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“Depois de termos conseguido subir a uma grande montanha, s6 descobrimos

que existem ainda mais grandes montanhas para subir.” (Nelson Mandela).
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RESUMO

A obesidade é um distirbio multifatorial complexo causada por fatores genéticos e
epigenéticos, dentre outros. Um meio intra-uterino adverso, com excesso ou
escassez de alimentos pode expor o feto ao desenvolvimento da sindrome
metabdlica, diabetes e doencas cardiovasculares quando adultos, podendo ser
passado transgeracionalmente através de alterac6es epigenéticas. O exercicio fisico
€ uma forma ndo medicamentosa de prevencdo e tratamento da obesidade,
melhorando a aptiddo cardiorrespiratoria e composicdo corporal, dentre outros
fatores. Este estudo avaliou se a dieta rica em sacarose e lipidios dada a fémeas da
geracdo FO durante toda sua vida, incluindo gestacéo e lactacdo, afetaria os niveis
de ansiedade e os padr6es de memaria transgeracionalmente e se o exercicio fisico
possui efeito protetor sobre os mesmos parametros. Ratas da geracao FO foram
distribuidas em quatro grupos: controle sedentario (CSed) e exercitado (CEX); dieta
sedentario (DSed) e exercitado (DEx). Dos 21 aos 120 dias de vida os animais
realizaram treinamento fisico em esteira, com intensidade de moderada a intensa, e
0s animais controle receberam dieta normocal6rica e os animais dieta receberam a
dieta high sugar/ high fat (HS/HF) no mesmo periodo. Machos e fémeas da geracdo
F1 e F2 foram distribuidos em grupos iguais ao da geracdo materna ao qual
pertenciam; porém, consumiram a racdo normocaldrica e ndo realizaram treinamento
fisico. Foi acompanhado o consumo alimentar dos animais e a evolu¢cdo do peso
corporal dos mesmos. Aos 80 dias, foi realizado teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG). Aos 90 dias, todos os animais foram submetidos a testes, para avaliacado do
nivel de ansiedade (labirinto em cruz elevado) memorias de trabalho (30 seg) e
longo prazo (24h) (teste de esquiva inibitoria). Aos 110 dias, houve a eutanasia e 0s

parametros biométricos foram avaliados. A dieta normocaldrica e o treinamento



fisico realizado pela geracédo FO promoveram menor acumulo de gordura nos filhotes
machos e fémeas da geracdo F1 quando comparados ao CSedl (gordura
retroperitonial: 37,7% nas fémeas e 27,6% nos machos; gordura perigonadal:
28,16% nos machos). Diferentemente do que aconteceu na geracédo F1, os machos
do grupo DSed2 apresentaram um maior acumulo de gordura perigonadal, 19,4%,
quando comparados ao grupo Csed2. Adicionalmente, o efeito protetor do
treinamento fisico com relacdo ao menor acumulo de gorduras retroperitoniais e
perigonadais na geracdo F2 sO aconteceu no grupo DEx2 e nos machos, com
reducado de 21% e 26,8%, respectivamente, em relacdo ao grupo DSed2. As fémeas
dos grupos DSed das geragcfes F1 e F2 ndo ficaram intolerantes a glicose, contudo
houve reducdo de 11,2% na glicemia das fémeas do grupo DEx1 quando
comparadas ao grupo DSedl. Ao contrario do que aconteceu nas fémeas da
primeira geracdo, os machos do grupo DSedl ficaram intolerantes a glicose, com
aumento da glicemia em 18,45% quando comparados ao grupo CSedl. O grupo
DEx1 e DEx2 apresentaram reducdo da glicemia em 18,45% e 24,75% quando
comparados ao grupo DSed. A dieta HS/HF consumida pela geracdo FO reduziu a
memoéria de longo prazo das fémeas do grupo DSed2 em 88,6% quando
comparadas ao grupo CSed2. Também aumentou os niveis de ansiedade dos
animais machos da geracédo F1 do grupo DSedl em relacdo aos grupos CSedl e
DEx1. A dieta HS/HF aumentou o nivel de ansiedade dos machos da geracdo F1 e
causou prejuizo na memoéria de longo prazo das fémeas da geracdo F2, além de
aumentar a glicemia dos filhotes machos do grupo dieta da primeira geracao e,
causar maior acumulo de gordura na geracao F2. O treinamento fisico teve efeito
protetor sobre a glicemia da descendéncia, reduziu a adiposidade dos filhotes

machos e fémeas de F1 (grupo controle). Tal efeito s6 se manteve na geracédo F2



nos filhotes machos do grupo dieta. A dieta HS/HF consumida por fémeas desde o
desmame até a lactacéo altera o metabolismo, a memoria e os niveis de ansiedade
nas geracdes F1 e F2, particularmente entre os machos. O treinamento fisico de

intensidade moderada a intensa realizada pela geracéo FO protege a progénie.

Palavras-chaves: Epigenética, dieta hipercaldrica, memoria, ansiedade, exercicio

fisico e ratos.



ABSTRACT

Obesity is a complex multifactorial disorder caused by genetic and epigenetic factors,
among others. An adverse intrauterine environment with excess or scarcity of food
may expose the fetus to the development of metabolic syndrome, diabetes, and
cardiovascular disease in adults, and may be transgenerationally passed through
epigenetic changes. Physical exercise is a non-medicated form of prevention and
treatment of obesity, improving cardiorespiratory fithess and body composition,
among other factors. This study evaluated whether the diet rich in sucrose and lipids
given to females of the FO generation throughout their life, including gestation and
lactation, would affect anxiety levels and memory patterns transgenerationally and if
physical exercise has protective effect on the same parameters. Rats of the FO
generation were divided into four groups: sedentary (CSed) and exercised (CEXx)
controls; Sedentary (DSed) and exercise diet (DEx). From 21 to 120 days of age, the
animals performed physical training on a treadmill at moderate to high intensity, and
the control animals received normocaloric diet and the diet animals received the high
sugar / high fat (HS / HF) diet during the same period. Males and females of the F1
and F2 generation were distributed in equalgroupsl to the maternal generation to
which they belonged; however, consumed the normocaloric chow and did not
perform physical training. The food consumption of the animals and their body weight
were monitored. At 80 days, oral glucose tolerance test (OGTT) was performed. At
90 days, all animals were submitted to tests, for evaluation of anxiety level(elevated
plus-maze) working memory (30 sec) and long-term (24h) (inhibitory avoidance test).
At 110 days, there was euthanasia and the biometric parameters were evaluated.
The normocaloric diet and physical training performed by the FO generation promoted
a lower accumulation of fat in the offspring, male and female from F1 generation,
compared to CSedl (retroperitoneal fat: 37.7% in females and 27.6% in males,
perigonadal fat 28.16%, in males). Differently from what happened in the
Flgeneration, the males of the DSed2 group presented a higher accumulation of
perigonadal fat, 19.4%, when compared to the group Csed2. Additionally, the
protective effect of physical training in relation to the lower accumulation of
retroperitoneal and perigonadal fats in the F2 generation occurred only in the DEx2
group and in the males, with a reduction of 21% and 26.8%, respectively, in relation

to the DSed2 group. Females of the DSed groups of the F1 and F2 generations were



not intolerant to glucose, however, there was a 11.2% reduction in the glycemia of
the females of the DEx1 group when compared to the DSed1 group. In contrast to
what happened in the first-generation females, males from the DSedl group were
intolerant to glucose, with an increase in blood glucose by 18.45% when compared to
the CSedl group. The group DEx1 and DEx2 had a reduction in blood glucose of
18.45% and 24.75% when compared to the DSed group. The HS / HF diet consumed
by the FO generation reduced the long-term memory of the females of the DSed2
group by 88.6% when compared to the CSed2 group. It also increased the anxiety
levels of male F1 generation from the DSedl group in relation to the CSedl and
DEx1 groups. The HS / HF diet increased the anxiety level of the F1 generation
males and caused long-term memory injury in females of the F2 generation, in
addition to increasing the glycemia of the first-generation diet group males and
causing higher fat accumulation In the F2 generation. Physical training had a
protective effect on offspring glycemia, reducing the adiposity of male and female F1
pups (control group). This effect was only maintained in the F2 generation in the male
offspring of the diet group. The HS / HF diet consumed by females from weaning to
lactation alters metabolism, memory and anxiety levels in the F1 and F2 generations,
particularly among males. Physical training of moderate to intense intensity
performed by the FO generation protects the progeny.

