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RESUMO

De acordo com a hipétese das Origens Desenvolvimentistas da Saude e da
Doenca (DOHaD, do inglés Developmental Origins of Health and Disease),
intervencdes no inicio da vida podem ter papeis duradouros sobre a saude da prole.
O conceito de DOHaD estabelece que o periodo periconcepcional é considerado
como uma janela util de programacdo do individuo, com diversos pesquisadores
demonstrando que a pratica de exercicios fisicos e o consumo de dietas balanceadas
podem exercer efeitos positivos sobre a saude global da prole. Pesquisas demonstram
a influéncia que intervencgdes intrauterinas possuem sobre a prole, nomeadamente
como a intervencao durante o periodo de desenvolvimento intrauterino pode levar a
alteracdo das células germinativas da prole e, subsequentemente, afetar a satude da
prole seguinte. Considerando efeitos na saude reprodutiva, o presente estudo avaliou
os efeitos do exercicio de natacdo, com sobrecarga de 2% do peso corporal, aplicado
antes e durante a gestacao de ratas Wistar, seguido pela administracao pos-natal de
uma dieta contendo altos conteddos de gordura e acucar para a prole dos animais
adultos durante 10 semanas a partir do desmame. Foi avaliado o peso corporal dos
filhotes durante o protocolo de dieta, marcadores histopatolégicos ovarianos,
homeostasia redox ovariana e parametros de oxidacao proteica ovarianos, além de
vias de sinalizagdo moleculares relacionadas, como imunocontetdo de mitofusina-1
(Mfn-1), e formas total e fosforiladas de forkhead box O3 (FOXO3a) e proteina cinase
ativada por monofosfato de adenosina (AMPK). Nossos dados demonstram que a
prole nascida de maes exercitadas tem um atraso de duas semanas no ganho de peso
quando consumindo dieta com alto conteddo de gordura e aglcar, demonstrando um
carater protetivo da intervencao pré-natal sobre esse parametro. Animais de todos 0s
grupos demonstraram alteracées morfolégicas como vacuolizagdo e infiltrado de
hemécias no cértex ovariano. A intervencdo de natagdo gestacional com sobrecarga
foi capaz de reduzir a atividade enzimatica da superoxido-dismutase (SOD) e a razao
antioxidante relacionada a percepc¢éao do status redox celular nos ovarios das filhotes
submetidas & natagdo com sobrecarga durante a gestacao seguida de consumo de
dieta com alto contetdo de acucar e gordura no periodo pos-natal. Além de diminuir
a atividade enzimatica da SOD, a administracdo de dieta com alto contetudo de
gordura e acgucar levou a diminuicdo também da atividade da glutationa-peroxidase

(GPx), bem como aumentou a razdo pFOXO0O3a/FOX0O3a nos ovarios da prole



submetida as intervencdes de exercicio fisico gestacional e dieta de alto contetdo de
gordura e acUcar. Nosso estudo € o primeiro a avaliar a homeostase redox e vias
relacionadas a sinalizagdo molecular em ovarios da prole submetida a natacao
gestacional com 2% de sobrecarga seguida de administracdo pos-natal de dieta com
alto conteudo de gordura e acucar, sugerindo que a combinagcédo das intervencdes

causa leves efeitos prejudiciais, principalmente a homeostasia redox ovariana.



ABSTRACT

According to the developmental origins of health and disease (DOHaD)
hypothesis, early life interventions can play a life-long role in the offspring’s health.
Since the DOHaD concept establishes the pregnancy and surrounding periods as
critical programming windows, research indicates that the practice of physical exercise
and consumption of balanced diets can have positive effects on the offspring’s overall
health. Concerning transgenerational effects, research has demonstrated the influence
of intrauterine interventions on offspring reproductive health. This study assessed the
effects of maternal swimming (2% overload) one week prior and during all pregnancy
followed by a postnatal high-fat, high-sugar diet consumption for 10 weeks on the
ovaries of female adult Wistar rats. We evaluated offspring’s bodyweight,
histomorphological ovarian markers, antioxidant network, protein oxidation status, and
related molecular pathways, such as of mitofusin-1, forkhead box O3 (FOXO3a), and
AMPK-activated protein kinase (AMPK) immunocontents. Our study demonstrated that
the offspring born to exercised dams show a 2-week delay in weight gain when
compared to sedentary-born animals, demonstrating a positive protective effect of
swimming during pregnancy, at least in this parameter. Animals from all groups
displayed normal morphological characteristics of all follicle types and mild
morphological alterations, such as vacuolization and blood infiltrates in ovarian cortex.
Concerning the combination of pre and postnatal protocols, there was mild statistical
interaction on the parameters evaluated. In relation to each intervention alone, the
maternal exercise protocol (with overload) led to a reduction of both, superoxide
dismutase (SOD) activity and a known index of cellular oxidative stress, also reducing
mitofusin-1 immunocontent. On the other hand, the postnatal high-fat, high-sugar diet
alone led to diminished SOD and glutathione peroxidase (GPx) activities, and
increased the pFOX03a/FOXO3a ratio in offspring ovaries. This study is the first to
assess redox network and molecular pathways in offspring ovaries subjected to both
pre and postnatal interventions, suggesting that maternal swimming with 2%
bodyweight overload combined with HFHS diet during postnatal life leads to harmful

effects on the ovarian redox network of offspring.
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1 ORIGENS DESENVOLVIMENTISTAS DA SAUDE E DA DOENCA (DOHAD)

1.1 Conceito

O estudo sobre os efeitos dos eventos durante o periodo intrauterino tornou-se
mais visivel em 1986, quando David Barker descreveu a associagao entre desnutricao
apOs 0 nascimento e morte coronaria precoce, hipotetizando que a ma nutricdo no
inicio de vida resultaria em uma maior suscetibilidade a mortalidade por doencas
cardiacas na vida adulta (BARKER, 1986a; SUZUKI, 2018). Nos anos seguintes,
Barker et al. (1989) continuaram a publicar dados sobre os efeitos da ma nutricdo pre-
natal e o efeito resultante em diversas doencas ndo comunicaveis no periodo de vida
adulta (BARKER; OSMOND, 1986a; BARKER, 2007; BARKER et al., 1989; OSMOND
et al., 1993).

O que inicialmente foi descrito como a “Hipotese de Barker”, atualmente é
definido como as Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca (DOHaD, do
inglés Developmental Origins of Health and Disease), englobando diversas
intervencgdes durante o periodo de desenvolvimento e seu impacto na vida adulta da
prole (SUZUKI, 2018). Recentemente, ja € sabido que o status de saude do individuo
pode influenciar o desenvolvimento dos gametas de sua prole e, por consequéncia, 0
desenvolvimento de seus netos (REIK, 2001; SUZUKI, 2018). Em relacdo a
estratégias envolvendo DOHaD e a saude da prole, muitos sdo os estudos em
modelos animais sobre o tema. O nosso grupo de pesquisa jA demonstrou, por
exemplo, que a natacdo antes e durante a gestacdo nao altera caracteristicas fisicas
e de desenvolvimento da prole nos primeiros dias de vida (STONE et al., 2015), mas
promove uma melhora em paradmetros bioquimicos encefalicos das ratas maes
(MARCELINO et al., 2013) e sua prole (MARCELINO et al., 2013, 2016; STONE et al.,
2015). Em relacdo a doengas ndo comunicaveis, Klein et al. (2018) j& demonstraram
que a natacdo como exercicio fisico gestacional é capaz de prevenir os efeitos
neurotdxicos do peptideo beta amiloide em regides encefalicas da prole masculina.
De forma semelhante, outros estudos epidemiologicos e experimentais tém
demonstrado que a prética de exercicio fisico como forma de intervencdo durante o
periodo gestacional pode causar alteracdo do fenotipo da prole (HERRING et al.,
2012; KLEIN et al., 2019; WASINSKI et al., 2015).
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Os resultados provenientes dos estudos de DOHaD ja podem ser vistos com
uma abordagem pratica na clinica, como € o caso da campanha “Primeiros Mil Dias”,
que busca disseminar a importancia do status nutricional durante a gestacdo até os
dois primeiros anos de vida, incluindo a essencialidade do aleitamento materno
(HANSON; POSTON; GLUCKMAN, 2019). Além disso, outros grupos mundiais
buscam inserir 0 conceito de DOHaD em suas iniciativas, permitindo disseminar o
conceito e a importancia do periodo de desenvolvimento. A Federacao Internacional
de Ginecologistas e Obstetras possui um grupo de trabalho que estuda a nutricao
durante a adolescéncia, preconcepcéao e maternidade, com recomendacdes baseadas
no conceito de DOHaD (HANSON et al., 2015). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) divulga recomendagodes relacionadas a DOHaD desde 2006, com reportes
sobre a otimizacdo de desfechos gestacionais (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2006). Ainda relacionado a isso, a OMS estabeleceu a “Comission on Ending
Childhood Obesity” desde 2017, com a premissa de que os efeitos da vida inicial
podem influenciar a vida tardia dos individuos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016). Infelizmente, por mais benéficas que tenham sido as recomendagdes da OMS
sobre o tema, ainda séo poucos 0s paises que sinalizam alimentos considerados néo
saudaveis durante a infancia (HANSON; POSTON; GLUCKMAN, 2019).

Considerando estratégias nutricionais, nosso grupo de pesquisa jA demonstrou
os efeitos prejudiciais de uma restricdo alimentar severa sobre as ratas-maes e sua
prole (DAL MAGRO et al., 2020; STONE et al., 2016); porém, estudos com restricdo
caldrica leve, de 20%, suplementada com micronutrientes, demonstraram beneficios
em parametros de defesas antioxidantes e mitocondriais sobre o encéfalo da prole
durante o desenvolvimento (STONE et al., 2019b, 2019a), além de n&o alterar o
comportamento dos filhotes e promover comportamento nutricional benéfico (STONE
et al., 2019c).

1.2 DOHaD, parametros reprodutivos e nutri¢cao

Em relacdo a 6rgdos reprodutivos, nosso grupo de pesquisa ja observou o
efeito sobre testiculos e ovarios da prole adulta submetida a restrigcdo calérica de 20%,
suplementada com micronutrientes, durante o desenvolvimento intrauterino,
demonstrando haver alteracdo em parametros antioxidantes, de peroxidacgao lipidica

e em vias de sinalizacdo associadas a intervencéo alimentar (DAL MAGRO et al.,
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2020). Neste estudo, houve administracdo de uma restricdo calorica de 20% em
relacdo a quantidade consumida pelo grupo controle durante os 21 dias de gestacao
de ratas Wistar (DAL MAGRO et al., 2020). Apés o0 nascimento, os animais foram
mantidos sob dieta controle apés o desmame até o dia pds-natal 60, quando tiveram
seus Orgaos coletados para analises bioquimicas. O artigo publicado relatou aumento
da atividade enzimatica de SOD e diminui¢cédo da atividade de glioxalase 1 (GLO I) nos
ovarios dos animais, além de aumento de peroxidacdo lipidica e no contetdo de
oxidantes, como superdoxido mitocondrial (DAL MAGRO et al., 2020). A restricao
calorica moderada também foi capaz de elevar o imunoconteudo de sirtuina 3, uma
deacetilase mitocondrial capaz de perceber o estado redox celular e, de forma
subsequente, ativar a expressdo de genes relacionados a bioenergética celular
(HOUTKOOPER et al., 2010).

Outros grupos ja demonstraram que, em relacdo a obesidade, € possivel
observar alteracdo hormonal e em comportamento sexual de animais cujas maes
consumiram dieta considerada hipercalérica (JACOBS et al., 2014). Além disso, 0s
machos submetidos a intervencgdes similares demonstram deficiéncia de testosterona
acompanhada por reducdo na contagem espermatica e de células da gametogénese
(NAVYA; YAJURVEDI, 2017). Relativo a estudos com humanos, filhos de maes
obesas tendem a comecar a puberdade precocemente quando comparados a filhos
de mées com peso dentro da normalidade (HOUNSGAARD et al., 2014; JAZWIEC,;
SLOBODA, 2019).

