como o conteudo
reduzido de carbonilas, corrobora com os resultados observados nos niveis totais de

oxidantes, que esta diminuido nas fémeas, nesse contexto, dado o fato de que os
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oxidantes podem induzir um aumento na expressdo das defesas antioxidantes, a
menor producdo dos mesmos observados nas fémeas, indica uma adaptacédo das
defesas antioxidantes ao mesmo nivel das ameacas oferecidas pelos niveis de
oxidantes produzidos na célula. J& em relacdo aos machos, ndo observamos
diferencas nas defesas antioxidantes, bem como na producdo de oxidantes e
conteudo de carbonilas, assim sendo, a l6gica aplicada aqui € a mesma da aplicada
as fémeas, ou seja, a ndo alteracdo na producdo de oxidantes ndo se reflete na
necessidade de alterar as defesas antioxidantes.

Tendo a mitocondria como a principal produtora de ROS nas células, é
cabivel imaginar que ela esta no centro das alteragcbes encontradas em nosso
estudo. Ademais, diversos estudos ja demonstraram que as principais diferencas
antioxidantes entre machos e fémeas séo encontradas na mitocondria (MALORNI et
al., 2007; VENTURA-CLAPIER et al., 2017; VENTURA-CLAPIER et al., 2019). J& foi
reportado que fémeas produzem menos H202 que machos, e consequentemente sao
menos suscetiveis ao dano oxidativo, como observado nas fémeas, prole das mées
exercitadas durante a gestacdo em nosso estudo (MALLAY et al., 2019; VINA et al.,
2005). Farhat et al. (2017) também demonstraram que fémeas treinadas, apesar de
demonstrarem menor atividade das enzimas antioxidantes, sdo mais resistentes a
reducdo da funcdo mitocondrial induzida por ROS e danos oxidativos a lipideos,
observados pelo contetdo de malondialdeido (MDA), do que os machos.

Assim sendo, as diferencas sexo dependentes no estado redox observadas
em nosso estudo podem ser devidas as diferencas hormonais entre machos e
fémeas, mais especificamente ao hormonio estrogénio. Apesar de machos tambéem
0 possuirem, ele é principalmente um hormonio sexual feminino (ENNS e TIIDUS,

2010). Os efeitos protetivos do estrogénio ja foram muito bem caracterizados em
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uma revisado publicada por Enss e Tiidus (2010), os quais relatam seus efeitos
antioxidantes e estabilizador de membranas, bem como regulando a expresséo de
diversos genes, inclusive na prépria mitocéndria (VENTURA-CLAPIER et al., 2019).
Ademais, alguns estudos ja demonstraram que o0 exercicio fisico aumenta a
expressao de receptores de estrogénio alfa (ERa), encontrados na musculatura
esquelética, incluindo na mitocondria (HAMILTON et al., 2016; LEMOINE et al.,
2002; VENTURA-CLAPIER et al., 2019). Além disso, o estrogénio tem a capacidade
de ligar-se aos receptores ERa, que por sua vez sao conhecidos por ativarem
fatores de transcricdo como o PCG-1a e os fatores respiratérios nucleares (NRFs),
que estdo relacionados com a biogénese mitocondrial e a expressao de defesas
antioxidantes na célula, respectivamente (VENTURA-CLAPIER et al.,, 2019). O
estrogénio ainda possui a capacidade de se ligar diretamente aos receptores
encontrados nas mitocondrias, levando a replicacdo do DNA mitocondrial e também
a expressdo de enzimas antioxidantes mitocondriais como a SOD dependente de
manganés (Mn-SOD) (VENTURA-CLAPIER et al., 2019). Por fim, o estrogénio pode
estar por tras da modulacdo do estado redox observada em nosso estudo, dada a
sua participacdo nos processos citados anteriormente ou, simplesmente por estar
agindo como um neutralizador de oxidantes, devido a sua estrutura quimica similar a
de outros antioxidantes ndo enzimaticos, como a vitamina E (ENNS e TIIDUS, 2010),

0 que pode explicar a reducao no contetdo de oxidantes encontrado nas fémeas.
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5. CONCLUSAO

Nossos resultados adicionam evidéncias importantes aos dados da literatura
relacionada a DOHaD, demonstrando que o exercicio materno causa efeitos sexo
dependentes na prole de ratas exercitadas durante a gestacdo. Demonstramos que
0 exercicio materno em intensidade moderada ndo causa efeitos negativos no
desenvolvimento neuromotor e fisico anatémico da prole no periodo neonatal. Além
disso, também mostramos que o exercicio materno € capaz de afetar a funcéo
mitocondrial no musculo esquelético da prole dependendo do sexo e do tipo de
fibra muscular avaliado, além de modular as defesas antioxidantes de uma maneira
sexo dependente. De maneira geral, tanto os machos como as fémeas
aumentaram a funcdo mitocondrial em decorréncia do exercicio materno. Além
disso, as fémeas demonstram produzir menos oxidantes e sofrerem menos danos
a proteinas em comparacdo aos machos. Em conclusdo, demonstramos que o
exercicio materno durante a gestacdo pode afetar o musculo esquelético da prole e
gue o sexo dos animais € um fator muito importante e que deve ser levado em

consideracao em futuras investigagoes.
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