Keywords: Epigenetic, hypercaloric, memory, anxiety, physical exercise and

rats.
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1. INTRODUCAO

A obesidade ou o sobrepeso sdo definidos como o acumulo excessivo de
gordura que afeta negativamente a saude e a longevidade do individuo,
(MITCHELL et al., 2011; FLEGAL et al., 2013; MORGEN et al., 2014)
desencadeando desordem metabdlica como, hiperinsulinemia, resisténcia a
insulina, hiperleptinemia, intolerancia a glicose, dislipidemia aterogénica,
hipertensdo arterial dentre outros fatores (OLUFADI et al.,, 2008; KOPPLE,
2010; WHO, 2013). De acordo com a Federacdo Internacional do Diabetes
(IDF) a combinagédo de trés dos cinco fatores citados acima, constituem a
Sindrome Metabdlica (SM) (ALBERTI et al.,, 2009), que é um distUrbio
multifatorial complexo com diversos componentes inclusive fatores genéticos e
epigenéticos (MORGEN et al., 2014).

As alteracbes metabdlicas transmitidas epigeneticamente foram
denominadas de programacao metabdlica e ocorrem em fases cruciais da vida
como gestacdo, lactacdo, infancia e adolescéncia, fases conhecidas como
‘lanelas de programacao”. Nao s6 o sobrepeso ou obesidade como também o
desenvolvimento neuronal podem ser moduladas epigeneticamente nestas
fases cruciais (BRAMBILLA et al., 2011; WOJTYLA et al., 2012; GUINHOUYA,
2012; KIM ; PARK, 2013).

Diversos estudos tém mostrado que gestantes com acesso a uma dieta
rica em gordura estdo mais propensas a alterar o desenvolvimento cerebral do
feto além de expb6-lo a um alto risco de diversas patologias quando adultos
(sindrome metabdlica, diabetes Mellitus Tipo 2 e doengas cardiovasculares)
(MCMILLEN et al., 2005; STOCKER et al., 2005). Outros estudos observaram
gue alimentacdo excessiva, desnutricdo, diabetes mellitus tipo 2, hipertenséao,
uso excessivo de farmacos (antidepressivos), exposicdo a poluentes e outros,
comprometem o desenvolvimento normal da plasticidade neuronal (JANSEN et
al., 2012). A plasticidade neural estd relacionada com a capacidade dos
neurdnios de formar novas conexdes a cada momento, sendo assim a base

para o desenvolvimento da memoria e do aprendizado.
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O hipocampo é uma das regides mais importantes para as funcdes de
memoria. E uma estrutura localizada nos lobos temporais e exerce papel
importante nos processos de aprendizado e memaria, principalmente na etapa
de consolidacdo da memoaria de longo prazo em humanos, e memoéria espacial
em roedores (WANG et al., 2006). No hipocampo sdo encontrados receptores
de glicocorticéide e insulina e a hiperativacdo desses horménios pode ser
prejudicial tanto a nivel metabdlico quanto a nivel cognitivo (STOCKHORST et
al., 2004; HUANG et al., 2010). A memdéria pode ser afetada por diferentes

mecanismos:

A) Hiperativacdo do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA) pelos
glicocorticéides que pode causar estresse crénico, aumentando a ansiedade e
desencadeando déficits de memdria (DEAKIN ; GRAEFF, 1991; SORAVIA,
2006).

b) A hiperinsulinemia, desencadeada pela obesidade, pode levar a
inativacdo de receptores centrais de insulina no hipocampo e como a insulina €
responsavel pelo crescimento neural no hipocampo, a memoria e o
aprendizado podem ser prejudicados (STOCKHORST et al., 2004).

Ha mais de 20 anos Barker e colaboradores iniciaram estudos que
resultaram na hip6tese de que variacdes em fatores ambientais no inicio da
vida, particularmente vinculados a nutricdo, podem levar a adapta¢des no
metabolismo que serdo capazes de aumentar o risco para doencas crénicas,
como obesidade, na vida adulta (BARKER et al., 1999; GODFREY ; BARKER,
2001).

Uma das ferramentas de defesa para o tratamento da obesidade € o
exercicio fisico, pois ele promove melhoria na aptiddo cardiorrespiratdria, na
composicdo corporal, nos aspectos psicolégicos e cognitivos, entre outros
(KRAMER et al., 2006; DELEY et al., 2007; LEE et al.,, 2009). Estudos
realizados com humanos e animais mostraram que o exercicio fisico tem um
impacto importante na cogni¢cdo, no aspecto emocional e no comportamento
(COTMAN; BERCHTOLD, 2002; MARKHAM ; GREENOUGH, 2004;
MARTINSEN, 2008; SAMPEDRO-PIQUERO et al., 2013). Uma caracteristica

importante da programacao metabodlica € a evidéncia de que o meio intra-

19



uterino adverso causa alteracdes epigenéticas que podem ser transmitidas
transgeracionalmente (heranca epigenética), ou seja, de mae FO para filho F1 e
para a geracao seguinte F2 (AERTS; VAN ASSCHE, 2003; ZAMBRANO et al.,
2005). A maioria dos estudos avalia esse efeito transgeracional em maes

desnutridas pelo tratamento com dieta pobre em proteinas.

Este trabalho prop0s-se a estudar se uma dieta rica em sacarose e
lipidios dada a fémeas durante toda sua vida, incluindo a gestacdo e a
lactacdo, causa alteracbes metabdlicas, aumenta os niveis de ansiedade e
afeta os padrbes de memoria transgeracionalmente e se o0 exercicio fisico

possui um efeito protetor sobre os mesmos parametros na descendéncia.

20



2. REVISAO DA LITERATURA

Na Idade Média e na Antiguidade a obesidade ou o sobrepeso eram
sinbnimos de “status”, riqueza, fertilidade, beleza, saude e prosperidade.
Estatuetas pré-historicas, incluindo a famosa Venus de Willendorf, eram
representadas anatomicamente com obesidade abdominal, como simbolo de
beleza e fertilidade (HASLAM, 2007). Essa idéia foi desfeita com a Revolucao
Agricola na Idade Moderna (séculos XV a XVIII d.C.) e logo em seguida com a
Revolucao Industrial no inicio do século XVIII, pois juntamente com ela vieram
avancos socioecondémicos, tecnolégicos, cientificos, maior oferta de empregos
e maior disponibilidade de alimentos transformando o estilo de vida das
pessoas (GOTTLIEB et al., 2011).

Apos a Segunda Guerra Mundial, houve aumento significativo de doencas
cronicas nao transmissiveis, tais como as doengas cardiovasculares, diversos
tipos de cancer (cancer do colo do utero, vesicula, rim e figado), diabetes, e
obesidade, principalmente nos paises do hemisfério norte, possibilitando uma
correlacdo da alimentacdo, reducdo de atividade fisica e outros aspectos
vinculados a vida urbana (MONDINI e MONTEIRO, 2000; VISSCHER e
SEIDELL, 2001; POPKIN, 2001).

Desta maneira, a facilidade de acesso e o0 baixo custo de alimentos
altamente palataveis e de grande densidade cal6rica, juntamente com o
sedentarismo e o estresse cotidiano elevado, poderiam justificar 0 aumento da

incidéncia e prevaléncia da obesidade no mundo (SWINBURN, 2011).

2.1 OBESIDADE: Classificacédo e Origem

A obesidade resulta de uma interagcdo complexa que envolve aspectos
genéticos, ambientais, metabdlicos, fisiolégicos, comportamentais e sociais
(BRAY; POPKIN, 1998). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2014) a obesidade aumenta o risco do desenvolvimento de diabetes, doenga

cardiaca, acidente vascular encefélico, certos tipos de cancer (cancer de colo
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do utero, vesicula, rim e figado), apnéia obstrutiva do sono, osteoartrite e afeta

negativamente o desempenho reprodutivo.

Para que o individuo seja classificado como obeso, uma forma rapida e
simples de se avaliar € utilizar o indice de Massa Corporal (IMC), que é
calculado através da equacdo matematica, do peso corporal em quilogramas,
dividido pela altura ao quadrado em metros. De acordo com o resultado o
individuo pode ser classificado como portador de sobrepeso ou obesidade
(Tabela 1). Entretanto, essa avaliacdo apresenta a limitagdo de n&o levar em

consideracdo a massa de gordura corporal ou muscular.

Tabela 1: Classificagdo da Obesidade segundo a Organizagao Mundial de
Saude (OMS)

22

IMC (kg/m?2) Classificacao
<18,5 Baixo peso
18,5-24,9 Peso normal
25,0-29,9 Sobrepeso
30,0-34,9 Obesidade Classe |
35,0-39,9 Obesidade Classe I
240 Obesidade Classe Il

A obesidade dobrou nos ultimos anos entre os adultos, sendo que em
1980, 11% dos homens e 15% das mulheres eram obesos, em 2014 esses
valores foram para 38% de homens e 40% das mulheres. Assim, mais de meio
bilhdo de adultos em todo mundo séo classificados como obesos. Pelo menos
2,8 milhGes de pessoas morrem todo ano como resultado do excesso de peso
ou obesidade, doenca essa que antes era associada a paises de alta renda, e
hoje também prevalece em paises de baixa e média renda (ENES; SLATER
2010; WHO, 2013).