Considerando parametros reprodutivos femininos, utilizando modelos
gestacionais de obesidade induzida por dieta, foi possivel observar desenvolvimento
precoce de puberdade feminina (JACOBS et al., 2014), além de risco aumentado para
o desenvolvimento de cancer mamario (HILAKIVI-CLARKE; CLARKE; LIPPMAN,
1999). Estudos mais recentes jA demonstraram que dietas com alto conteddo de
gordura reduzem consideravelmente o nimero de odécitos, o que é significativamente
correlacionado a adiposidade materna (TSOULIS et al., 2016). Em camundongos, ja
foi observado que a perda de peso néo reverte os efeitos metabdlicos da obesidade,
ainda havendo acumulo lipidico em odcitos, alteragdo em metabdlitos do ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA) e alteragédo do potencial de membrana mitocondrial (REYNOLDS
et al., 2015). Em relacdo a mitocondria, estudos ja demonstraram funcéo prejudicada
em embrides provenientes de gestacfes complicadas pela diabetes (WANG et al.,

2009); entretanto, um estudo reportou desenvolvimento embrionario inicial normal em



15

fémeas obesas e férteis (BERMEJO-ALVAREZ; ROSENFELD; ROBERTS, 2012;
GRINDLER; MOLEY, 2013). Em humanos, ja foi possivel observar prejuizos
oocitérios, como disfungcdo mitocondrial (GRINDLER; MOLEY, 2013), lipotoxicidade

(JUNGHEIM et al., 2011) e aumento de oxidantes em mulheres obesas (AGARWAL
et al., 2012).
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2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo surge em um contexto de desequilibrio entre producgéo de
oxidantes e a protecao pelo sistema de defesa antioxidante (PERSSON; POPESCU,;
CEDAZO-MINGUEZ, 2014). A definicAo de estresse oxidativo foi primariamente
cunhada por Sies (1991). Tal definicdo menciona que “[...] um distirbio do pré6-
oxidante para o antioxidante em favor das espécies oxidantes leva a dano potencial”
(SIES, 1991). Corroborando, Jones (2006) defendeu a hipotese de que o aumento do
estresse oxidativo seria devido ao desequilibrio na relagdo glutationa
reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) no organismo. Posteriormente, Sies (2018)
redefiniu o termo estresse oxidativo como “[...] um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a perturbacdo da sinalizacao redox e
controle e/ou dano molecular’. Os oxidantes incluem espécies reativas de oxigénio
(EROs), como peroxido de hidrogénio (H20), o anion superoxido (O2), o radical
hidroxil ("OH) e o oxigénio singlet (*O2"), além de espécies reativas de nitrogénio
(ERNs), como 6xido nitrico (NO") e espécies reativas de ferro, cobre e enxofre
(HALLIWELL, 1995, 1992). Essas moléculas podem ser globalmente denominadas de
oxidantes e sdo produzidas de forma enddgena e fisiolégica majoritariamente pela
mitocondria (JONES, 2006; MAILLOUX, 2015), podendo também ser advindas de
outras reacfes, como complexo enzimético citocromo P450, beta-oxidac¢do de acidos
graxos no peroxissomo e ativacdo de células fagocitarias (GILCA et al., 2007
HALLIWELL, 1993; POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

Ainda que existam antioxidantes exdgenos, provenientes da dieta, 0 organismo
sintetiza defesas endogenas (Figura 1). As defesas antioxidantes podem ser
enzimaticas ou ndo enzimaticas. Recentemente, Halliwell e Gutteridge (2015)
definiram o termo antioxidante como “[...] qualquer substéncia capaz de atrasar,
impedir ou remover dano oxidativo a moléculas alvo”. Em humanos, a maior parte da
capacidade total antioxidante é proveniente da glutationa reduzida (GSH), uma defesa
antioxidante ndo enzimatica, considerada o principal tampao redox da célula
(AOYAMA; NAKAKI, 2013, 2015) devido a sua utilizagdo por enzimas e reacgao direta
com diferentes tipos de oxidantes (HALLIWELL, 2006). A GSH é sintetizada no
citoplasma de todos os tipos celulares, onde ocorre captura pela mitocondria,
resultando na organela possuir de 10 a 20% da concentracao celular total de GSH
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Conveniente a antioxidantes endogenos, a
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enzima SOD (EC 1.15.1.1), em suas trés isoformas celulares, desempenha a
dismutagéo do O™, formando O e H>O2 (HALLIWELL, 2006; MCCORD; FRIDOVICH,
1969), com maior poder redutor que antioxidante. A descoberta da SOD foi a base do
conhecimento para o estudo e entendimento das defesas antioxidantes. Entretanto,
mesmo as isoformas da SOD sendo altamente eficientes na remocgéo de O2", podem
promover outras reacbes, como a nitracdo de residuos de tirosina (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2015). A partir da destoxificacdo de O2" pela SOD, 0 H20: resultante
pode atravessar membranas, e, mesmo que pouco danoso, pode levar a formacao do
radical hidroxil (OH") (BRINKMANN; BRIXIUS, 2017; HALLIWELL, 2006). A principal
enzima responsavel pela destoxificacdo desse oxidante dentro do peroxissomo € a
catalase (CAT) (EC 1.11.1.6), que dismuta o H203, utilizando-o como substrato,
liberando agua e oxigénio (HALLIWELL, 2006; SIES, 2014). A CAT tem localizacéo
dentro de peroxissomos, estruturas-chave na degradacao de acidos graxos de cadeia
longa, onde existem altas taxas de producédo de H,O, endégeno durante a oxidacao
de &cidos graxos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Além da CAT, a enzima
glutationa-peroxidase (GPx) (EC 1.11.1.9) também realiza a eliminacdo de H,0;
(BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013; HALLIWELL, 2006), tornando-se o principal
mecanismo de remocado de H,O, citosolico e mitocondrial, por meio da utilizacdo de
GSH para sua reacdo de catélise. Diferentemente da CAT, a GPx remove o0 H202
utilizando-o para oxidar outro substrato, a GSH. Além disso, a GPx é capaz de
promover, pela catalise dependente de GSH, a reducédo de hidroperoxidos de acidos
graxos, além de outros hidroperéxidos sintéticos. A enzima glioxalase 1 destoxifica
subprodutos relacionados ao metilglioxal até a liberacdo em forma de acido latico
(ALLAMAN; BELANGER; MAGISTRETTI, 2015). O metilglioxal é proveniente de
reacdes ndo-enzimaticas a partir de intermediarios da glicélise e durante peroxidacao
lipidica. A reacado entre o metilglioxal e a GSH gera um complexo oxidado pela GLO |
em S-d-lactoilglutationa que é hidrolisado pela isoforma 2 da glioxalase (GLO II),
ocorrendo liberacdo de D-acido latico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
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Figura 1. Esquema das reacdes e respectivas enzimas envolvidas no metabolismo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
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Nota: Arg: arginina; Cu*2: cobre; e elétron; Fe**: ferro; GPx: glutationa-peroxidase; GR:
glutationa-redutase; Grx: glutarredoxina; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada;
H*: préton; HO" radical hidroxil; NOS: o6xido-nitrico-sintase; ONOO™ peroxinitrito; Prx:
peroxirredoxinas; SOD: superoxido-dismutase; Trx: tiorredoxina. Fonte: Adaptado de
Barbosa, Medeiros e Augusto (2006).
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3 EXERCICIO FiSICO

A atividade fisica € definida como “[...] qualquer movimento corporal produzido
pelos musculos esqueléticos requerendo gasto energético” (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010, p. 53, traducéo nossa), ou seja, quaisquer comportamentos
motores, incluindo atividades diarias e de lazer, determinantes para a saude geral do
individuo (BURKHALTER; HILLMAN, 2011). Comumente confundindo com a pratica
de atividade fisica (MANDOLESI et al., 2018), o exercicio fisico é definido como “[...]
uma subclassificacdo da atividade fisica que seja planejada, estruturada, repetitiva,
cujo objetivo final ou intermediario seja a melhora ou a manutencdo de um ou mais
componentes da aptidao fisica” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010, p. 52,
traducao nossa).

Estudos ja demonstraram que exercicio fisico regular é essencial para
determinar a saude do individuo, diminuir o estresse oxidativo e prevenir doencas
crénicas (RADAK et al., 2013). A correlagéo entre a intensidade do exercicio fisico e
0 estresse oxidativo em adultos demonstra que 0s extremos, sedentarismo e exercicio
de exaustdo, estdo relacionados ao aumento dos niveis de estresse oxidativo,
engquanto exercicios fisicos moderados tendem a diminuir esses niveis (BOUZID et
al., 2015).

O exercicio fisico é associado a numerosos beneficios para a salde,
promovendo adaptacdes metabdlicas em diversos tecidos do organismo, com
potencial preventivo e terapéutico contra diversas doencas (BIANCHI et al., 2017;
GUERRIERI; MOON; PRAAG, 2017). Estudos de diversos grupos ja demonstraram
melhora de desenvolvimento académico em criangas, prevenc¢ao de declinio cognitivo
e reducdo do risco de deméncia em populaces idosas associados a pratica de
exercicio fisico (MANDOLESI et al., 2018). O exercicio fisico é capaz de modular
efeitos prejudiciais do envelhecimento, como prover protecdo a condi¢ées associadas
ao estresse oxidativo, como doencas cardiovasculares, diabetes (DE SOUTO
BARRETO et al., 2017) e cancer (CELIS-MORALES et al., 2017). Além disso, ja foi
demonstrado que a pratica de apenas uma sessao de exercicio fisico aerdbico é capaz
de promover aumento de marcadores relacionados ao desenvolvimento e
diferenciacdo neuronal (SZUHANY; BUGATTI; OTTO, 2015). Relacionado a

beneficios duradouros, estudos recentes ja demonstraram que 0 exercicio fisico
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promove melhora da qualidade éssea feminina, sendo indicado o inicio da pratica
durante a adolescéncia (TROY et al., 2018).

O exercicio modula processos mitocondriais, tais como fusdo, fissdo e
biogénese mitocondrial, descritos como adaptacdes metabdlicas favoraveis ao
aumento da capacidade oxidativa celular (FEALY et al., 2014; VINA et al., 2009;
ZHANG et al., 2012). Além disso, o0 exercicio fisico aumenta a expressao de
mitofusinas (Mfn) (FEALY et al., 2014) e reduz a expressao da proteina relacionada a
dinamina 1 (Drpl), influenciando a dinamica mitocondrial (FEALY et al., 2014). A
atividade fisica exige do organismo uma maior producao de ATP, consequentemente
resultando no aumento da producdo de espécies reativas (GUERRIERI; MOON;
PRAAG, 2017). Esse aumento da demanda energética promove a ativacdo das
proteinas desacetilases dependentes de NAD*, como as sirtuinas (VARGAS-ORTIZ;
PEREZ-VAZQUEZ; MACIAS-CERVANTES, 2019), e da proteina cinase ativada por
adenosina monofosfato (AMPK), esta podendo ser ativada diretamente pelas espécies
reativas (MUNGAI et al., 2011), ambas regulando a atividade de fatores transcricionais
relacionados ao metabolismo energético (LI; KAZGAN, 2011; RICHTER;
RUDERMAN, 2009).

3.1 Exercicio fisico e fertilidade

Atualmente, sabe-se que a infertilidade e problemas reprodutivos podem ser
associados ao estilo de vida, extremos do indice de massa corporal e idade
(JURKOWSKI et al., 1978). Em relacdo ao estilo de vida, muito se discute sobre o
impacto do exercicio fisico sobre a infertilidade.

Em relacdo ao sistema reprodutor feminino, o efeito do exercicio fisico sobre
horménios ovarianos é estudado desde 1978, quando Jurkowksi et al. avaliaram a
relacdo entre esses fatores em mulheres jovens com ciclos menstruais regulares
(JURKOWSKI et al., 1978). Estudos demonstram que o exercicio fisico pode ser
benéfico a fertilidade de mulheres com sobrepeso ou obesidade, uma vez que ha
melhora quando a atividade fisica € aliada a perda de peso (RICH-EDWARDS et al.,
2002; SILVESTRIS et al., 2018). Entretanto, os dados sédo controversos; individuos
que exercem atividade fisica de alto impacto tem risco aumentado de anovulacao,
amenorreia e possivel falha de implantagdo embrionaria (GIVIZIEZ et al., 2016; RICH-

EDWARDS et al., 2002). H& significante associa¢ado entre exercicio de alto impacto e
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infertilidade ovulatéria entre mulheres com infertilidade primaria (nuligestas, sem
estabelecimento de gestacdo em 12 meses de tentativas) (GREEN et al., 1986). Em
estudo conduzido por Foucaut et al. (2019), ndo houve correlacdo significativa em
relagdo a prética de atividade fisica e infertilidade. Em relacdo ao comportamento
sedentario, este ja foi associado positivamente com secrecédo de leptina (BRANNIAN
et al., 2001), hormbnio que pode alterar a fertilidade e taxas de gravidez pela
regulacao do eixo hormonal hipotalamo-pituitaria/ovario (JUNGHEIM; MOLEY, 2010).
Os estudos também sdo controversos em pacientes inférteis que fazem tratamento
via fertilizacdo in vitro; Morris et al. (2006) demonstraram que mulheres cuja pratica
de exercicio fisico excedia 4 horas por dia nos anos anteriores ao tratamento tinham
maior probabilidade de falha de implantacao do embrido ou perda gestacional. J& Ricci
et al. (2020) observaram menor risco de gravidez clinica em mulheres cujo exercicio
fisico leve excedia 5 horas/semana, mas ndo houve efeito significativo sobre a taxa
de nascido vivo. Em estudo translacional recente, foi possivel identificar que mulheres
praticantes de altos indices de atividade fisica tinham risco reduzido de problemas de
infertilidade, enquanto baixos niveis de atividade fisica e indice de massa corporal
aumentado estavam correlacionados a maior probabilidade de infertilidade (RICH-
EDWARDS et al., 2002).

A literatura ja demonstra que mulheres praticantes de natacéo séo predispostas
a desordens menstruais e atraso na puberdade (CONSTANTINI; WARREN, 1995).
Nadadoras pré-menarca apresentam aumento de estradiol (E2) em comparagcédo com
nadadoras pos-menarca, ainda que todos os valores estejam dentro da normalidade
(CONSTANTINI; WARREN, 1995). Em estudo conduzido por Saadat et al. (2016),
camundongos fémeas submetidas a nado for¢cado leve 5 vezes na semana por 2
semanas demonstraram menor numero de foliculos secundarios e antrais em
comparacao com o grupo sedentario. Além disso, também foi visualizada diminuicéo
no numero de receptores de estrogénio no ovario e Utero dos animais submetidos ao
protocolo de exercicio fisico no mesmo estudo, além de diminuicdo nos niveis de
hormanio foliculo-estimulante (FSH) e E2 séricos (SAADAT et al., 2016). Tais dados
sao corroborados por estudos de outros grupos, que demonstraram diminuigcdo dos
niveis séricos de E2 e progesterona (P4) em ratos submetidos ao protocolo de nado
forcado (QIU et al., 2009). Além disso, o nado for¢cado leva a alteracdo do ciclo estral
dos animais, bem como a alteragdo no nivel sérico de corticosterona quando em

comparacdo com animais sedentrios ou passando por outros tipos de estresse
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(AXELSON, 1987). Em relacéo a patologias ovarianas, em animais com sindrome dos
ovarios policisticos (SOP) induzida por medicacéo, o exercicio de natacéo € capaz de
diminuir os niveis de horménios androgénicos quando comparados a animais SOP-
like sedentérios; ao mesmo tempo, ndo h4 alteracdo de pardmetros como E2 e P4,
demonstrando o efeito positivo do exercicio fisico sobre parametros bioquimicos da
sindrome (WU et al., 2014).

3.2 Exercicio fisico gestacional

Intervencdes durante o periodo gestacional podem causar modificacbes que
sejam favoraveis a uma vida saudavel e proteger os filhos contra o desenvolvimento
de algumas doencas metabdlicas (KLEIN et al., 2019), exercendo diversos beneficios
a saude da mae e melhora na saude metabdlica da prole (VEGA et al., 2015).

Os beneficios a saude da prole tém sido atribuidos ao exercicio quando este é
praticado antes e durante a gestacdo, mesmo que diferentes modalidades de
exercicio sejam empregadas (KLEIN et al., 2018; VEGA et al., 2015). Vega et al.
(2015) estudaram o efeito de exercicio fisico e dieta com alto contetdo de gordura no
periodo pré e poés-natal sobre parametros maternos e da prole, demonstrando
alteracdo de parametros bioquimicos de animais provenientes de dieta obesogénica
gestacional, o que é prevenido quando associado a pratica de exercicio fisico
intradtero. Em relagdo a fertilidade, nas mées da dieta obesogénica houve uma
drastica reducéo de fertilidade, o que foi novamente prevenido pelo exercicio (VEGA
et al., 2015). Tal efeito € corroborado por outros grupos de pesquisa, como Carter et
al. (2012), que observaram melhora em parametros glicémicos de camundongos

machos e fémeas cujas mées fizeram exercicio.

3.2.1 Exercicio fisico gestacional e parametros reprodutivos da prole

Poucos séo os estudos demonstrando o efeito do exercicio fisico gestacional
sobre parametros reprodutivos da prole. Até o presente momento, ndo ha estudos na
literatura que correlacionem tais fatores em humanos. Em modelos animais, os
estudos sdo escassos. Utilizando porcos, um estudo avaliou o efeito da pratica de
caminhada durante parte da gestacao sobre Utero e ovarios da prole (KAMINSKI et

al., 2014). Quinze horas ap6s o0 nascimento, os 6rgaos foram coletados dos animais
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mais pesados e mais leves da prole (KAMINSKI et al., 2014). O grupo encontrou
aumento do peso dos ovarios no grupo exercicio, independentemente da idade e peso
dos animais. Em ovarios neonatos, foi possivel observar maior incidéncia de células
proliferativas, sem relacdo a peso ou pratica de exercicio fisico; entretanto, no estagio
adolescente, foi possivel verificar aumento do mesmo indice na prole com maior peso
proveniente do grupo de exercicio fisico materno (KAMINSKI et al., 2014).

Em relagdo a natacdo como exercicio fisico gestacional, ndo ha estudos na
literatura demonstrando o impacto dessa intervencao sobre os 6rgéos reprodutivos da
prole. Em outros tecidos, ja foi observado que a natacdo materna antes e durante a
gestacado nao altera o desenvolvimento neuromotor e de carateristicas fisicas da prole
nos primeiros dias pés-natal (MARCELINO et al., 2016; ROBINSON; BUCCI, 2014),
além de promover melhora em defesas antioxidantes e parametros mitocondriais em
outros 6rgaos de ratas-maes e sua prole (KLEIN et al., 2018; MARCELINO et al., 2013;
STONE et al., 2015). De forma semelhante, estudos epidemioldgicos e experimentais
tém demonstrado que intervencdes maternas durante a gestacdo sédo capazes de
alterar o fenétipo (LI; SLOBODA; VICKERS, 2011; ZHENG et al., 2020), além de
possuir a habilidade de influenciar o desenvolvimento de doencas crénicas (HARRIS;
BAER; STANFORD, 2018; RODRIGUEZ-CARO; WILLIAMS, 2018).
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4 INTERVENCOES NUTRICIONAIS

4.1 Dieta e mundo ocidental

Muito se estuda o impacto da dieta sobre doencas crénicas ndo transmissiveis.
Desde os anos 1990, estudos e revisdes evidenciam o efeito da dieta ocidental (ou
Western diet) sobre alteracdes metabodlicas (CORDAIN et al., 2005). Comumente
chamadas de doencas ocidentais devido a baixa predominancia em povos orientais e
do leste europeu, ja foi verificado que imigrantes tém probabilidade aumentada de
doencas corondrias e cancer apos a imigracao ao ocidente devido ao consumo de
dietas ricas em calorias, gorduras, proteinas, com pouca fibra ou carboidratos
complexos, em detrimento de dietas vegetarianas ou semivegetarianas do local de
origem (EATON; KONNER, 1985; GARN; LEONARD, 2009).

Atualmente, estudos demonstram que as doencas mais comuns do século XX,
causadas por agentes infecciosos, foram substituidas, no século XXI, por doencas
sistémicas, como obesidade, diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares e
cancer (CORDAIN et al., 2005; KOPP, 2019). A nutricdo humana foi drasticamente
alterada ha cerca de 10 mil anos, com a revolucdo agricola, mas as mudancas
nutricionais provenientes de ha cerca de 250 anos sdo as de maior impacto (KOPP,
2019). O genoma humano praticamente ndo foi alterado nos ultimos dois séculos,
seguindo adaptado ao consumo de dietas paleoliticas ou “de caca” (EATON;
KONNER, 1985), constituidas de pescados, tubérculos, frutas e carboidratos com
baixos efeitos glicémicos e insulinicos, enquanto o mundo é agora governado pelas
dietas ultra processadas, ricas em carboidratos, acucares e cereais (JAMES et al.,
2001; KOPP, 2019).

4.2 Obesidade

A obesidade, atualmente considerada como pandemia mundial, tem crescido
de forma alarmante desde os anos 1970 (BLUHER, 2019). A doenca foi primeiramente
percebida nos Estados Unidos, mas ja € observada em todos os paises do mundo nas
ultimas décadas (BLUHER, 2019). Apesar de extensas pesquisas ja feitas e em

andamento sobre o assunto, as causas dessa rapida disseminacdo da obesidade
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ainda nao foram completamente elucidadas (CHOQUET; MEYRE, 2011). Entretanto,
ja é sabido que a obesidade € proveniente de um estado cronico de excesso de
energia acumulado, levando ao armazenamento de quantidades excessivas de
triglicerideos no tecido adiposo. Sabe-se também que fatores genéticos, epigenéticos
e de estilo de vida contribuem para o quadro (CUTHBERTSON et al.,, 2017). A
genética pode até predizer a capacidade de o individuo ganhar peso (CHOQUET;
MEYRE, 2011), porém ndo parece ser a causa pela qual a obesidade tem aumentado
sua prevaléncia mundial nas ultimas décadas (KOPP, 2019). Em modelo animal, foi
possivel confirmar que a hipersecrecéo de insulina leva a alteragcdo do metabolismo
lipidico, promovendo obesidade (ERION; CORKEY, 2017; KARPE; DICKMANN;
FRAYN, 2011). Estudos j& demonstraram que a concentracdo plasmatica de insulina
pode ser correlacionada ao ganho de peso (BROWN et al., 2017). Além disso, estudos
da dinamica de insulina entre criancas em idade escolar sugerem que a hipersecrecéo
insulinémica leva a sua resisténcia no organismo (PREEYASOMBAT et al., 2005).

A hiperinsulinemia do individuo é persistente durante o dia a dia devido ao atual
quadro de superalimentacédo, lanches frequentes e alto consumo de bebidas
acucaradas (CORKEY, 2012), resultando em uma significativa parte do dia ser em
estado pés-prandial (KUMAR et al., 2020). Correlacionado a isso, estudos hipotetizam
gue uma resposta hiper secretéria das células beta pancreaticas poderiam ser a causa
do quadro de obesidade e resisténcia a insulina individualmente (KASUGA, 2006),
uma vez que hiperinsulinemia ja foi descrita como predecessora de ambos (KIM;
REAVEN; KIM, 2017). Cabe ressaltar que as células beta pancreaticas sao
consideradas pouco evoluidas, do ponto de vista genético, para lidar com grandes
necessidades insulinémicas, ou seja, 0 consumo de dietas que necessitem desse
grande aporte de insulina tende a causar hipertrofia e disfuncdo dessas células,
levando a quadros de hiper-resposta e hipersecrecdo em dietas que ndo requerem
tanto aporte (KOPP, 2019).

Estudos mais recentes demonstraram que, além de alteracbes sistémicas,
como evidenciado por resisténcia a insulina, as dietas modernas podem levar a
distarbios metabdlicos por meio do aumento da producdo de oxidantes e,
consequentemente, de efeitos do estresse oxidativo (BONOMINI; RODELLA,;
REZZANI, 2015). Em conjunto, teoriza-se que oxidantes, estresse oxidativo,
resisténcia a insulina, inflamacéo crbnica e ativacdo anormal de sistemas metabolicos

seriam 0s principais causadores das doencgas da civilizagao ocidental, como diabetes
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tipo 2, aterosclerose, hipertensao, cancer e outros (BONOMINI; RODELLA; REZZANI,
2015; VONA et al., 2019; YANG et al., 2017).

4.3 Estresse oxidativo e dieta

Estudos recentes demonstraram que a producéo de oxidantes em excesso e 0
estresse oxidativo associado podem levar ao desenvolvimento de quadros de
resisténcia a insulina e inflamagdo (PENA-OYARZUN et al., 2018), além de doencas
como cancer, aterosclerose, cardiomiopatia e hipertensdo (CAMPS, 2014; CARRIER,
2017). O nivel de estresse oxidativo ja foi relacionado diretamente ao aumento de
glicose e triglicerideos circulantes apés refeicdes (MANUEL-Y-KEENOY et al., 2005),
bem como situacdes hipercaldricas sem gasto energético podem levar a exacerbacao
do funcionamento mitocondrial, evidenciado pela despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial (BUSSEROLLES et al., 2002).

Pesquisas ja evidenciaram que dietas de alto indice glicEmico (ANDERSON et
al., 2018) e com alto contetdo de aclcar (RUIZ-RAMIREZ et al., 2011) levam ao
aumento dos niveis de oxidantes, também correlacionado com a glicose pos-prandial
(O'KEEFE; GHEEWALA; OKEEFE, 2008). De maneira contrastante, dietas
paleoliticas e mediterraneas sdo associadas a baixos niveis de estresse oxidativo
(WHALEN et al., 2016). Estudos clinicos j& demonstraram alteracdo do estresse
oxidativo dependendo da intervencdo dietética (BILLINGSLEY; CARBONE, 2018).
Asemi et al. (2014) encontraram diminuicdo de biomarcadores relacionados ao
estresse oxidativo em pacientes hipertensos apds 8 semanas de dieta hipocalorica,
com alto consumo de frutas e vegetais ricos em antioxidantes, além de vitamina C.
Pesquisadores demonstraram alteracao na capacidade antioxidante total de pessoas
com sobrepeso que faziam consumo de licopeno; entretanto, tal resultado néo foi
observado em pessoas com obesidade, hipotetizando-se que o potencial antioxidante
do licopeno seja dependente da dose e do estado metabdlico de cada individuo
(GHAVIPOUR; SOTOUDEH; GHORBANI, 2015). Estudos com individuos em risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares com outras comorbidades (como
diabetes, tabagismo, dislipidemia ou obesidade) demonstraram que ha melhora da
capacidade antioxidante plasmatica apdés o consumo de alimentos da dieta
mediterranea, como mix de nozes e castanhas e azeite de oliva (HUANG; SUMPIO,

2008; SHEN et al.,, 2015). Correlacionado a esses dados, estudos também
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demonstraram uma diminuicdo de dano a DNA induzido por antioxidantes quando em
uso de dieta mediterranea (BO’ et al., 2019). Além disso, estudos ex vivo
demonstraram que a adesao a dieta mediterranea tende a melhorar o status geral de
saude, o tamanho dos teldmeros e a aumentar a atividade da telomerase em pessoas
idosas (BOCCARDI et al., 2013).