A obesidade néo se limita apenas a adultos, a obesidade infantil se tornou
um dos desafios de saude publica do século 21. Criangcas com sobrepeso sédo
susceptiveis de se tornarem adultos obesos, além de serem mais propensos a
desenvolver diabetes e doencas cardiovasculares em uma idade mais jovem,
aumentando o risco de morte precoce (CALI; CAPRIO, 2008; HERMAN et al.,



2009). Em 2013, mais de 42 milhdes de criangas com menos de cinco anos de
idade estavam acima do peso, sendo que 31 milhfes delas estdo em paises
em desenvolvimento (WHO, 2013).

Além de um grave problema de saude publica em todo o mundo
(WILBORN et al., 2005), a obesidade tornou-se também uma preocupacdo
econbmica, visto que o0s tratamentos médicos trazem consequéncias
relevantes para a economia de diversos paises. O custo anual nos Estados
Unidos com gastos em medicamentos relacionados a obesidade foi estimado
em cerca de 75 bilhdes de dolares (5 a 7% dos custos totais relacionados a
saude), chegando a 90 bilhes em 2002 (FINKELSTEIN et al., 2009). Na
Europa os custos relacionados as enfermidades relacionadas com a obesidade
variam entre 1% e 5% do custo total com saude (WILBORN et al., 2005). Em
2002 Sturm, utilizando dados de Healthcare for Communities (HCC), mostrou
gue a obesidade aumentou em 36% e 77% 0s gastos com assisténcia médica
e medicamentos, respectivamente, quando comparado a tais gastos com
saude de individuos ndo-obesos. Uma pesquisa mais atual, realizada pelo
McKinsey Global Institute (2014), mostrou que no mundo, 2,8% de todas as
riqguezas sdo gastos no enfrentamento da obesidade, isso equivale a cerca de
R$ 5,2 trilhdes.

Tanto os fatores genéticos quanto nutricionais podem atuar como gatilho
para o surgimento das disfuncdes fisiolégicas, corrompendo a homeostasia
organica e desencadeando distarbios metabdlicos principalmente quando
associados ao sedentarismo (HURT et al., 2011). Desta forma, acredita-se que
a interacdo desses fatores (genéticos e ambientais) possa modular o

metabolismo energético.

2.2 OBESIDADE NO BRASIL

A obesidade ja é considerada uma pandemia mundial, pois a cada ano
gue passa aumenta consideravelmente (GLUCKMAN et al., 2011; SWINBURN
et al., 2011). No Brasil ndo esta sendo diferente, dados do Ministério da Saude

(2015) mostraram que em 2006 42,6% dos brasileiros ja tinham sobrepeso e
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11,8% j& estavam obesos. Em 2013 o percentual de pessoas com sobrepeso
aumentou para 50,8% e de obesos passou para 17,5%. Em 2015 o percentual
era 52,5% de sobrepeso e 17,9% de obesos. Com relacdo ao sexo, 0
percentual de homens com sobrepeso é de 56,6% e obesos de 17,9%, entre as
mulheres o sobrepeso atinge 49,1% e obesidade 18.2% (LANCET, 2015).

Dados do ano de 2009 mostraram que 72% de Obitos no pais foram por
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), esse percentual representa mais
de 742 mil mortes por ano. As que mais matam sdo as doencas
cardiovasculares (31,3%), o cancer (16,2%), as doencas respiratérias cronicas
(5,8%) e o diabetes mellitus tipo 2 (5,2%). Todas essas condicfes estao
relacionadas, em maior ou menor grau, com a presenca de obesidade
(SCHMIDT et al., 2011).

Além de a obesidade ser um sério problema de salude publica e
consequentemente ter implicacdes econémicas, elevando os custos médicos,
ela também possui consequéncias sociais, tais como, diminuicdo da qualidade
de vida, perda de produtividade, aposentadorias precoces e mortes
(FINKELSTEIN et al., 2009). Em 2012, um estudo realizado pela Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) analisou os custos diretos associados aos
pacientes com doencas relacionadas a obesidade e ao sobrepeso e o maior
gasto governamental foi com as doengas cardiovasculares (principalmente
doenca coronariana) somando R$ 2,37 bilhdes, seguido do gasto com os tipos
de cancer relacionados com sobrepeso e obesidade (R$ 998,2 milhdes). Os
gastos com internacdes decorrentes das doencas relacionadas a obesidade
foram responsaveis por 31,3% desses custos, e aproximadamente 11% destes

pode ser atribuida ao excesso de peso e a obesidade.

Diversos fatores podem estar associados com 0 excesso de peso entre 0s
brasileiros, dentre eles o grau de escolaridade e a pratica de exercicio fisico.
Segundo Vigitel (2012) 31% dos brasileiros com 12 anos ou mais de estudos
comem 400 gramas diarias de frutas e hortalicas de acordo com a
recomendacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e apenas 18% da
populacdo que ndo concluiu o Ensino Fundamental ou tem menos de oito anos

de escolaridade consomem frutas e hortalicas. A gordura saturada também é
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mais comum na mesa das pessoas com menos estudo quando comparadas

aquelas com maior escolaridade, sendo 32% contra 27%, respectivamente.

Com o processo de industrializacdo no pais de forma mais expressiva a
partir do século passado, o processo de imigracdo das areas rurais para as
areas urbanas foi significativo, sendo que em 1970 os moradores das areas
urbanas representavam 58% da populacéo, ja em 2000, segundo os dados do
Censo, 81% da populacdo residia nos aglomerados urbanos (IBGE, 2002) e
acompanhando este deslocamento urbano o aumento de sobrepeso e

obesidade entre as décadas de 70 e 90 foram representativos.

Em 2030, cerca de 50% da populacdo poderd ser classificada como
obesa. No Brasil o percentual da populacdo com sobrepeso é 57%
(MCKINSEY GLOBAL INSTITUTE, 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
Dados alarmantes e que precisam ser revertidos para uma melhor qualidade de

vida da populacao.

2.3 PROGRAMACAO METABOLICA

No periodo pré-natal e até os primeiros anos de vida ocorre o crescimento
e o desenvolvimento do sistema nervoso central (SANTOS-MONTEIRO et al.,
2002) e enddcrino (SYMONDS et al., 2003). Durante o periodo gestacional e
de lactacdo o hipotalamo esta mais vulneravel a influéncias ambientais,
contribuindo para o desencadeamento de patologias na vida adulta, como por
exemplo, a obesidade (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2001). Nesses periodos
criticos do desenvolvimento, hd uma chance maior de agressdes e insultos que
modificam estruturas ou funcbes do organismo. Este processo € conhecido

como programacao (LUCAS, 1990).

Uma das formas de programar um individuo, metabolicamente, é
expondo-o a um ambiente materno adverso, com escassez ou abundancia de
alimentos, uso de drogas, bebidas alcodlicas, fumo, poluicdo, estresse e
doencgas (HAUSMAN et al., 1991).
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Estudos demonstram que o padrdo alimentar durante a gestacado e
lactacdo pode repercutir na saude do individuo por toda uma vida (BARKER et
al., 1993; LUCAS, 1990; BURDGE et al.,, 2007). O estudo de Ravelli et al.
(1976), em 1970, analisou 300.000 homens, filhos de mulheres expostas a um
periodo de escassez alimentar (fome holandesa), durante a Segunda Guerra
Mundial, em 1940. Os pesquisadores observaram que esses homens na vida
adulta apresentaram padroes diferenciados de composicdo corporal,
dependendo da idade em que tinham sido expostos a desnutricdo materna
durante a vida intra-uterina. As maes que ficaram desnutridas durante o ultimo
trimestre da gestagéo tiveram filhos que apresentaram baixa incidéncia de
obesidade. Entretanto, se a desnutricdo ocorresse no primeiro trimestre da

gestacao, a taxa de obesidade aumentava significativamente.