4.4 Ovario, dieta e estresse oxidativo

O consumo de dietas contendo alto conteudo de carboidratos € uma das
causas potenciais mais investigadas relacionadas a fisiologia ovariana e estresse
oxidativo. Atualmente, ja é sabido que oxidantes, como perdxido de hidrogénio, e
defesas antioxidantes enzimaticas, como as enzimas SOD e CAT, tém papel essencial
na producao de horménios esteroides, ovulacéo e implantacdo embrionaria (RIZZO et
al., 2012). Mesmo com um papel ativo em processos fisioldgicos, ja foi observado que
alteracdes no balanco oxidativo podem levar a patogénese de doencgas do sistema
reprodutor feminino, como: endometriose, anovulagdo, infertilidade sem causa
aparente e prejuizo a qualidade oocitaria (AGARWAL et al., 2012). Akamine et al.
(2010) demonstraram que uma dieta com alto conteddo de gordura promoveu
alteracéo do ciclo estral de ratas Wistar a partir de 120 dias de administracdo da dieta,
porém com efeitos mais acentuados apés 180 dias de consumo, podendo resultar em
diminuicdo da capacidade reprodutiva. Sadowska et al. (2019) hipotetizaram que
distarbios no metabolismo de carboidratos e lipideos poderiam levar a alteracées no
sistema antioxidante no ovario e utero de ratas Wistar. Utilizando uma dieta com 18%
da energia total proveniente da sacarose por 8 semanas, 0 grupo observou aumento
nas atividades de CAT e GPx no plasma dos animais (SADOWSKA et al., 2019). A
alteracdo sistémica causada pela dieta ocorreria devido a razédo entre as isoformas
dos receptores de estrogenos, corroborada por outros grupos que demonstraram que
as isoformas predominantes de cada tecido determinam a predisposicao ao estresse
oxidativo (NADAL-SERRANO et al., 2013; PONS et al.,, 2014). Em pesquisa com
camundongos, ja foi observada disfuncdo mitocondrial, resisténcia a insulina | e
influéncia sobre gordura corporal quando ocorre remoc¢ado das gdonadas ou deplegéo
da via da aromatase (responsavel pela sintese de E2); tais efeitos sao revertidos pela

suplementacao de estrégenos, impedindo o aparecimento de sindromes metabdlicas
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associadas (CAMPOREZ et al., 2013; JELENIK; RODEN, 2013; MAUVAIS-JARVIS,
2011; NEMOTO et al., 2000).

Pesquisadores hipotetizam relacéo direta entre 0 aumento da massa corporal
e a concentracdo de estrogenos, e que, quando associados a obesidade, estrogenos
em excesso podem ser causa de anovulacdo pelo bloqueio da liberacdo de FSH
durante o ciclo menstrual (VARLAMOV, 2017). Como mencionado anteriormente,
alteracdes na via de producédo de estrégenos ou remocdo dos tecidos associados
podem levar a distarbios sistémicos, que podem ser associadas também ao estilo de
vida (BAIRD et al., 2006).
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Tem-se como objetivo avaliar o efeito do exercicio fisico de natacdo com
sobrecarga durante o periodo gestacional sobre o estado redox, vias de sinalizac&o
associadas e histologia dos ovarios da prole submetida a uma dieta com alto contetdo

de gordura e acucar durante 10 semanas na vida adulta.

5.2 Objetivos Especificos

Sao objetivos especificos deste trabalho: (1) avaliar o ganho de peso das méaes
submetidas ao exercicio fisico de natacdo com sobrecarga durante o protocolo de
intervencgédo; (2) avaliar pardmetros pos-natais das filhotes fémeas submetidas ao
consumo de dieta com alto conteudo de gordura e acgucar por 10 semanas. Os
parametros avaliados foram: (a) o ganho de peso corpéreo dos filhotes durante a
duracdo do protocolo de dieta com alto contetdo de gordura e acucar; e (b) andlise
histopatologica dos foliculos ovarianos dos animais, nomeadamente: niumero de
foliculos primordiais, primarios, secundarios, antrais, atrésicos e corpo lateo; (3)
determinar parametros de homeostase redox em ovarios de filhotes fémeas que
consumiram dieta com alto contetdo de gordura e acglcar previamente submetidas a
natacdo com sobrecarga como intervencdo de exercicio fisico durante o periodo
gestacional. Os parametros avaliados foram: (a) a atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GPx, GLO | e razdo SOD/(GPx+CAT), (b) concentracao de
glutationa reduzida (GSH), e (c) os niveis de dano proteico; (4) verificar o
imunocontetdo de vias moleculares relacionadas ao exercicio fisico e a dieta, como:
(@) o imunoconteudo total de Mfn-1, (b) o imunoconteddo total de AMPK e
imunocontetdo de sua forma fosforilada, pAMPK, (c) o imuncontedado total de
FOXO3a e de sua forma fosforilada, pFOXO3a, (d) o imunoconteudo total de beta-

actina.



PARTE Il - DADOS EM FORMATO DE ARTIGO CIENTIFICO



31

Artigo cientifico: Maternal swimming with overload followed by postnatal high-fat,

high-sugar diet leads to mild impairment on offspring’s ovarian redox homeostasis

Autores: Barbara Marifio Dal Magro, Bernardo Gindri dos Santos, Pauline Maciel

August, Manuela Menegotto, David Dreimeier e Cristiane Matté.
A ser submetido a revista cientifica: Journal Of Ovarian Research (Classificacédo
“B1” segundo Classificagbes do Quadriénio 2013-2016, Plataforma Sucupira,

CAPES).

Regras de publicacéo da revista selecionada: ver Anexo B.



32

Maternal swimming with overload followed by postnatal high-fat, high-

sugar diet leads to mild impairment on offspring’s ovarian redox homeostasis

Dal Magro, B. M.1, dos Santos, B. G.%, August, P. M.?2, Menegotto, M. ?
Dreimeier, D. 3, Matté, C1245,

! Programa de P6s-graduacédo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica, ICBS,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil;

2 Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

3 Setor de Anatomia Patoldgica Veterinaria, Departamento de Patologia Clinica
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, Brazil.

4 Programa de Pés-graduacgéo em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia, ICBS,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

5> Corresponding author. E-mail: matte@ufrgs.br

Corresponding author: Cristiane Matté, PhD, Departamento de Bioquimica,
ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rua Ramiro Barcelos, 2600-
Anexo (laboratorio 23), CEP 90035-003, Porto Alegre, RS, Brazil, Phone: +55 51
3308 5548, Fax: +55 51 3308 5535, e-mail: matte@ufrgs.br.



mailto:matte@ufrgs.br

33

Abstract

According to the developmental origins of health and disease (DOHaD) hypothesis,
early life interventions can play a life-long role on the health of the offspring. Since the
DOHaD concept establishes the pregnancy and surrounding periods as critical
programming windows, many studies indicate that the practice of physical exercise
and the consumption of balanced diets can have positive effects on the offspring
overall health. Concerning transgenerational effects, research has demonstrated the
influence of intrauterine interventions on offspring reproductive health. This study
assessed the effects of maternal swimming (2% overload) one week prior and during
all pregnancy followed by a postnatal high-fat, high-sugar (HFHS) diet consumption for
10 weeks, on the ovaries of female adult Wistar rats. We evaluated offspring’s
bodyweight, histomorphological ovarian markers, the antioxidant network, the protein
oxidation status, and related molecular pathways, such as of mitofusin-1, FOXO3a and
AMPK immunocontents. Our study demonstrated that the offspring born to exercised
dams demonstrate a 2-week delay in weight gain when compared to sedentary-born
animals, demonstrating a positive protective effect of swimming during pregnancy.
Animals from all groups displayed normal morphological characteristics of all follicle
types and mild morphological alterations, such as vacuolization and blood infiltrates in
ovarian cortex. Concerning the combination of pre and postnatal protocols, there is
mild statistical interaction in the parameters evaluated. In relation to each intervention
alone, the maternal exercise protocol (with overload) led to a reduction of both the SOD
activity, with or without the postnatal diet intervention, and of a known index of cellular
oxidative stress, also reducing mitofusin-1 immunocontent. On the other hand, the
postnatal high-fat, high-sugar diet alone led to diminished SOD and GPx activities, and
increased the pFOX03a/FOX03a ratio in the offspring ovaries. This study is the first
to assess redox network and molecular pathways in offspring ovaries subjected to both
pre and postnatal interventions, suggesting that maternal swimming with 2%
bodyweight overload combined with HFHS diet during postnatal life leads to harmful
effects on the ovarian redox network of offspring.
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1. Background

The obesity index has been increasing in alarmin levels since the 1970’s [1].
The excessive weight gain develops from a chronical state of high energy intake, which
leads to triglyceride accumulation on adipose tissue [2], worsened by genetic,
epigenetic, and lifestyle factors [3,4]. These new unhealthy habits raise concern
regarding future generations, once it has been already demonstrated that one’s
lifestyle can influence offspring and later generations [5].

The Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) dates from 1986,
when David Barker and colleagues first described the association between
undernutrition before birth and early death, wondering if early life nutritional adversities
were linked to higher cardiovascular diseases mortality later in life [6,7]. The so-called
“Barker Hypothesis” developed in the following years, reporting the effects of early
undernutrition and several non-communicable diseases on adulthood [8-12].
Recently, David Barker’s hypothesis was expanded into the DOHaD concept, including
a more comprehensive approach regarding early life interventions and their effects on
the offspring [7].

Research on dietary alterations demonstrated that the DOHaD concept can be
expanded not only to the reproductive function of the first offspring, but to the
generations that follow [13,14], as nutritional interventions lead to altered
gametogenesis and reproductive dysfunctions in later life [15]. In that same direction,
Akamine et al. observed alterations on rat estrous cycle after 120 days of high-fat diet
administration, possible reduction of reproductive capabilities, and appearance of
ovarian insulin resistance [16]. Other studies already demonstrated that gestational
dietary interventions can cause ovarian alterations as soon as the fourth postnatal day

[15]. In gestational models of diet-induced obesity, the animals present early puberty



35

development [17], and the maternal adiposity index can be correlated to a diminished
oocyte count of the offspring [18].

Concerning the intrauterine development period, it is already known that healthy
pregnancies, with the association of balanced diet and physical practice, lead to many
benefits for both the mother and the newborn [19,20]. Studies with physical exercise
have already demonstrated favourable metabolic programming, protecting the
offspring from some metabolic diseases [21], leading to benefits to mother and infant
[22]. Our research group has already demonstrated that swimming exercise before and
during pregnancy does not alter physical and developmental characteristics of the
offspring soon after birth [23], promotes enhancement in the brain antioxidant defenses
of damns and pups [24,25], and is capable of protecting the offspring against damage
induced by obesogenic diet in adulthood [26]. Oxidative stress is a known unbalance
between the production of oxidants and its scavenging antioxidant molecules, that can
be both enzymatic or non-enzymatic in nature. Oxidative stress levels and their harmful
effects are linked to high intensity exercise or sedentary behaviour, where moderated
and regular exercise modalities are correlated to low levels of oxidative stress.

Vis-a-vis, Vega et al. already demonstrated that the negative effects of
gestational high-fat diet can be reversed by the practice of physical exercise during
intrauterine development [22]. Regarding physical exercise during pregnancy, and
offspring ovaries, there are few studies on the subject. On porcine models, Kaminski
et al. demonstrated that the adolescent offspring of dams who sustained walks as a
physical exercise during pregnancy had a higher index of proliferative ovarian cells
[27].

Due to possible positive effects of gestational physical exercise based on the

studies of our group, we wondered if swimming during pregnancy (with 2% overload)
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could be a suitable approach to modulate the effects of high-fat, high-sugar (HFHS)
diet on offspring ovarian parameters such as morphology, antioxidant defense system,

and correlated signalling pathways in the offspring.

2. Experimental procedures

2.1. Animals and reagents

Forty-eight adult female Wistar rats (120 days old, nulliparous) were mated with
24 males (ratio two females to one male). All animals were obtained from the Centro
de Reproducédo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) at the Federal
University of Rio Grande do Sul. Rats were maintained on a 12-h light-dark cycle at
constant temperature of 22 + 1°C. After mating, female rats were housed in groups of
three per cage, and randomly divided into two groups: a control group and a maternal
swimming exercise with overload group.

The study procedures were approved by a local ethics committee (Comisséo de
Etica no Uso de Animais/Universidade Federal do Rio Grande do Sul; Permit
n°36716), and the study was performed in accordance with the national animal rights
regulation of Brazil (Law 11.794/2008), with the National Council of Control on Animal
Experimentation (CONCEA, Brazil) on euthanasia guidelines, with the National
Institutes of Health’s (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [28], and
with the guidelines of the Canadian Council on Animal Care (CCAC) [29]. All efforts
were made to minimize the suffering of the animals used.

The chemicals used in this study were obtained from Sigma Chemical,
Invitrogen, Abcam, Cell Signalling Technology, and Thermo Fischer Scientific.

2.2. Experimental design
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Female rats were randomly divided into one of the following groups (n= 24
each): 1) sedentary rats; or 2) swimming exercised rats with overload (2% body
weight). Maternal exercise began one week previous to mating, to adapt the animals
to the aquatic environment. During the exercise protocol, four animals were kept in
each cage, except for mating (one male per two female rats). Pregnancy was
diagnosed by the presence of a vaginal plug, and 18 animals from each group were
found to be pregnant. From the 20" day after the onset of pregnancy, we isolated the
pregnant dams (one per cage), and the rats were observed twice a day (at 9 a.m. and
4 p.m.), to verify the litter’s birth. The day corresponding to the offspring’s birth is
defined as postnatal day 0 (PDO0). Within 24 h after delivery, the litter was adjusted to
a number of eight pups per dam. From PND 0 until litter weaning (PND 21), the pups
were maintained with their dams.

2.3.  Swimming exercise protocol

Adult female rats were divided into two groups: (1) sedentary control dams, and
(2) maternal swimming exercise dams (with 2% of body weight overload). The animals
from the swimming group underwent involuntary swimming exercise for 30 min per day
(performed between 2 and 7 p.m.), 5 days/week, for 4 weeks (first week for adaptation
prior to mating and the three remaining weeks during the entire pregnancy period)
(Figure 1A), as previously described [24]. The swimming pool (30 width x 30 length x
90 depth cm) was filled with water at 32 £ 1°C, to ensure thermal comfort during
exercise. The rats were stimulated with overload (2% body weight attached to the tail),
adapted from Wasinski et al. [30] and Chinkin [31]. As previously described by August
et al. [26], the 2% overload was used from day 2 to 5 of swimming adaptation and
throughout pregnancy, except in the first two days after pregnancy detection, when the

animals swam without the extra weight. The swimming animals’ group was left free to
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swim and was gently stimulated if necessary. After all animals swam, control rats were
immersed in water for 10 s, to be exposed to aquatic environment, carefully dried, and
returned to housing boxes. This swimming protocol is considered to be as of moderate
intensity.
2.4. High-Fat, High-Sugar (HFHS) Diet

At weaning (PND 21), up to 2 female pups per dam were randomly assigned to
either the control group or HFHS diet according to the maternal protocol, as follows:
(1) sedentary dam + postnatal control diet (Sedentary) (n = 20), (2) sedentary dam +
postnatal HFHS diet (Sedentary + HFHS) (n = 20), (3) exercised dam + postnatal
control diet (Exercise) (n = 21), and (4) exercised dam + postnatal HFHS diet (Exercise
+ HFHS) (n = 21). Groups 1 and 3 had ad libitum access to water and standard rat
chow. Groups 2 and 4 had ad libitum access to water, a 32% sucrose solution, and a
high-fat diet (60% of calories derived from fat), as described by Roberts et al. and Volk
et al. [32,33]. The animals were housed in three to four per cage. Animals were
weighted and handled three times per week. Food intake was estimated by weighting
leftover feed. The diets were carried out for 10 weeks, from PND 21 to PND 90 (Figure
1B). In the tenth week of protocol, estrous cycle was monitored by vaginal smearing to
ensure that all animals were on estrous day when euthanised by decapitation around
PND 90 (between PND 90 and PND 92). Both ovaries were removed and prepared as

follows.
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Figure 1: Experimental design for (A) maternal swimming, and (B) diet protocol
from PND21 to PND 90.

2.5. Histopathological evaluation

Ovaries were obtained from pups euthanised on PND 90-92 and were
embedded in 10% buffered formalin. The tissues were paraffinized, sectioned (5 mm)
and stained with haematoxylin and eosin for general histomorphology evaluation.

Ovarian follicles were classified according to the Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD) guidelines, as follows: primordial follicles (oocyte
surrounded by a simple squamous epithelium), primary follicles (oocyte surrounded by
a single layer of columnar cells), secondary follicles (oocyte surrounded by multi-
layered granulosa cells), antral follicle (oocyte surrounded by a large central cavity
filed with fluid and surrounded by multi-layered granulosa cells), atretic follicles
(apoptotic and pyknotic nuclei and nuclear debris on a degenerated zone of granulosa
cells), and corporea lutea (eosinophilic structure without oocyte on the ovarian surface)
[34].

2.6. Sample processing for biochemical analysis of redox status

Ovaries were homogenised in 10 volumes (1: 10 w/v) of PBS, pH 7.4, containing

1 mM EGTA and 1 mM Phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF). Homogenates were
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centrifuged at 1000 x g for 10 min at 4 °C to remove nuclei and cell debris. After
centrifugation, the supernatant was used in biochemical assays of enzyme and non-
enzyme antioxidants, described below.

2.7.  Antioxidant system

2.7.1. Superoxide dismutase. The activity of superoxide dismutase (SOD; EC
1.15.1.1) was assayed according to Misra and Fridovich [35]. Total SOD activity was
measured by the quantification of the inhibition of superoxide-dependent adrenaline
autoxidation measured at 480 nm in a SpectraMax M5 microplate reader (Molecular
Devices). SOD activity is expressed in units per milligram protein, in which 1 unit is the
amount of enzyme that inhibits the oxidation of adrenaline by 50%.

2.7.2. Catalase. The activity of catalase (CAT; EC 1.11.1.6) was measured
according to the methods of Aebi [36]. The reaction is catalysed in a reaction medium
containing 20 mM H202, 0.1% Triton X-100 and 10 mM potassium phosphate buffer,
pH 7.0, measured by the decrease of absorbance at 240 nm using a SpectraMax M5
microplate reader (Molecular Devices). CAT activity is expressed in units per milligram
protein, in which 1 unit is defined as that required to degrade 1 mmol H202 per minute.

2.7.3. Glutathione peroxidase. The activity of glutathione peroxidase (GPx; EC
1.11.1.9) was assayed according to Wendel [37]. The disappearance of NADPH was
monitored at 340 nm on a SpectraMax M5 microplate reader (Molecular Devices). The
reaction medium contained 100 mM potassium phosphate buffer, pH 7.7, 1 mM EDTA,
2mM GSH, 0.015U mL glutathione reductase (EC 1.8.1.7), 0.4 mM azide, 0.1 mM
NADPH, and 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide as the enzyme substrate. In this study,
GPx activity is expressed in units per milligram protein, in which 1 unit is defined as

that necessary to catalyse 1 mmol NADPH degradation per minute.
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2.7.4. Glyoxalase-l. The activity of glyoxalase-l (GLO I; EC 4.4.1.5) was
measured as described previously by Thornalley and Tisdale [38]. Briefly, the
formation of S-D-lactoylglutathione was monitored at 240 nm using a SpectraMax M5
microplate reader (Molecular Devices) in a reaction medium containing 4 mM GSH and
4 mM methylglyoxal (MG) in a 60 mM potassium phosphate buffer, pH 6.6. One unit of
GLO I activity was defined as the amount of enzyme catalysing the formation of 1 mmol
S-D-lactoylglutathione per minute.

2.7.5. Reduced glutathione concentration. GSH levels were measured in
accordance with Browne and Armstrong [39]. In this study, the proteins in the
supernatant were initially precipitated with meta-phosphoric acid (1: 1 v/v) and then
centrifuged at 5000 x g for 10 min at 25 °C. Then, 42 uL of supernatant were incubated
with 154.2 uL of reaction medium containing 120 mM sodium phosphate buffer, pH
8.0, and 5 mM EDTA at room temperature for 15 min. A blank was prepared in parallel.
The protocol aimed to measure the reaction of GSH with fluorophore o-phtalaldehyde
by fluorescence at excitation and emission wavelengths of 350 and 420 nm,
respectively. A calibration curve was prepared using standard GSH (0.01 to 1 mM).
Concentrations of GSH are reported as nanomole per milligram protein.

2.7.6. Carbonyl levels. Protein carbonyl levels were assayed based on the
reaction of carbony! with dinitrophenylhydrazine (DNPH), forming a yellow compound
with absorbance measured at 370 nm. The carbonyl levels are a marker of protein
oxidative damage, as described by Reznick and Packer [40]. For this assay, 1 mg
protein sample was treated with 20% trichloroacetic acid and centrifuged at 4000 x g
for 5 min at 4 °C. The pellet obtained was dissolved in 0.2 M NaOH, after which 10 mM
DNPH, prepared in 2 M HCI, were added. The samples were kept in the dark for 1h

and vortexed every 15 min intervals until centrifugation at 20,000 x g for 5 min at 4 °C.
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The supernatant was discarded, and the pellet washed three times with ethanol:ethyl
acetate (1:1 v/v), being centrifuged again between washes at 20,000 x g for 5 min at 4
°C. The final supernatant was discarded, and the pellet washed in 8 M urea pH 2.3 at
60 °C. After that, the samples were centrifuged once again at 20,000 x g for 5 min at
4 °C, and had their absorbance measured at 370 nm in a SpectraMax M5 microplate
reader (Molecular Devices). Protein carbonyl content is expressed as nanomole per
milligram of protein.
2.8. Western blot analysis

Ovaries obtained from pups on PND 90 were homogenised in ice-cold lysis
buffer containing 4% sodium dodecyl sulphate (SDS), 2 mM EDTA, 50 mM Tris, and
1% protease inhibitor cocktail. The homogenates were centrifuged at 1000 x g for 10
min at 4 °C to remove nuclei and cell debris. To the supernatant was added 1 part of
Laemmli buffer (2x Laemmli Sample Buffer, BIO-RAD, #161-0737). Samples were then
stored at -80 °C until use. Equal concentrations of protein (50 ug) were fractionated
using a 7.5% SDS-PAGE gel immersed in 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS
running buffer, and were then transferred (25 mM Tris, 192 mM glycine, 12,5% v/v
ethanol blotting buffer) to a PVDF membrane (Millipore, USA). Membranes were
washed 5 times in TBST (Tris-Buffered Saline, 0.1 % Tween) and were then incubated
for 60 min at 4 °C in M-TBST blocking solution (Tris-buffered saline containing 5% non-
fat milk and 0.1% Tween-20, pH 7.4). After blocking, membranes were incubated
overnight at 4 °C in M-TBST blocking solution containing one of the following primary
rabbit monoclonal antibodies: anti-AMPKa (1:1000, Cell Signaling, catalog number
#2532), anti-Phospo-AMPKa (Thr172) (40H9) (1:1000, Cell Signaling, catalog number
#2535), anti-FoxO3a (75D8) (1:1000, Cell Signaling, catalog number #2497), anti-

Phospo-FoxO3a (Ser253) (D18H8) (1:1000, Cell Signaling, catalog number #13129),
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anti-Mfn-1 (1:1000, Abcam, catalog number #ab104274), and rabbit monoclonal anti-
B-actin (1:2000, Cell Signaling, catalog number #4967). Membranes were then washed
with TBST and incubated with secondary antibody containing peroxidase-conjugated
anti-rabbit IgG (1:3000, GE Healthcare Life Sciences, catalog number #NA934V) for
one hour and a half at room temperature. Chemiluminescence was detected using a
digital imaging system (Image Quant LAS 4000; GE Healthcare Life Sciences) and
analysed using ImageJ (National Institutes of Health). The mean optical density for the
control group was set to 100%.

2.9. Protein concentration

Protein concentrations were measured according to the modified Lowry’s
method as described by Peterson et al. [41], using bovine serum albumin as the
standard.

2.10. Statistical analysis

GraphPad Prism 9.0 software was used for data analysis. The data distribution
was assessed with the Shapiro-Wilk test. Parameters with normal distribution were
analysed by the two-way analysis of variance (ANOVA), with maternal swimming
exercise and the diet type as the two main independent factors. The ANOVA tests were
followed by Tukey’s multiple comparison test when interactions were statistically
significant. Parameters with non-normal distribution were analysed by Kruskal-Wallis
non-parametric analysis of variance (ANOVA), followed by Dunn’s test. Body weight
recordings throughout the 10 weeks were analysed by repeated measures two-way
ANOVA. All data were expressed as + S.E.M. Statistical significance was achieved at
p < 0.05.

3. Results
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3.1. Maternal swimming exercise with overload prevented HFHS diet induced weight
gain until 8 weeks of diet consumption, but not later

Animals from the Sedentary + HFHS diet group had significant weight gain
starting after 6 weeks of HFHS diet when compared to the Sedentary animals (Figure
2). Such weight gain was consistent from week 6 (p = 0.003), throughout week 7 (p =
0.0089), week 8 (p < 0.0001), week 9 (p < 0.0001), and week 10 (p < 0.0001) of the
postnatal diet protocol. The maternal swimming group did not present significant
weight gain from week 1 to week 8. The offspring exposed to maternal swimming
exercise + HFHS diet presented increased weight gain when the group was compared
to the Exercise group starting at 8 weeks of postnatal diet intervention (p < 0.0001)
(Figure 2), persisting on week 9 (p < 0.0001) and week 10 (p < 0.0001) of the diet
administration. Overall, we demonstrated that animals delivered to exercised dams
present a two-week weight gain delay when compared to animals born to sedentary
dams.