No século passado, Barker et al. (1989) mostraram que 0 peso ao hascer
tinha relacdo direta com o surgimento de doencas cardiovasculares,
hipertensédo e desenvolvimento do diabetes tipo 2 e, a partir de seus achados,
outros pesquisadores avaliaram o tipo de dieta que a méae recebeu e sua
relacdo com o peso da prole e da homeostase glicémica (LUCAS et al., 1990).
Van Assche et al. (1984) induziram hipoglicemia por estreptozotocina em ratas
Wistar durante a gestacdo e observaram na prole, aumento na resisténcia a
insulina aos 70 dias de vida. Em outro estudo também com ratas Wistar
gestantes, a dieta restrita em proteina, induziu na cria, na idade adulta, reducdo
na secrec¢do de insulina, além de intolerancia a glicose (DAHARI et al., 1995). A
superalimentacdo com o modelo de reducdo de ninhada, também apresentou
dados significativos. Rinaldi et al. (2012) mostraram que animais
superalimentados durante a lactacdo apresentaram aumento da gordura

corporal, além de hiperinsulinemia e hiperglicemia.

As janelas de programacgao sao fundamentais para o desenvolvimento
humano, pois nestas fases ocorre grande plasticidade neural. Os sistemas
nervosos central (SNC) e auténomo (SNA) modulam o metabolismo energético
e 0 peso corporal, sendo assim, a programacao ‘recebida” durante fases
cruciais da vida (gestacgéo e/ou lactacdo) pode ser reprogramada ou acentuada
de acordo com o estimulo recebido durante infancia e adolescéncia
(MICHELINI, 2007; DRAGANSKI; MAY, 2008). O estilo de vida adotado na fase
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entre a infancia e adolescéncia € de suma importancia, pois criancas e
adolescentes obesos tém maiores chances de se tornarem adultos com
excesso de peso (FERREIRA et al., 2015).

Como pode se verificar pelo exposto anteriormente, fatores ambientais
podem influenciar a expressédo de alguns genes responsaveis pela modulacdo
das respostas metabodlicas na prole (JANESICK; BLUMBERG, 2011). Tais
modulacbes sdo denominadas epigenética, e referem-se a alteracbes
hereditarias na expressao génica que ndo podem ser explicadas por
modificacdes na sequéncia de bases do DNA. A epigenética “modula” o

fendtipo ao longo da vida e nas geracdes seguintes (CHOI; FRISO, 2010).

Estudos com animais tém sido desenvolvidos com a finalidade de
observar o desequilibrio do balanco energético em fases cruciais do
desenvolvimento com maior plasticidade neural. Kozak et al. (2000)
constataram através de experimento com ratos, que manipulacdes dietéticas
no inicio da vida modificam os mecanismos de regulacdo da homeostase
energética na vida adulta. A qualidade do alimento ingerido no inicio da vida é
importante para adequar o funcionamento da via hipotalamica, participando da
regulacdo da conduta alimentar. Grove e Smith (2003) também mostraram que
perturbagdes no balanco energético, durante “periodos criticos” da plasticidade
neuronal em primatas, podem causar alteracdes permanentes na manutencao
do peso corporal e levar a anormalidades nos fendtipos do peso corporal

guando adulto.

2.4 OBESIDADE E MEMORIA

7

A aquisicdo de novas informacdes é o primeiro estagio da memoria
(LYNCH, 2004) e esse processo requer a atividade integrada de diferentes
regides encefalicas e sistemas de neurotransmissao para que essa informacao
adquirida seja retida (LYNCH, 2004). A memdria tanto de homens, quanto de
animais, € proveniente de suas experiéncias vividas, e como as experiéncias

podem ser as mais variadas possiveis, diferentes tipos de memoria ativam
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areas cerebrais distintas assim como mecanismos celulares distintos
(IZQUIERDO, 2002).

Existem diferentes classificacbes para os processos de aprendizado e
memoria. Segundo Izquierdo (2002) a memadria pode ser classificada quanto ao

tempo de retencédo, sendo subdivididas em:

1. Ultra-rapida: Dura fracdo de segundos a alguns segundos;

N

. Curta duracdo: Dura minutos ou horas

w

. Longa duracao: Dura horas, dias ou anos.

E pode ser classificada quanto a sua natureza, sendo subdivididas em:

[ERN

. Explicita: Pode ser descrita por meio de palavras

N

. Implicita: Nao pode descrita por meio de palavras

w

. Operacional: Permite o raciocinio e o planejamento do comportamento

Um dos principais neurotransmissores envolvidos na formagdo da
memoria é o glutamato, mas além desses, também dopamina, noradrenalina,
serotonina, acetilcolina, e outros. O glutamato liberado se liga a alguns
receptores especificos, como por exemplo, cainato, N-metil-D-aspartato
(NMDA) e receptores glutamatérgicos metabotropicos (MRGLU). Quando o
glutamato se liga a esses receptores, produz alteracbes no neurdnio-alvo
(neurbnios que recebem a informacdo) que abrem canais iGnicos e ativam
algumas enzimas (proteina quinase A, proteina quinase B, entre outras), todo
esse processo ativa mecanismos intracelulares que culminam na sintese
protéica. Alteracbes decorrentes da sintese protéica modificam funcdes
cerebrais que atuam no processo de formacdo da memoéria (CAHILL;
MCGAUGH, 1998; MCGAUGH, 2000; ABEL; LATTAL, 2001; MCGAUGH,
2002).

Estimulos durante o periodo pré e/ou pds- natal, como relata Mustard
(2010), podem comprometer o comportamento e a aprendizagem na vida
futura, pois afetam a funcdo dos circuitos neurobiolégicos, diferenciando a

funcdo dos neurdnios e os circuitos neurais. E através da epigénese que 0s



neurdnios sao diferenciados para exercer suas diversas fungbes, como por
exemplo, visdo, audicdo, tato, comportamento, e outros. A epigénese nada
mais € do que um processo molecular e celular que governa a funcdo dos
genes. Esses processos incluem metilagdo do DNA, acetilagdo das histonas,
mudancgas na estrutura da cromatina, entre outros (MEHLER, 2008; GILBERT;
EPEL, 2009). A modificagdo da cromatina € um mecanismo epigenético chave
na regulacdo da transcricdo de genes durante a estabilizacdo de memoarias de
longo prazo e alteracbes na acetilacdo de histonas estdo associadas com
déficits de memodria em modelos de doencas neurolégicas (REOLON et al.,
2011; CARVALHO et al., 2012). Outros estudos mostram que manipulacdes
comportamentais e farmacoldgicas durante o tempo de recuperacdo da
memoria podem resultar em uma perda permanente de comportamentos
aprendidos anteriormente (LATTAL; WOOD, 2013).

A formacdo da memodria envolve mudancas na expressdo de genes
neuronais. Novos tragos de memoria se tornam estaveis durante o processo de
consolidagéo, sendo a expressdo génica fundamental para a formacdo da
memoria de longo prazo, o que requer a sintese de uma série de proteinas e
de mRNAs (PEDROSO et al.,, 2013). Mecanismos epigenéticos durante a
aprendizagem inicial ou recuperacdo da memoria podem levar a memodria
persistente (memdria de longo prazo). Processos envolvidos na recuperacdo
da memodria induzem a plasticidade celular, onde um traco de memdria
anteriormente consolidado pode sofrer uma nova fase de estabilizacdo da
proteina dependente e resultar em reconsolidacdo da memdaria original ou levar
a extingdo, onde um novo aprendizado durante um teste de recuperagao cria
uma memoria adicional que reflete as mudancas das condigbes ambientais
(LATTAL; WOOD, 2013).

Dados literarios tém abordado a questdo relacionada a vulnerabilidade
cerebral e disturbios cognitivos com a obesidade (MOSCOVITCH; WINOCUR,
1995; WHITMER et al.,, 2005; WOLF et al.,, 2007; BRUCE-KELLER et al.,
2009). Uma das consequéncias dessa doenca crbnica sdo os desequilibrios
hormonais, na qual podemos destacar a resisténcia a insulina, a

hiperinsulinemia e a hiperleptinemia, fatores esses que também estdo
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envolvidos na consolidacdo da memoria de acordo com diversos estudos
(STOCKHORST et al., 2004; HUANG et al., 2010).

Stockhorst et al. (2004) encontraram receptores de insulina distribuidos no
cérebro, no bulbo olfatério e no hipotalamo, evidenciando que o encéfalo &
dependente de insulina e que esse horménio promove crescimento neuronal no
hipocampo, importante para consolidagdo da memoria e do aprendizado.
Debette et al. (2010) relacionaram IMC elevado e aumento da gordura

abdominal com diminui¢do do volume encefalico.

A leptina também desempenha papel importante em regifes encefalicas
relacionadas a aprendizagem e memodria (MARWARHA et al., 2012), pois sédo
encontrados receptores de leptina no hipocampo (HARVEY et al., 2006). Farr
et al. (2006) mostraram que a leptina regula a excitabilidade e o disparo de
neurénios do hipocampo, melhorando o0 processamento e a retencdo da
memoria quando administrada centralmente em roedores; e que roedores com
poucos receptores do hormdnio possuem maiores déficits na aprendizagem

espacial e na memoria.