Animals from all groups displayed normal morphological variations of all follicle
types and mild morphological alterations, such as vacuolization and blood infiltrates in
ovarian cortex (data not shown). Despite that, pre and postnatal treatments did not
elicit any significant effect on ovarian follicle morphology of 90-days-old animals
subjected to intrauterine swimming exercise with overload and postnatal HFHS diet

(data not shown).
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Figure 2: Offspring body weight (g) from weaning (week 1) to 90 days of age
(week 10). Data are expressed as mean = SEM for n = 26-30. Data were analysed by
repeated measures two-way ANOVA. Hashes on bars represent only a maternal

swimming exercise effect, and the asterisks represent only a diet effect.

3.2. Offspring’s ovaries presented diminished activities of antioxidant enzymes

related mostly to HFHS diet consumption

The effect of maternal and postnatal interventions on ovarian antioxidant
defenses is shown in Figure 3. SOD activity was not affected by the interventions —
overloaded maternal swimming and postnatal diet - when applied together
[F(1,23)=0.06317,p=0.8038]. Although there was no interaction between treatments,
we observed reduced enzymatic activity caused by maternal swimming exercise with
overload [F(1,23)=18.35,p=0.0003] and postnatal diet [F(1,23)=6.222,p=0.0202] when
these factors are analysed isolated (Figure 3A). GPx activity was reduced by the HFHS
diet intervention isolated [F(3,22)=15.01,p<0.0001], whereas maternal swimming did
not elicit any protective effect (Figure 3B). The activities of CAT and GLO | enzymes

were not altered neither by the interaction of pre and/or postnatal interventions nor by
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the treatments alone [F(1,24)=1.388,p=0.0.2503 and F(1,28)=1.669,p=0.2070,
respectively] (Figure 3C and 3E, respectively). Although maternal exercise and
postnatal diet did not elicit any interaction effects on the SOD/(GPX+CAT) ratio
[F(1,20)=1.551,p=0.2273], the prenatal exercise intervention was able to reduce
SOD/(GPx+CAT) ratio in the exercised group when compared to the sedentary group
[F(1,20)=14.59,p=0.0011] (Figure 3D), whilst the postnatal dietary treatment did not
elicit any effects [F(1,20)=2.278,p=0.1469]. As for the non-enzymatic antioxidant
defenses, the levels of GSH were not altered by maternal or postnatal interventions,

alone or combined [F(3,23)=0.2281,p=0.8758] (Figure 3F).
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Figure 3: Effect of maternal exercise and high-fat, high-sugar diet on offspring
ovaries at 90 days of age. (A) SOD activity, (B) GPx activity, (C) CAT activity, (D)
SOD/(GPx+CAT) ratio, (E) GLO I activity, and (F) GSH levels. Data are expressed as

mean + SEM for n = 5-8. ** for p<0.01. Data were analysed by two-way ANOVA
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followed by Tukey’s post-test or Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA, followed by
Dunn’s test. Different from all groups, a#b, p<0.05.

Regarding carbonyl levels, neither maternal exercise with overload nor
postnatal HFHS diet elicited any significant statistical alteration in protein oxidation in

the offspring’s ovaries at 90 days of age [F(3,26)=1.817,p=0.1688] (Figure 4).
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Figure 4. Effect of maternal exercise and high-fat, high-sugar diet on carbonyl
levels of offspring ovaries at 90 days of age. Data are expressed as mean + SEM for
n = 7-8. Data were analysed by Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA, followed by
Dunn’s test.

3.3. Maternal swimming exercise with overload diminished mitofusin-1
immunocontent in offspring ovaries

The combination of pre and postnatal interventions did not cause any significant
alterations to the mitofusin-1 immunocontent in the ovaries of the offspring
[F(1,19)=0.3158,p=0.5158]. Maternal swimming with overload during intrauterine

development diminished the mitofusin-1 immunocontent [F(1,19)=5.101,p=0.0359],
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while postnatal diet alone did not elicit any significant change in the mitofusin-1

immunocontent of the same tissue [F (1,19)=0.3875,p=0.5140] (Figure 5).
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Figure 5: Effect of maternal exercise and high-fat, high-sugar diet on (A)
mitofusin-1 immunocontent in offspring ovaries at 90 days of age, and (B)
immunoblotting for mitofusin-1 and B-actin for each intervention group. Data are
expressed as mean + SEM for n = 5-6. Data were analysed by two-way ANOVA

followed by Tukey’s post-test.

3.4. Maternal swimming exercise with overload and HFHS diet did not lead to
significant alterations regarding FOX0O3a and pFOXO3a immunocontents, eliciting
only an enhancement of the pFOX03a/FOXO3a ratio

Neither maternal swimming exercise with overload nor postnatal HFHS diet
[F(3,19)=1.014,p=0.4084] and [F(3,19)=2.063,p=0.1392] altered the total FOX0O3a and
pFOXO3A immunocontens (Figure 6A and 6B, respectively). The pFOX0O3a/FOX0O3a
ratio was increased, as shown by the Kruskal-Wallis test [F(3,16)=4.067,p=0.0252],

although neither group was altered in the post-hoc test (Figure 6C).
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Figure 6: Effect of maternal exercise and high-fat, high-sugar diet on (A)

FOXO03a immunocontent, (B) pFOXO3a immunocontent, (C) pFOX03a/FOX03a

immunocontent ratio in offspring ovaries at 90 days of age, and on (D) immunoblotting

for FOXO3a, pFOXO03a and B-actin for each intervention group. Data are expressed

as mean = SEM for n = 5-6. Data were analysed by Kruskal-Wallis non-parametric

ANOVA, followed by Dunn’s test.

3.5. Maternal swimming exercise with overload and HFHS diet did not lead to

significant alterations regarding AMPK and pAMPK immunocontents

The pAMPK immunocontent was not altered by the interaction of pre and

postnatal treatments [F(1,19)=0.7573,p=0.3950] (Figure 7A). Concerning the non-

phosphorylated form, the expression of the total AMPK immunocontent followed the

same pattern as the phosphorylated form, not being altered by the interaction of
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treaments [F(1,20)=0.002052,p=0.9643] (Figure 7B). The pAMPK/AMPK ratio did not
present any alteration when each treatment was evaluated alone or allied

[F(1,18)=4.380,p=0.0508] (Figure 7C).
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Figure 7: Effect of maternal exercise and high-fat, high-sugar diet on (A) AMPK
immunocontent, (B) pAMPK immunocontent, and (C) pAMPK/AMPK immunocontent
ratio in offspring ovaries at 90 days of age, and on (D) immunoblotting for AMPK,
pPAMPK, and [-actin for each intervention group. Data are expressed as mean + SEM
for n = 5-6. Data were analysed by two-way ANOVA followed by Tukey’s post-test.

4. Discussion

The present study aimed to verify the effects of swimming exercise with
overload during intrauterine development on adult offspring ovaries when challenged
by an obesogenic HFHS diet from weaning throughout early adulthood. It is already
stated that the periconceptional period is a critical window regarding the offspring’s

future [15,42], as the lifestyle alterations during development could lead to many
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benefits [23,24,26,43—-45] or cause enormous harm [7,15,42,46]. Although overloaded
maternal swimming did not prevent weight gain throughout the full HFHS diet
administration protocol, it was able to delay an overall weight gain in two weeks when
compared to animals born from sedentary mothers.

The combination of pre and postnatal interventions did not lead to any changes
to the morphological architecture of ovarian follicles, although we did find some
abnormal characteristics, such as blood infiltrates and lipid droplets in all the pre or
postnatal intervention groups. Similarly, in a study conducted by Akamine et al., Wistar
rats, aged 8-10 weeks old, were subjected to 120 or 180 days of a high-fat diet and
presented abnormal vacuolization and lipid droplets [16], demonstrating the effects of
a high-fat diet, however not reaching statistical significance. Unfortunately, we were
not able to assess estrous cycle and initiation of sexual maturation throughout the ten-
week protocol of diet administration. However, literature brings some insights in this
topic. It has been demonstrated that Wistar rats that underwent a 25% high sucrose
diet display signs of early puberty, in a full 2.5 days prior to animals consuming control
diets [47]. The same study also showed that the 25% sugar diet led to a higher number
of atretic follicles, a damage that our 60% fat and 32% sugar diet did not induce.

To our knowledge, there are no studies demonstrating the effects of overloaded
maternal swimming and postnatal obesogenic diet on antioxidant network activity in
offspring ovaries. Regarding redox homeostasis and antioxidant network
modifications, here we demonstrate that overloaded maternal swimming exercise
intervention, before and during pregnancy, followed by a postnatal obesogenic diet
treatment for ten weeks tend to affect these parameters when isolated. The present
study evaluated the antioxidant enzymes activities in the offspring’s ovaries, and

demonstrated that SOD activity was diminished by overloaded maternal exercise,
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alone or allied to HFHS diet, whereas the GPx activity was reduced only by the HFHS
diet. Falone et al. have already demonstrated that both SOD and GPx activities are
enhanced in the ovaries of adult animals subjected to two or four weeks of treadmill
running [48]. Concerning the obesogenic diet, Sadowska et al. already demonstrated
that a 16% sucrose diet can lead to diminished ovarian SOD activity without impacting
GPx activity levels [49], whereas Yan et al. demonstrated that offspring’s consumption
of a high-fat diet after maternal control diet leads to increased SOD activity in the
ovaries of the offspring [50]. Regarding the SOD/(GPx+CAT) ratio, a known index of
cellular oxidative stress [51], we found a reduction in the group exercised allied to diet,
when compared to diet alone. As a result, we hypothesize that there is a higher
production of reactive oxygen species that are not being scavenged by its detoxifying
enzymes. The balance between SOD and CAT or GPx can affect cellular sensitivity to
oxidative stress, in which even small perturbations lead to major effects and to the
establishment of a pro-oxidant cellular condition, already demonstrated by several
research groups [52-54]. Since the activities of antioxidant enzymes such as SOD and
GPx, among others, are essential to enhance steroidogenesis, ovulation, and
implantation [55,56], we hypothesize that the animals from this study are in a state of
early ovarian damage, despite the absence of protein damage, as the interventions
administered led to a mild decrease in the antioxidant defense system capacities.
Although others have already demonstrated that CAT and GLO | can be
positively affected in ovaries of animals exposed to treadmill exercise [48], neither
enzymatic activities were altered by swimming exercise with overload and/or postnatal
obesogenic diet. Concerning non-enzymatic antioxidant levels and carbonyl levels, an

index of damage to proteins, neither pre nor postnatal treatments elicited any effect on
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the GSH or carbonyl levels of animals subjected to overload maternal swimming and
ten weeks of postnatal HFHS diet.

In relation to mitochondrial parameters, it is stablished that fusion allows the
mitochondrion to compensate for functional defects of one another, in which the
organelles transfer RNAs and proteins, and the process of fusion is mediated through
mitofusin-1 and 2 [57]. In the present study, we have found diminished mitofusin-1
immunocontent levels related to maternal swimming exercise using an overload to
challenge the dams. Zhang et al. have already demonstrated that oocytes from
knockout mice for the mitofusin-1 gene have lower ATP levels and arrested
development of ovarian follicles, which is consistent with accelerated reproductive
aging [58]. Others found that oocyte specific deletion of mitofusin-1 in mice cause
accelerated depletion of ovarian follicular reserve [59]. Our findings related to maternal
swimming with overload, thus, indicate that the intrauterine approach can lead to early
ovarian failure by causing a significant downregulation of mitofusin-1.

The molecular pathways potentially affected by exercise or different types of
diets were mildly affected in the offspring’s ovaries. Although we did find an alteration
in the pFOXO03a/FOX0O3a ratio when when comparing the groups, there was
interaction between overloaded exercise and diet, which increased the
phosphorylation of FOXO3a. Studies have already demonstrated that FOXO3a is a
target of protein kinase B (Akt), a known regulator of genes related to the control of
apoptosis, and if phosphorylated, it results in cytoplasmic retention, and inactivation of
FOXO3a [60]. A study conducted by Liu et al. of in vitro culture of 2-day-old Sprague-
Dawley oocytes demonstrated that the stem cell factor (SCF) can regulate the
activation of Akt and suppression of FOXO3a in oocytes, inhibiting apoptosis [61]. The

same researcher suggests a prevention of apoptosis in neonatal rat oocytes through
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phosphorylation and subsequent inactivation of FOXO3a, indicating FOX0O3a as a
participating molecule in the formation of primordial follicles of neonatal rodent ovaries
[61]. Others have demonstrated that cellular granulosa hormones could reduce
phosphorylation of FOX0O3a and, as a downstream component of the PIBK/PTEN/AKT
pathway, it would help to keep the primordial follicle untouched, in a dormant state
[62,63]. Additionally, mice exposed to gonadotoxic substances and treated with
melatonin did not present a great primordial follicle pool loss or granulosa cells
apoptosis due to a decrease in the phosphorylation of FOXO3a [64]. Our findings of a
rise in the pFOX0O3a/FOXO3a open a great number of questions in this scenario. More
studies on this particular subject are necessary before reaching any conclusion on the
real effect of enhanced pFOX03a/FOX0O3a ratios in animals subjected to prenatal
swimming exercise with overload and postnatal HFHS diet allied.