Parrot et al (2007) acreditam que a resisténcia a insulina e a leptina
encontradas em individuos obesos, aumentam as chances de morte neural e
portanto colaboram para o baixo desempenho cognitivo. Estudos realizados
com homens e animais obesos, que receberam dietas hiperlipidicas e
hipercaloricas (dieta de cafeteria), apresentaram piores desempenhos em
testes de aprendizado e memoéria quando comparados ao grupo que recebeu
uma dieta equilibrada e que tinham peso normal (HEYNE et al.,, 2009;
ABILDGAARD et al., 2010; BENITO-LEON et al., 2013).

Em estudos experimentais com animais, aprendizagem e memadria sao
avaliados através de mudangas no comportamento do animal, decorrentes de
uma experiéncia prévia. Os testes utilizados para avaliacdo da memoéria em
modelos animais incluem, dentre outros, a esquiva inibitéria, o0
condicionamento classico de medo a um estimulo discreto e ao contexto, o
teste de reconhecimento de objetos, as tarefas de discriminagcédo simultanea e
de corridas pareadas no labirinto em T, e as tarefas com plataforma visivel e
oculta no labirinto aquatico (WANG et al., 2006; ALAEI et al., 2008).
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2.5 OBESIDADE E ANSIEDADE

"A sindrome da adaptacdo geral" proposta por Selye (1936), diz que o
estresse ameaca a homeostase do organismo e desencadeia uma série de
alteracdes corporais, por conta de diferentes tipos de condi¢des fisicas e
psicoldgicas. J4 é sabido que fatores genéticos e enddcrinos predispdem a
obesidade, mas atualmente tém se abordado a questdo psicolégica como uma
das causas para o agravamento da doenca (QUAIOTI; ALMEIDA, 2006).

Andrade et al. (1995) estudaram no ambulatério de Obesidade Infantil da
Universidade Federal de S&o Paulo, 134 criancas e verificou que 76,8%
apresentavam razdes emocionais importantes, associadas ao surgimento e a
evolucao da obesidade. Campos (1993) identificou caracteristicas psicoldgicas
em adultos obesos, como por exemplo, passividade e submissao, preocupacao
excessiva com comida, ingestdo compulsiva de alimentos, dependéncia e
infantilizacdo, ndo aceitacdo do esquema corporal, temor de ndo ser aceito ou
amado, indicadores de dificuldades de adaptacdo social, bloqueio da
agressividade, dificuldade para absorver frustracdo, desamparo, inseguranca,

intolerancia e culpa.

A dieta rica em gordura e a relagdo com o desenvolvimento pré e pos-
natal ainda é muito mal compreendida com relacéo a alteracdes cerebrais no
que diz respeito a comportamento e ansiedade. Mas, muito se especula sobre
a hiper ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (eixo HPA) que esta
relacionado com  respostas endocrinas ao estresse (MEANEY, 2001;
MCGOWAN et al., 2008; BRUNTON, 2010).

A resposta mais caracteristica ao estresse é a liberacdo do hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) e corticoide (cortisol em humanos e corticosterona
em ratos) na corrente sanguinea, como resultado da ativacédo do eixo HPA. A
secrecdo de CRH (hormonio liberador de corticotrofina) e vasopressina (AVP)
pelo hipotdlamo ativa a secrecdo do ACTH pela pituitaria, estimulando a
secrecdo de glicocorticoides pelo cértex adrenal. A hiperativacdo desse eixo,
desencadeada pelo estresse, pode trazer desequilibrios fisiologicos e
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psicolégicos, como por exemplo, depressdo, ansiedade antecipatoria,
bipolaridade, entre outras (KENDLER et al., 1995).

Ha evidéncias de que o estresse durante e apds a gravidez pode estar
ligado a problemas comportamentais e psicoldgicos na prole, apesar de néo se
acreditar ser algo puramente hormonal, mas também genético (CHAMPAGNE
et al.,, 2001; WELBERG; SECKL, 2001; MCGOWAN et al., 2008; BRUNTON,
2010).

Esse fator pode ser explicado por uma alteragédo na funcéo do eixo HPA
na prole. As alteracfes sdo na expressao de receptores de mineralocorticoides
e glicocorticéides em areas cerebrais, incluindo a amigdala e hipocampo, que
sao estruturas cerebrais envolvidas na aquisi¢cdo, consolidacédo e evocacao da
memo©ria, além de serem responsaveis também por regular os niveis basais e,
durante o estresse, de corticosterona circulante (WELBERG; SECKL, 2001,
BRUNTON, 2010).

Durante a gravidez o corpo da mulher sofre muitas mudancas fisicas e
quimicas, incluindo a producéo alterada de certos horménios. Os niveis de
cortisol séo tipicamente encontrados mais altos em uma mulher gravida (NG,
2011). A elevagédo do cortisol é essencial para o crescimento do feto e estimula
a producdo de surfactante, contudo niveis excessivos podem modificar
permanentemente o crescimento do feto (SECKL; HOLMES, 2007).

2.6 OBESIDADE E EXERCICIO FiSICO

Uma forma ndo medicamentosa para o combate da obesidade é a pratica
regular de exercicio fisico. S&o muitos os beneficios trazidos por esta atividade,
como por exemplo, a redugéo da glicemia em individuos com diabetes mellitus
tipo 2 (PEYROT; RUBIN, 1994; SILVA, LIMA, 2001); pois durante a contragéo
muscular ocorre 0 aumento da taxa de captacdo de glicose pelo musculo
esquelético (ROCKL et al., 2008). O mecanismo responsavel por tal processo é
a via insulina independente, representada pela proteina quinase dependente de
AMP (AMPK). O transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) é abundante nas
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membranas celulares do musculo esquelético e tecido adiposo. A contragdo
muscular aumenta a taxa de transcricdo e translocacdo do GLUT4 mediado
pela AMPK. Entretanto, em individuos obesos e diabéticos tipo 2, a captacao
de glicose esta comprometida devido a marcante resisténcia a insulina; porém
a via da proteina AMPK esta preservada e pode ser ativada através do
exercicio fisico, causando reducao da glicemia (GOODYEAR; KAHN, 1998).

De forma cronica, a atividade fisica pode reduzir os niveis pressoricos
(GALLO; CASTRO, 1997) e promover alteracbes autondmicas e
hemodindmicas importantes para o sistema cardiovascular (FORJAZ, 2003).
Essas adaptacfes reduzem a frequéncia cardiaca de repouso (aumento do
tbnus vagal e diminuicdo do tbnus simpatico e da frequéncia cardiaca
intrinseca - bradicardia); causam hipertrofia excéntrica do ventriculo esquerdo;
aumentam o consumo maximo de oxigénio (VO2 Max.) e promovem
angiogénese, pois aumentam o fluxo sanguineo para os musculos esqueléticos
e cardiaco. Em resumo, o corpo sofre adaptacdes cardiovasculares e
respiratérias durante o exercicio para suprir as demandas do musculo ativo. De
forma prolongada, o individuo melhora o seu desempenho e 0s mecanismos
hemodindmicos, humorais e neurais que sao responsaveis pela queda
pressorica pos treinamento fisico (WILMORE; COSTILL, 2003).

O exercicio fisico também estimula a secrecdo de determinados
hormdnios, como a secrecdo das catecolaminas, que sdo reguladas através do
sistema nervoso simpatico (sistema simpato adrenal) e seus efeitos séo
importantes para o metabolismo energético, pois aumentam a taxa metabdlica,
a glicogendlise no figado e no musculo ativo, a forga de contragéo do coragéo e
a liberacdo de glicose e acidos graxos livres para a corrente sanguinea.
Pesquisas tém mostrado que ratos submetidos a programa de natacdo
apresentaram aumento na atividade simpética, da mobilizacdo de acidos
graxos e reducdo da atividade elétrica do nervo vago (ZOUHAL et al., 1998).
Outro estudo com camundongos tratados com glutamato monossodico,
submetidos a exercicio de natacdo logo apdés o desmame, mostraram maior
contetdo de catecolaminas, inibicdo da obesidade e normalizacdo dos niveis
de glicose e insulina, quando comparados com aqueles também tratados com

glutamato monossaodico, porém sedentarios (ANDREAZZI, 2009).
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Existe também forte relacdo do desenvolvimento da capacidade aerdbica
com a melhora das funcbes cognitivas (MOLLOY et al., 1988; WILLIAMS;
LORD, 1997), pois é sabido que o exercicio fisico ajuda a proteger funcdes
cerebrais (KRAMER et al., 2006), na parte cognitiva, emocional e
comportamental (KASHIHARA et al., 2009; SAMPEDRO-PIQUERO et al.,
2013). Estudos desenvolvidos na década de 90 mostraram que pessoas
moderadamente ativas possuem menos riscos de serem acometidas por
disfuncdes mentais, quando comparadas a pessoas sedentarias (MOLLOY et
al., 1988; MAZZEO et al., 1998; ANTUNES et al., 2001). Segundo McAuley e
Rudolph (1995), o exercicio contribui para a integridade cerebrovascular, o
aumento no transporte de oxigénio para o cérebro, a sintese e a degradacéo
de neurotransmissores, dentre tantos outros beneficios ja citados acima,
melhorando assim a qualidade de vida. Adicionalmente, estudos desenvolvidos
com o objetivo de compreender as bases neurobioldgicas, apontaram que
ocorrem modificacdes na atividade neural (COSTA et al., 2012) e crescimento
celular (VAN PRAAG et al., 1999) devido aos beneficios do exercicio fisico.