In the present study, we demonstrated that the animals subjected to the prenatal
and postnatal interventions did not present any alteration in the immunocontents of
AMPK, pAMPK, or pAMPK/AMPK ratio. Studies have already shown that diminished
pAMPK/AMPK ratio related to exercise is associated with early ovarian aging, and that
dysregulation of AMPK and pAMPK is related to insulin resistance and metabolic
syndrome [65,66]. In this context, more studies are necessary to confirm the real
ovarian effects of maternal swimming and postnatal HFHS diet on pAMPK/AMPK
parameters.

Taken together, we found that overload maternal swimming and postnatal
HFHS diet interventions tend to have mild harmful effects, mostly on ovarian redox
network parameters. The maternal exercise with overload intervention might be
pointing towards a possible mitochondria-related early ovarian aging and failure,

although the study of mitochondrial fission is necessary. Concerning the



56

immunocontents of the total and phosphorylated forms of FOXO3a and AMPK, further
studies on associated molecular pathways are needed to fully disclose the status of
the ovarian follicle pool, whether it is being preserved or depleted, before reaching any
real conclusions on related ovarian aging.

Finally, our findings in the present study tend to confirm that maternal swimming
with 2% bodyweight overload combined with HFHS diet during postnatal adulthood
leads to mild redox network maladaptation to the reproductive organs of female
offspring. Such findings corroborate prior data regarding the harmful effects of overload
maternal swimming already observed in offspring brain redox network by our research
group [26]. Overall, more studies on ovarian mitochondrial dynamics, oxidant contents,
and molecular pathways related to exercise with overload and dietary intervention are
necessary to confirm the general effects found in this study of both pre and postnatal
approaches on the ovarian environment.
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6. DISCUSSAO

O exercicio fisico durante o periodo gestacional é recomendado por diversos
orgaos internacionais, demonstrando beneficios da pratica de 150 minutos semanais
de atividade aerdbica moderada, devendo ser estendida pelo periodo pos-parto
(PIERCY et al., 2018). A inatividade fisica por si s6 ja € um fator de risco para
mortalidade precoce (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010); e, considerando o
periodo gestacional, a inatividade fisica ja foi descrita como um fator de risco
correlacionado ao aparecimento de doencas como diabetes mellitus tipo 2, pré-
eclampsia e obesidade materna (ARTAL, 2015; DYE et al., 1997). A pratica de
exercicio fisico ndo aparenta promover riscos obstétricos em gestacdes sem
complicagbes (DE OLIVERIA MELO et al., 2012; PRICE; AMINI; KAPPELER, 2012).
Mulheres com complicacfes obstétricas e/ou comorbidades associadas devem ser
orientadas a pratica de exercicio fisico de forma individualizada (ACOG COMMITTEE
OPINION, 2020). Anteriormente, j& foram mencionadas as crescentes taxas de
obesidade associadas principalmente ao aumento de doencas consideradas
ocidentais, como cancer e problemas cardiacos (BLUHER, 2019; CORDAIN et al.,
2005), relacionadas a mudanca de habitos nutricionais (EATON; KONNER, 1985;
GARN; LEONARD, 2009; JAMES et al., 2001; KOPP, 2019). As recomendacdes
nutricionais durante o periodo gestacional mencionam que “[...] o que é consumido
por uma mulher durante a gestacdo deve cobrir suas necessidades nutricionais,
facilitar o crescimento fetal, preparar o corpo para um parto sem complicacdes e
contribuir para um satisfatorio periodo de aleitamento materno” (ORTEGA, 2001). Em
recomendac¢des descritas por Ortega (2001), o consumo de laticinios, carnes brancas
e vermelhas, frutas, cereais e legumes deve ocorrer em por¢des que variam de 3 a 5
vezes por dia durante todo o periodo gestacional. Cabe ressaltar, entretanto, que as
recomendagdes ndo costumam ser seguidas pela populagdo, e que mesmo a
existéncia dessas recomendacdes muitas vezes nao é de conhecimento de mulheres
em idade fértil. Como mencionado por Jackson e Robinson (2001), € necessario que
as recomendac¢des nutricionais durante a gestacédo enfatizem o consumo de dietas
balanceadas e variadas, levando em consideracdo a necessidade de atividade fisica
e descanso adequados durante o periodo.

Considerando os diferentes tipos de exercicio fisico existentes, ressalta-se a

importancia daqueles praticados em ambiente aquatico. A natacdo € uma prética de
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exercicio fisico que envolve a movimentacdo de todo o corpo, extremamente
recomendada para pessoas acima do peso ou obesos, para quem a pratica de outros
exercicios, como caminhadas ou corrida, pode ndo ser tdo aprazivel e causar mais
impactos nas articulagdes (FUZEKI; BANZER, 2018). Estudos demonstraram que, em
mulheres hipertensas (niveis baixos ou moderados) praticantes de natacao
intermitente (periodos curtos de natacao estilo livre seguidos de recuperacédo de 2
minutos), houve aumento da sensibilidade a insulina e biomarcadores de funcéo
vascular (CONNOLLY et al., 2016). Relacionado a esse achado, de la Cerda et al.
(2011) demonstraram que, em mulheres que praticaram exercicio fisico por 8
semanas, houve reducéo de sintomas depressivos. Em mulheres jovens, entre 18 e
25 anos, sofrendo de sindrome pré-menstrual (sintomas psicoldgicos,
comportamentais e fisicos anteriores ao periodo menstrual e que desaparecem apés
tal periodo), demonstra-se que, apds pratica de natacdo, houve melhora de
parametros relacionados a ansiedade, depressdo, coordenacdo motora, fadiga,
cOlicas e inchaco (MAGED et al., 2018). Outros estudos demonstraram que a pratica
de exercicios fisicos agudos ou de repeticdo pode levar a diminuicdo de niveis de
esteroides sexuais, como LH (ELIAS; WILSON, 1993), o que € corroborado por ainda
outros estudos, que demonstraram que mulheres engajadas em pratica de exercicio
fisico apresentam um estado de diminuicdo de estrégenos, resultante da supressao
de GnRH hipotalamico (WARREN; PERLROTH, 2001). Por outro lado, a prética de

7

exercicio fisico é relacionada a um menor risco de cancer de mama, devido a
diminuida exposicdo a horménios enddégenos e a consequente, direta ou
indiretamente, prevencéo de ganho de peso e adiposidade visceral em mulheres pos-
menopausa (MONNINKHOF; PEETERS; SCHUIT, 2007). Considerando a pratica de
exercicio fisico, cabe ressaltar o uso de natagdo como uma alternativa viavel para
muitos individuos, em especial gestantes. Em estudo randomizado, foi possivel
observar que mulheres participantes de programa de treinamento aquatico durante a
gestacao tinham taxas maiores de inalteracdo do perineo apos o parto (ALBERTON
et al., 2019). Além disso, ja foi demonstrada diminuicdo de dor nas costas durante a
gestacdo relacionada a pratica de exercicios aquaticos (KIHLSTRAND et al., 1999).
Em estudo com gestantes brasileiras participantes que verificou os beneficios do
exercicio em ambiente aquatico, 65% das participantes mencionaram que a pratica
tornaria 0 processo de parto mais facil (VALLIM et al.,, 2011). Além disso, muitas

participantes relataram o impacto no bem-estar fisico e emocional causado pela
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pratica, além de acreditarem que haveria melhora na saude geral do bebé em
desenvolvimento (VALLIM et al., 2011).

Poucos séo os estudos que avaliam o efeito da natacdo sobre paréametros
reprodutivos femininos. Em um estudo de revisdo sobre a prética de exercicio fisico e
ovulacédo (HAKIMI; CAMERON, 2017), houve apenas uma mencéo a natacdo. Nesse
estudo, conduzido por Rich-Edwards et al. (2002), foram avaliados diversos tipos de
exercicio fisico vigoroso, entre eles a préatica de natacdo, demonstrando um carater
protetor da pratica sobre a fungdo ovariana em mulheres com indice de massa
corporal normal. Em relacdo ao periodo reprodutivo, um estudo com mulheres
gravidas, na Dinamarca, demonstrou que cerca de 5% da populacdo do estudo
praticava natacdo como exercicio fisico antes da gestacdo, aumentando para 6%
durante o periodo inicial gestacional, dentro dos parametros recomendados pelo
orgdo nacional competente (3,5 horas ou mais de exercicio fisico semanal)
(BROBERG et al., 2015). Atualmente, muitos modelos animais séo utilizados para
avaliar o efeito da préatica de natacdo antes e durante a gestacado. Estudos do nosso
e de outros grupos de pesquisa demonstraram que a pratica ndo altera o
desenvolvimento neuromotor ou caracteristicas fisicas da prole nos primeiros dias
apos o nascimento (KLEIN et al.,, 2018; MARCELINO, 2016; ROBINSON; BUCCI,
2014), promovendo também melhora de parametros relativos a defesas antioxidantes
e funcionalidade mitocondrial em outros 6rgdos das ratas-maes e seus filhotes
(MARCELINO, 2013; STONE et al., 2015). O artigo mais recente produzido pelo nosso
grupo, utilizando natacdo com 2% do peso corporal de sobrecarga, demonstrou que,
no musculo séleo de filhotes fémeas de mées submetidas a natacdo durante a
gestacdo, ha diminuicao de defesas antioxidantes, de parametros de dano oxidativo a
proteinas e niveis de oxidantes, além de aumento da fungéo mitocondrial (HOZER et
al., 2021). No estudo de August et al. (2020), os animais foram submetidos a natacéo
com 2% de sobrecarga seguida de dieta com alto conteldo de gordura durante o
periodo de desenvolvimento pos-natal, o0 que demonstrou melhora no estado redox
hipocampal, evidenciado pela atividade de SOD, porém parcialmente prevenindo o
aumento de superéxido mitocondrial (AUGUST et al., 2020). A partir da pratica de
natacdo como exercicio fisico, se teoriza qual o efeito que esta, quando praticada
durante o periodo gestacional, teria sobre o desenvolvimento da prole, principalmente
se seria capaz de modular uma resposta positiva aos desafios nutricionais

encontrados pela prole na vida adulta.
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As dietas que utilizam alto contetdo de gordura sao frequentemente utilizadas
como uma forma de estudo da obesidade, hiperglicemia e resisténcia insulinica,
atualmente sendo utilizadas para estudo das caracteristicas relacionadas a sindrome
metabdlica (SMALL et al., 2018). Correlacionado a isso, estudos ja demonstraram que
diferentes percentuais de gordura tendem a levar a diferentes resultados. Em estudo
gue comparou dietas com diferentes percentuais de gordura (10% vs 45% vs 60%),
houve alteracdo de varios metabdlitos nos pulmdes dos camundongos submetidos;
entretanto, menos da metade desses metabdlitos eram comuns entre as dietas com
45% e 60% de gordura, demonstrando diferentes impactos do percentual de gordura
sobre os parametros estudados (SHOWALTER et al.,, 2018). Utilizando ratos,
observou-se que os animais submetidos a dietas com alto conteudo de gordura
monossaturadas tendem a ter maior grau de resisténcia a insulina que animais
consumindo dietas com outros tipos de gordura (BUETTNER et al., 2006; STORLIEN
et al., 1991). Um estudo dos anos 1970 demonstrou aumento do peso corporal e
hiperglicemia em dietas com alta gordura e baixo contetdo de carboidrato (SUSINI;
LAVAU, 1978), seguido por outro estudo do mesmo grupo demonstrando que o
consumo de dietas com alto conteudo de gordura e acUcar € suficiente para produzir
os efeitos da sindrome metabdlica em camundongos da linhagem C57BL/6J (SURWIT
et al., 1988).

Ainda que disponiveis muitos estudos sobre sindrome metabdlica e
caracteristicas associadas, poucas sdo as pesquisas envolvendo o consumo de dietas
com alto conteudo de gordura (com ou sem adi¢cdo de alto conteudo de acucar) e
sistema reprodutor feminino. Em busca na literatura, apenas uma revisao por Hohos
e Skaznik-Wikiel (2017) compilou dados sobre o tema. Relacionado ao ciclo estral, ja
foi demonstrado um efeito negativo das dietas com alto contelddo de gordura, com
aumento da incidéncia de anovulacdo dos animais submetidos ao protocolo
(FERNANDEZ et al., 2016; LAl et al., 2014; WANG et al., 2014; WU et al., 2010), além
de diminuicdo de taxas de fertilidade (BRANNIAN et al., 2001; BROTHERS et al.,
2010; TORTORIELLO; MCMINN; CHUA, 2004; WU et al., 2014). Entretanto, outros
estudos demonstraram que camundongos expostos a dietas com alto conteddo de
gordura ndo tém alteracdo de ciclo estral ou taxas de fertilidade, mas apresentam
diminuicdo de foliculos ovulados e menor numero de filhotes por ninhada (MA et al.,
2016). Em relacdo a morfologia ovariana, a exposi¢do a dietas com alto contetdo de

gordura leva, no geral, & diminuicdo na contagem de foliculos primordiais (SKAZNIK-
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WIKIEL et al., 2016; SOHRABI et al., 2015; WANG et al., 2014), além de aumentar
atresia folicular (JUNGHEIM et al., 2010; MA et al., 2016; WANG et al., 2014). Estudos
sobre o efeito de dietas com alto conteldo de gordura demonstraram resultados
conflitantes em outros subtipos de foliculos ovarianos: ora ha aumento desses tipos
foliculares (SOHRABI et al.,, 2015; WANG et al., 2014), ora ndo ha alteracéo
(FERNANDEZ et al., 2016; LAl et al., 2014; SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016), ora ocorre
declinio (BALASUBRAMANIAN et al., 2012; BROTHERS et al., 2010; FERNANDEZ
etal., 2016; TORTORIELLO; MCMINN; CHUA, 2004; WU et al., 2014). Tais resultados
podem ser explicados pelos diferentes percentuais de gordura entre as dietas
selecionadas, variando de 45% a 60% (HOHOS; SKAZNIK-WIKIEL, 2017).