Corroborando este achado, os beneficios cognitivos evidenciados através
do exercicio fisico mostram sua importancia para as respostas do sistema
nervoso central, tais como, o aumento da plasticidade neural, a neurogénese e
producdo de fatores neurotréficos (VAN PRAAG et al.,, 1999; COTMAN;
BERCHTOLD, 2002; EADIE et al., 2005).
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3. HIPOTESE

Um ambiente perinatal adverso, decorrente do consumo materno de uma
dieta rica em sacarose e lipidios, causa alteracdes metabdlicas, dos padrdes
de memdéria e ansiedade que podem ser transmitidos transgeracionalmente.
Porém o exercicio fisico crénico, simultaneo a adversidade nutricional materna,

possui um efeito protetor contra tais alteracoes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi verificar se uma dieta rica em sacarose
e lipidios causa alteracbes metabdlicas, de ansiedade e de memoria
transgeracionalmente. Também, objetivou-se avaliar o efeito protetor do

exercicio fisico em reverter, transgeracionalmente, essas alteragdes.

4.2  Objetivos Especificos

1. Quantificar o ganho de peso corporal e ingestédo alimentar de ratos (machos e
fémeas) das geracdes F1 e F2;

2. Quantificar os estoques de gordura visceral (retroperitonial e perigonadal) de

ratos (machos e fémeas) das geracoes F1 e F2;

3. Avaliar a homeostase glicémica de ratos (machos e fémeas) das geraces F1
e F2;
4. Avaliar os padr6es de memodria e o nivel de ansiedade de ratos (machos e

fémeas) das geracdes F1 e F2.



5. MATERIAL E METODO

5.1 Obtencao dos animais

Foram utilizadas ratas Wistar (n=40) recém-desmamadas com 21 dias de
vida (F0), com peso médio de 25 — 35 gramas, obtidas do Biotério Centro de
Biologia da Reproducéao (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora CIAEP
n° 01.0048.2013.

Todos os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, com quatro
animais por gaiola, com livre acesso a racao (Nuvital®, Curitiba, Brasil) e 4gua
filtrada, ndo esterilizada, mantidas em armarios climatizados com controle de
fluxo de ar, umidade relativa do ar (60 + 10) e temperatura constante (22 +
2°C), O alojamento mantém ciclo claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a fase
clara as 7 horas e concluida as 19 horas.

Todos os procedimentos experimentais realizados foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Juiz
de Fora (protocolo 048/2014).

5.1.1 Geragéao FO

As fémeas da geracdo FO (n=40) foram distribuidas em quatro grupos:
controle sedentario (CSed/n=10), controle exercitado (CEx/n=10), dieta
sedentario (DSed/n=10) e dieta exercitado (DEx/n=10). O grupo controle
recebeu ragcdo padrao (racdo Nuvital), e o grupo dieta recebeu ragéo rica em
sacarose e lipidios de acordo com o protocolo de Park e colaboradores (1999),
pré-fabricada pela empresa PragSolu¢cdes Comércio e Servigos Ltda, Jau-SP,
Brasil. O treinamento fisico foi realizado seguindo o protocolo de exercicio de
Negrdo et al. (1992) com adaptacdes. O exercicio fisico e a dieta foram

iniciados aos 21 dias de vida dos animais e finalizados aos 120 dias.
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5111 Protocolo de treinamento

Os animais comecaram o treinamento na esteira aos 21 dias de vida e as
duas primeiras semanas foram de adaptacdo com velocidade inicial de 10
m/min e com duracdo de 10 minutos, evoluindo para 20 minutos e velocidade
de 12 m/min. Apos o periodo de adaptacdo, iniciaram-se as sessdes de
treinamento que constaram de trés vezes por semana, em velocidade de 12
m/min. e duracdo de 20 minutos. O treinamento foi mantido até os 120 dias de
vida das fémeas, que terminaram as sessfes de treinamento com velocidade

de 20 m/min. e durag&o de uma hora, conforme mostrado na a tabela 1.

Os animais realizaram também trés testes de esfor¢o, o primeiro com 36
dias, logo ap6s a adaptacédo, o segundo teste aos 80 dias e o ultimo com 120
dias, seguindo o protocolo de esforco maximo. O protocolo de esfor¢o iniciava
com velocidade de 10 m/min, e a cada intervalo de 3 minutos era acrescido 1
m/min. O ponto de fadiga foi determinado a partir do momento que o animal
nao conseguia manter o ritmo exigido pelo estagio do teste e por conta disso se
mantinha na grade de estimulos, ao detectar-se essa condicdo, a grade de
estimulos era imediatamente desligada e o animal removido da esteira
(SOARES et al., 2004).

5.1.2 Obtencéo da geracéo F1

Apbs 120 dias de vida das fémeas da geracdo FO (n=20), foi verificado o
ciclo estral de todos os grupos, através de esfregaco vaginal, realizado através
de lavado vaginal com pipeta e agua filtrada. A secrecédo coletada foi analisada
em microscopio 6ptico, para determinar a fase do ciclo estral em que o animal

se encontrava.

As fémeas em fase de proestro foram alocadas em gaiolas na razéo de
trés fémeas e um macho. A presenca de espermatozoides no esfregaco
vaginal, realizado na manh& seguinte ao acasalamento, foi considerada

indicativo de possivel prenhes do animal. Préximo a data provavel do parto (20°
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dia pos-inseminacdo) as ratas foram alocadas em caixas individuais para a

construcdo do ninho e parir a ninhada para formar a préxima geracao (F1).

5.1.3 Eutanasia da geracédo FO

Apods o desmame dos filhotes da geracdo F1, as fémeas da geracao FO
foram eutanasiadas por exsanguinacao total seguida de ruptura do diafragma
sob anestesia, cetamina (90 mg/kg ip.) e xilazina (10 mg/kg ip.) (K6nig SA®,
Avellaneda, Argentina).

5.1.4 Geracéo F1

Apo6s o desmame dos animais aos 21 dias de vida, os filhotes machos e
fémeas da geracdo F1 (n=120) foram pesados e separados em quatro grupos
de acordo com o grupo materno FO ao qual pertencia: controle sedentario
(CSed1/n=30), controle exercitado (CEx1/n=30), dieta sedentario (DSed1/n=30)
e dieta exercitado (DEx1/n=30). Todos os animais da geracdo F1 receberam

racao padrao (racao Nuvital®, Curitiba, Brasil) e ndo foram exercitados.

Aos 80 dias os animais foram submetidos ao teste oral de tolerancia a
glicose (TOTG) (PELLOW et al.,1985). Aos 90 dias todos os animais foram
submetidos aos testes de ansiedade e memoria (labirinto em cruz elevado e

esquiva inibitéria, respectivamente).

Aos 110 dias de vida, depois da realizacdo de todos os testes, os machos
(n=60) e fémeas (n=40) foram eutanasiados, outras 20 fémeas foram
separadas para verificar o ciclo estral, através de esfregaco vaginal e
realizacdo do acasalamento como descrito anteriormente, para a formacao da

geracao F2.
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5.1.5 Geragao F2

ApoOs o desmame aos 21 dias de vida, os filhotes machos e fémeas da
geracdo F2 (n=120), também foram pesados e separados em quatro grupos de
acordo com o grupo materno F1 ao qual pertencia: controle sedentario
(CSed2/n=30), controle exercitado (CEx2/n=30), dieta sedentéario (DSed2/n=30)
e dieta exercitado (DEx2/n=30). Os animais da geracao F2 também receberam
dieta padrdo (racdo Nuvital®, Curitiba, Brasil) e ndo foram submetidos ao

treinamento fisico em esteira.

Os mesmos procedimentos com relacdo ao teste oral de tolerancia a
glicose e aos testes de ansiedade e memoria realizados com a primeira
geracdo, também foram realizados na geracdo F2 (PELLOW et al.,, 1985;
PELLOW,; FILE, 1986). Aos 110 dias de vida todos os animais foram

eutanasiados.

Todos os procedimentos descritos abaixo foram realizados nas geracdes
FleF2.

5.2 Peso corporal e consumo alimentar

A evolucdo ponderal dos animais das geracfes F1 e F2 e 0 consumo
alimentar foi registrado uma vez por semana [CA(g) = (Df — Di)/4/7] (CA=
consumo alimentar, Df= dia final, Di= dia inicial / namero de animais/dia) assim

como o peso dos mesmos até os 110 dias (de OLIVEIRA et al., 2013).

5.3 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG).

Os animais foram submetidos a jejum de 5 horas para realizagéo deste
teste e alojados em caixas individuais. Praticou-se um corte minimo na cauda
do animal para obter sangue para dosagem de glicose, que foi medida no
tempo zero (TO) e, apds ministrar 2g/kg de peso corporal de solucdo de glicose

a 50%, via gavagem, nos tempos T1 (15min), T2 (30 min), T3 (60 min) e T4
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(120min). Todas as amostras foram analisadas em glicosimetro (Accu-
ChekBlood Glucose Meters).

5.4 Teste de ansiedade e de memoria

Para verificacdo do grau de ansiedade, foi utilizado o teste de labirinto em
cruz elevado (LCE), pois esse teste tem sido o mais utilizado na investigacao
de comportamentos referente a respostas de medo e ansiedade (CARVALHO
et al., 2012). Com relacdo a memoéria de longo prazo e de trabalho, foi
realizado o teste de esquiva inibitoria (step-down) (QUILLFELDT, 2010)

5.5 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado consiste em um aparato de madeira elevado a
50 cm do solo, constituido de dois bragos opostos fechados por paredes sem
cobertura e dois bracos opostos abertos, que era higienizado com alcool 70%
antes de colocar o animal no labirinto. Para filmar a entrada e saida do animal
nos bracos abertos e fechados, uma camera filmadora foi colocada acima do
labirinto. Os animais foram colocados no braco aberto de costas para o centro
do labirinto, e a partir dai, comecava a filmagem que tinha a duracdo de 5

minutos.

Para indicacdo de ansiedade foram utilizados dois parametros
percentuais. O primeiro parametro avaliado foi o percentual de entradas nos
bracos abertos (% nOA), dado pela férmula: (hnamero de entradas nos bragos
abertos dividido pelo numero de entradas nos bracos abertos e fechados) x
100. O segundo parametro foi o tempo percentual de permanéncia do animal
nos bragos abertos (% tOA), dado pela formula (tempo de permanéncia nos
bracos abertos dividido pelo tempo de permanéncia nos bracos abertos
fechados) x 100. A utilizacdo do % nOA e do % tOA ao invés da simples
medida do nimero de entradas e do tempo de permanéncia nos bracos abertos

tem a vantagem de controlar uma importante varidvel interveniente que é a



atividade locomotora do animal, pois ao se medir o grau de atividade nos
bracos abertos em relagédo a atividade em ambos os bracos os efeitos de uma
maior ou menor atividade exploratéria ficam corrigidos (RODGERS; DALVI,
1997).

5.6 Esquivainibitoria (Step-down)

Para o teste da esquiva, o animal foi colocado sobre uma plataforma de
metal com 22,5 cm de comprimento, 7 cm de largura, 2,5 cm de altura, que fica
posicionada adjacente a uma das paredes laterais do aparato. No restante da
caixa, o assoalho é formado por uma grade de barras metalicas, apresentando
0,1 cm de diametro e se encontram separadas umas das outras por um espaco

de 1 cm.

Para realizagdo do teste, os animais foram colocados sobre a plataforma
de metal e quando a tampa da caixa era fechada o cronémetro era acionado.

Para analise de memoéria de trabalho, esperava-se o animal descer na
grade de estimulo com as quatro patas e entdo se aplicava um choque com 0,5
MA de intensidade e 2 segundos de duracdo. O animal era removido da caixa e
apos 30 segundos, era colocado novamente sobre a plataforma e se observava
guanto tempo ele demoraria a descer novamente com as quatro patas na grade
de estimulo. Para analise de memoaria de longo prazo, era realizado o mesmo
procedimento descrito acima, apds 24 horas da realizacdo do teste, se o0 animal
ndo descesse em até 3 minutos, nos dois testes, 0 mesmo era retirado do
aparato e devolvido a sua gaiola. O tempo de 3 minutos (180 segundos) é o
tempo maximo que o animal pode ficar no aparato. Este tempo para retencao
da memoria foi definido como tempo de laténcia, proposto por Izquierdo e Dias
(1984); Izquierdo e Netto (1985).

5.7 Eutanasia

Apoés 5 horas de jejum, os animais foram eutanasiados por

exsanguinacédo total sob anestesia com cetamina (90 mg/kg ip.) e xilazina (10



mg/kg ip.) (Konig SA®, Avellaneda, Argentina), seguida de ruptura do
diafragma.

A gordura visceral foi calculada tomando-se o peso (g) do tecido adiposo
retroperitoneal e gonadal. A medida do comprimento naso-anal foi usado para
a estimativa do indice de Lee IL, [IL= (MC(g))1/3 /CNA(cm) x 100] onde MC =
massa corporal; CNA= comprimento naso-anal (BERNARDIS; PATTERSON,
1968).

5.8 Andlise estatistica

Com intuito de verificar o0s pressupostos de normalidade e de
homocedasticidade, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Na andlise descritiva,
as variaveis estudadas foram expressas por média e desvio padrédo da média
(DP).

Para a analise de dados homocedasticos foi utilizado o teste ANOVA One
Way, seguido do teste post hoc de Tukey com intuito de identificar a diferenca

entre oS grupos.

Para dados ndo homocedasticos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e
havendo diferenca significativa o teste utilizado foi de Mann-Whitney

considerando p < 0,01.

Todos os dados foram analisados com o auxilio do programa GraphPad

Prism 5.0. Consideraram-se significativos os valores de p < 0,05.
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Objective: Adverse intrauterine environment causes epigenetic
changes that can be transgenerationally transmitted. This study
evaluated whether the high sugar/high fat (HS/HF) diet given to
females throughout their lives including gestation and lactation
would affect anxiety levels and memory patterns
transgenerationally and whether physical exercise has a
protective effect on the same parameters.

Method: FO generation rats were divided into four groups:
sedentary (CSed) and exercised (CEx) controls; sedentary
(DSed) and exercised diet (DEx). From 21 to 120 days of age,
exercised animals performed physical training on a treadmill at
moderate to high intensity. Controls received normocaloric diet
and diet groups received HS/HF chow. Males and females of F1
and F2 generation were distributed into groups equal to
maternal generation. They consumed the normocaloric chow
and did not perform physical training. At 90 days, all animals
were tested for anxiety (elevated plus maze) and (inhibitory
avoidance) memory tests.

Results: HS/HF diet consumed by FO generation altered anxiety
levels in Dsed F1 males group compared to control group. It
also caused alterations in memory patterns of F2 females with a
reduction of long-term memory (24h) of 88.6% (p <0.01) for
DSed2 group related to CSed2.

Discussion: In elevated plus maze test, DSed1 group presented
reduced exploration of open arms, profile related to increase in
anxiety. However, males of F1 generation from DEx1 group
presented a reduction in anxiety level when compared to

DSed1 group.
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TRANSGENERATIONAL EVALUATION OF THE EFFECTS OF
HYPERCALORIC DIET AND PHYSICAL TRAINING ON ANXIETY AND
MEMORY IN RATS

Tamiris Schaeffer Fontoura, Marcella Martins Terra, Vera Maria Peters, Ana Eliza

Andreazzi, Ph.D, Martha de Oliveira Guerra

Objective: Adverse intrauterine environment causes epigenetic changes that
can be transgenerationally transmitted. This study evaluated whether the high
sugar/high fat (HS/HF) diet given to females throughout their lives including
gestation and lactation would affect anxiety levels and memory patterns
transgenerationally and whether physical exercise has a protective effect on the

same parameters.

Method: FO generation rats were divided into four groups: sedentary (CSed)
and exercised (CEXx) controls; sedentary (DSed) and exercised diet (DEX). From
21 to 120 days of age, exercised animals performed physical training on a
treadmill at moderate to high intensity. Controls received normocaloric diet and
diet groups received HS/HF chow. Males and females of F1 and F2 generation
were distributed into groups equal to maternal generation. They consumed the
normocaloric chow and did not perform physical training. At 90 days, all animals
were tested for anxiety (elevated plus maze) and (inhibitory avoidance) memory
tests.

Results: HS/HF diet consumed by FO generation altered anxiety levels in Dsed
F1 males group compared to control group. It also caused alterations in
memory patterns of F2 females with a reduction of long-term memory (24h) of
88.6% (p <0.01) for DSed2 group related to CSed?2.

Discussion: In elevated plus maze test, DSedl group presented reduced
exploration of open arms, profile related to increase in anxiety. However, males
of F1 generation from DEx1 group presented a reduction in anxiety level when
compared to DSed1 group.

There may have been a protective effect from physical training performed by

the FO generation.
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6.2 Artigo a ser enviado para Journal of Developmental Origins of
Health and Disease (JDOHaD)

Avaliacdo transgeracional dos efeitos da dieta hipercaldrica e do

treinamento fisico sobre o metabolismo em ratos.

Tamiris Schaeffer Fontoura, Marcella Martins Terra, Santiago Tavares Paes, Paulo
Cézar de Freitas Mathias, Vera Maria Peters, Ana Eliza Andreazzi, Martha de Oliveira

Guerra.

A obesidade € um distarbio multifatorial complexo causada por fatores
genéticos e epigenéticos, dentre outros. Gestantes com acesso a dieta rica em
lipidios estdo mais propensas a expor o feto ao desenvolvimento da sindrome
metabdlica, diabetes Mellitus Tipo 2 e doencas cardiovasculares quando
adultos. Um mecanismo de prevencao e tratamento da obesidade € o exercicio
fisico, pois promove melhoria na aptiddo cardiorrespiratéria e composicao
corporal, por exemplo. O presente estudo testa a hipétese de que a dieta rica
em sacarose e lipideos (high sugar/high fat) dada a fémeas da geracdo FO
causa alteracdes metabdlicas transgeracionalmente; porém, o treinamento
fisico apresenta efeitos protetores contra tais alteracfes. Ratas da geracédo FO
foram distribuidas em quatro grupos: controle sedentario (CSed) e exercitado
(CEX); dieta sedentario (DSed) e exercitado (DEx). Dos 21 aos 120 dias de vida
0s animais realizaram treinamento fisico em esteira, com intensidade de
moderada a intensa, e 0os animais controle receberam dieta normocalérica e os
animais dieta receberam a dieta high sugar/high fat (HS/HF) no mesmo
periodo. Machos e fémeas da geracdo F1 e F2 foram distribuidos em grupos
iguais ao da geragdo materna ao qual pertenciam; porém, consumiram a ragao
normocalédrica e nao realizaram treinamento fisico. Foi acompanhado o
consumo alimentar dos animais e a evolugdo do peso corporal dos mesmos.
Aos 100 dias, os animais realizaram teste oral de tolerancia a glicose (TOTG).
Aos 110 dias, houve a eutanasia e os parametros biométricos foram avaliados.
Houve reducéo da gordura retroperitonial das fémeas (F1) do grupo CEx1 de e,
37,7% em relagédo ao grupo CSed2. Os machos (F1) do grupo CEx1 reduziram

a gordura retroperitonial e perigonadal 27,16% e 28,36% em relagdo ao grupo
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CSedl A glicemia dos animais machos e fémeas (F1) do grupo DEx1, foi
reduzida em 18,45% e 11,2% quando comparados ao grupo DSedl. Os
machos da geracdo F2 o grupo DEx2 reduziu a gordura retroperitonial e
perigonadal em 21% e 26,8% em relacdo ao grupo DSed2. Houve diminuicao
da glicemia dos machos do grupo DEx2 de 24,75% em relacdo ao grupo
DSed2. O treinamento fisico realizado pela geracao FO, independente da dieta
consumida protegeu os descendentes contra o acumulo de gordura. O
treinamento fisico realizado pela geracao FO reduziu a adiposidade dos filhotes
controle da geracéo F1 e grupo dieta F2 (machos). A dieta high sugar/ high fat
consumida pela geracdo FO teve efeito nocivo com relagdo aos parametros

bioquimicos e aumento da glicemia na descendéncia.
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7 COMENTARIOS GERAIS

A dieta rica em sacarose e lipidios consumida pela geracdo FO alterou o
nivel de ansiedade dos machos da geracdo F1 e afetou os padrbes de
memoria de longo prazo das fémeas da geracdo F2, além de aumentar a
glicemia e adiposidade de machos da geragao F1 e F2, respectivamente.

O treinamento fisico de intensidade moderada/intensa realizado pela
geracdo FO protegeu as proximas geracdes contra o aumento da glicemia e
também contra o acumulo de gordura, o Ultimo pardmetro mencionado ocorreu
somente nos filhotes da primeira geragao cuja geracdo materna (FO) consumiu
a dieta normocaldrica. O efeito protetor do treinamento fisico se estendeu
apenas nos filhotes machos da geracdo F2 apesar de a geracdo FO ter

consumido a dieta hipercalorica.
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8 CONCLUSOES

A dieta high sugar/ high fat consumida pela geracdo FO aumentou o nivel
de ansiedade dos machos da geracdo F1 e causou prejuizo na memoria de

longo prazo das fémeas da geracao F2.

A dieta high sugar/ high fat consumida pela geracdo FO apresentou efeito
deletério somente nos filhotes machos, com aumento da glicemia na geracéao
F1 e maior percentual de gordura corporal em F2. Porém o treinamento fisico
de intensidade moderada/intensa apresentou efeito protetor sobre a glicemia
na descendéncia. Além de reduzir a adiposidade dos filhotes machos e fémeas
de F1 cujas méaes consumiram dieta normocalorica. Tal efeito s6 se manteve

na geragéo F2 nos filhotes machos do grupo dieta.
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10 ANEXOS

11.1 Protocolo de treinamento Negrdao et al.

SESSAO VELOCIDADE TEMPO/MIN.

1° SESSAO~

(ADAPTACAO) 10 m/min 10
20 sEssAo~

(ADAPTACAO) 10 m/min 12
30 SESSAO~

(ADAPTACAO) 10 m/min 15
40 SESSAO~

(ADAPTACAO) 12 m/min 15
50 SESSAO~

(ADAPTACAO)

[30 dias de vida] 12 m/min 17
6° SESSAO

(ADAPTACAO) 12 m/min 20
7° SESSAO 12 m/min 20
8° SESSAO 13 m/min 22
9° SESSAO 13 m/min 25
10° SESSAO 13 m/min 25
11° SESSAO

[45 dias de vida] 14 m/min 27
12° SESSAO 14 m/min 30
13° SESSAO 14 m/min 30
14° SESSAO 15 m/min 32
15° SESSAO 15 m/min 35
16° SESSAO 15 m/min 35
17° SESSAO 16 m/min 37
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18° SESSAO

[60 dias de vida] 16 m/min 40
19° SESSAO 16 m/min 40
20° SESSAO 17 m/min 42
21° SESSAO 17 m/min 45
22° SESSAO 17 m/min 45
23° SESSAO 18 m/min 47
24° SESSAO

[75 dias de vida] 18 m/min 50
25° SESSAO 18 m/min 50
26° SESSAO 19 m/min 52
27° SESSAO 19 m/min 55
28° SESSAO 19 m/min 60
29° SESSAO 20 m/min 60
30° SESSAO

[90 dias de vida] 20 m/min 60

74



	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DA LITERATURA
	2.1 OBESIDADE: Classificação e Origem
	2.2 OBESIDADE NO BRASIL
	2.3 PROGRAMAÇÃO METABÓLICA
	2.5 OBESIDADE E ANSIEDADE
	2.6 OBESIDADE E EXERCÍCIO FÍSICO

	3. HIPÓTESE
	4. OBJETIVOS
	4.1 Objetivo Geral
	4.2 Objetivos Específicos

	5. MATERIAL E MÉTODO
	5.1 Obtenção dos animais
	5.1.1 Geração F0
	5.1.1.1 Protocolo de treinamento

	5.1.2 Obtenção da geração F1
	5.1.3 Eutanásia da geração F0
	5.1.4 Geração F1
	5.1.5 Geração F2

	5.2 Peso corporal e consumo alimentar
	5.3 Teste oral de tolerância à glicose (TOTG).
	5.4 Teste de ansiedade e de memória
	5.5 Labirinto em cruz elevado (LCE)
	5.6 Esquiva inibitória (Step-down)
	5.7 Eutanásia
	5.8 Análise estatística

	6. RESULTADOS
	6.1 Artigo enviado à publicação
	--Manuscript Draft--

	8 CONCLUSÕES
	9 REFERÊNCIAS
	10 ANEXOS