Outros estudos avaliaram o que seria responsavel pelo declinio reprodutivo
relacionado a dietas com alto contetdo de gordura: se a dieta em si ou se a obesidade
relacionada. Utilizando uma dieta de 40% de gordura por 4 semanas, foi possivel
observar baixo ganho de peso em camundongos CBA em relacdo ao grupo controle
(WU et al., 2010). Entretanto, os animais do grupo dieta demonstraram prejuizo na
qualidade oocitaria, aumento de acimulo de gotas lipidicas nas células da granulosa
e odcitos, além de alteracdes na ovulacao e fertilizacdo (WU et al., 2010). Em outro
estudo, camundongos C57BL/6J consumiram dieta com 60% de gordura por 32
semanas, o que foi seguido de testes de acasalamento por 5 meses. Apenas alguns
animais do grupo dieta se tornaram obesos, enquanto outros permaneceram com O
mesmo peso dos animais controle (SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016). Nesse estudo,
foram avaliados parametros relacionados a fertilidade e fun¢éo ovariana, observando
gue os animais submetidos a uma dieta de 60% de gordura demonstravam deplecéo
de reserva ovariana e aumento de marcadores de inflamacao, independentemente do
ganho de peso. Tal dado sugere que a causa da disfuncéo reprodutiva é derivada do
consumo de gordura em si, ndo da presenca ou ndo do fendétipo de obesidade
(SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016). Com camundongos BALB/c expostos a dieta de
60,9% de gordura por 12 semanas, ndo houve ganho de peso significativo em
comparacao com os controles (SOHRABI et al., 2015). Da mesma forma, no estudo
de Skaznik-Wikiel et al. (2016), apesar de nao haver o fenotipo obeso, os animais do
grupo dieta demonstraram parametros sugestivos de foliculogénese alterada, além de
diminuicao de oocitos maduros (SOHRABI et al., 2015). Contudo, o consumo de dietas
com alto contetdo de gordura aparenta ser o causador da disfuncdo reprodutiva, 0s

dados sdo controversos. Em comparacédo de linhagens murinas com consumo de
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dieta com 45% de gordura, apenas a linhagem DBA/2J desenvolveu obesidade e
alteracéo de fertilidade, enquanto camundongos C57BL/6J ndo se tornaram obesos
nem tiveram alteracdo em taxas de gravidez em comparagcdo com animais controle
(TORTORIELLO; MCMINN; CHUA, 2004). Cabe ressaltar que tal resultado pode ser
devido ao menor percentual de gordura, uma vez que pesquisas envolvendo
camundongos C57BL/6J e dietas com 60% de gordura ja demonstraram alteracao da
fertilidade (JUNGHEIM et al., 2010; MA et al.,, 2016; REYNOLDS et al., 2015;
SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016).

O nosso estudo utilizando exercicio fisico durante a gestacdo seguido de
administracdo de dieta com alto contetdo de gordura e agUcar teve como objetivo
verificar o efeito das intervencgdes pré e pés-natais sobre parametros redox e vias de
sinalizagao relacionadas no ovario da prole adulta de ratos Wistar.

Foi possivel observar que, apesar de a natacdo com sobrecarga nao ter
prevenido completamente o ganho de peso dos animais submetidos a uma dieta
obesogénica no periodo poés-natal, a intervencdo durante o periodo gestacional
conseguiu atrasar o ganho de peso em duas semanas quando em comparagao com
animais provenientes de maes sedentarias consumindo a mesma dieta. Em relacéo a
arquitetura celular, a combinacéo da intervencao de natacéo gestacional aliada a dieta
com alto conteudo de gordura e acUcar pos-natal ndo levou a alteracdes significativas
nos foliculos ovarianos, porém houve presenca de caracteristicas morfoldgicas
anormais, como infiltrado de hemécias e gotas lipidicas em todos os grupos
estudados. Corroborando, Akamine et al. (2010) submeteram ratos Wistar de 8-10
semanas de idade a dieta com alto contetdo de gordura por 4 ou 6 meses, também
relatando vacuolizacdo anormal e gotas lipidicas, ainda que ndo sendo
estatisticamente significante. Correlacionado a alteracdes de morfologia celular,
outros estudos ja demonstraram aumento do numero de foliculos atrésicos em
animais submetidos a dieta contendo 25% de sacarose (DE MELO et al., 2021). No
mesmo estudo, o0s animais submetidos a dieta com alto conteddo de acuUcar
apresentam sinais de puberdade precoce cerca de 2,5 dias antes do que animais
controle (DE MELO et al., 2021). No nosso estudo, ndo foi possivel verificar o ciclo
estral ou iniciacdo sexual dos animais durante o protocolo de 10 semanas de dieta
com alto conteudo de gordura e agUcar. Entretanto, acreditamos que 0s animais aqui
submetidos a essa dieta também apresentariam alteracdes de ciclo estral, algo ja

visualizado por outros pesquisadores em condi¢des similares. Um estudo por Volk et
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al. (2017) utilizou ratos Sprague-Dawley em dieta de 60% de gordura e 32% de acucar
por 14 semanas. Os pesquisadores demonstraram que ha alteracdo do ciclo estral: os
animais que consumiram a dieta obesogénica passavam mais tempo do ciclo no
estado de estro, além de metade dos animais do grupo dieta exibirem ciclos estrais
estendidos (VOLK et al., 2017).

Como citado anteriormente, a producdo de oxidantes intracelular e defesas
antioxidantes associadas sé&o essenciais para a producao de hormonios ovarianos
esteroides, além de para a ovulagéo e implantacdo embrionaria (RIZZO et al., 2012).
Contudo, alteracbes no estado redox sdo relacionadas a algumas alteracdes do
sistema reprodutor feminino, como é o caso de alteracdo da qualidade oocitaria,
anovulagéo, infertiidade sem causa aparente e endometriose (AGARWAL et al.,
2012). Tais dados sé&o corroborados por outros pesquisadores, que hipotetizam a
relacdo entre alteracdes no sistema antioxidante ovariano e uterino e disturbios
relacionados ao metabolismo de carboidratos e lipideos (SADOWSKA et al., 2019),
além de dados sobre o consumo de dieta com alto contetdo de gordura por 4 e/ou 6
meses demonstrarem alteragdes de capacidade reprodutiva (AKAMINE et al., 2010).
Cabe ressaltar, entretanto, a escassa literatura disponivel sobre o tema.

Com relacdo aos dados coletados no presente artigo, foi visualizado que,
dentre os parametros de atividade antioxidante estudados, houve diminuicdo da
atividade enzimatica da SOD pelo exercicio fisico materno de natacdo com
sobrecarga em associacdo ou ndo com a dieta obesogénica pds-natal, enquanto a
dieta diminuiu a atividade enzimatica da GPx de forma isolada. Estudos anteriores ja
demonstraram que o consumo de dietas obesogénicas podem levar a alteracao de
fatores relacionados a homeostasia redox. Yan, Wang e Shi (2020) demonstraram que
o consumo de dietas obesogénicas leva ao aumento da atividade da SOD nos ovarios
da prole. Utilizando uma dieta com 16% de acUcar, ja foi possivel observar diminui¢ao
da atividade de SOD, porém sem impacto na atividade enzimatica da GPx
(SADOWSKA et al., 2019). As presentes intervencdes estudadas ndo foram capazes
de alterar as atividades das enzimas CAT e GLO |. Pesquisadores ja evidenciaram
gue atividades adequadas de SOD e CAT ou GPx podem afetar a sensibilidade celular
ao estresse oxidativo, ao passo que perturbacdes podem resultar em condi¢cbes pro-
oxidantes (AMSTAD et al., 1991; CRISTIANO et al., 1995; DE HAAN et al., 1996).
Com relacdo a isso, nosso estudo demonstrou que ha uma diminuicdo da razao

SOD/(GPx+CAT) no grupo de animais que consumiu dieta obesogénica e que eram



70

provenientes de mées exercitadas. Como resultado, cria-se a hipétese de que ha uma
maior producédo de oxidantes ndo sendo removida por enzimas destoxificadoras, uma
vez que a razdo dessas atividades enzimaticas esta alterada. Considerando que as
atividades de enzimas antioxidantes, como SOD, GPx e outras, sdo essenciais para
processos fisioldgicos como esteroidogénese, ovulacao e implantacdo (AGARWAL et
al., 2012; SHKOLNIK et al., 2011), nossos dados apontam para um estado inicial de
dano ovariano pela diminuicdo da capacidade do sistema de defesa antioxidante nos
grupos com diminuigdo da atividade enzimatica, apesar de ndo ter sido encontrado
dano oxidativo a proteinas ou em antioxidantes ndo-enzimaticos, como a GSH.

Em relacédo ao sistema reprodutor feminino, cabe ressaltar a fungcédo das vias
moleculares destacadas, e que diversos artigos ja corroboraram a presenca e fungdes
essenciais relacionadas a mitofusina-1, AMPK e FOXO3a. Da mesma forma, muitas
sao as vias de sinalizacdo moleculares que podem ser influenciadas pela pratica de
exercicio fisico e/ou alteragcdes nutricionais. Considerando o papel ativo da
mitocondria na formagédo de oxidantes e manutencdo de sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos, o estudo dessa organela e suas vias de sinalizacdo
associadas torna-se de extrema importancia. Em relacdo ao exercicio, ja foi
demonstrado que a pratica acarreta diversas mudancas na dinamica e funcéo
mitocondrial, sendo dependente da intensidade do exercicio (SORRIENTO; DI VAIA;
IACCARINO, 2021). Em relagdo a fusdo mitocondrial e exercicio, ressalta-se a familia
de mitofusinas — proteinas transmembrana mitocondrial — que tem como papel
principal a responsabilidade de fusédo e docking de mitocéndrias (COHEN; TARESTE,
2018), existindo nas isoformas de mitofusina-1 e mitofusina-2 (JOAQUIM; ESCOBAR-
HENRIQUES, 2020). As mitofusinas-1 e 2 tém uma alta similaridade, entretanto
possuem papeis diferentes. Enquanto a delecdo de mitofusina-1 leva a fragmentacao
mitocondrial em pedacos pequenos espalhados pelo citoplasma, a delecdo de
mitofusina-2 causa fragmentacdo de pedagos maiores de mitocdndria, justapostos ao
nacleo (CHEN et al., 2003). Sobre a mitofusina-1, um artigo por Cartoni et al. (2005)
demonstrou que a expressdo de acido ribonucleico mensageiro (mMRNA) de
mitofusina-1/2 néo é alterada 2 horas apds uma sessédo Unica de exercicio, porém se
encontra aumentada 24 horas ap0s o exercicio. Outro artigo evidenciou que, 4 horas
apos a pratica de exercicio em humanos, néo ha alteracdo nos niveis de mitofusina-
1, mas que ha aumento nos niveis ap0s 2 semanas de treinamento subsequente
(PERRY et al.,, 2010). Em tecido muscular esquelético adulto, Bell et al. (2019)
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publicaram que a delecdo concomitante de mitofusina-1 e mitofusina-2 € capaz de
promover diminuicdo da capacidade de exercicio apdés 8 semanas de protocolo,
enquanto dele¢des individuais ndo parecem surtir efeito.

Com relagdo aos dados coletados neste trabalho, houve diminuicdo do
imunocontetudo de mitofusina-1 relacionada a pratica de natacdo durante o periodo
gestacional. Artigos ja demonstraram o papel necessario da mitofusina-1 em relacéo
a fertilidade feminina. Em estudo publicado por Zhang et al. (2019), percebeu-se que
a delecdo odcito-especifica para o gene Mfnl (Mfn”") causa infertilidade por prejuizo
do desenvolvimento folicular e auséncia de maturacdo oocitaria, além de funcéo e
dindmica mitocondriais prejudicadas e aceleracdo da deplecéo folicular, consistente
com fenotipos relacionados a diminuicdo da reserva ovariana (ZHANG et al., 2019).
O dano na conexao odcito-granulosa, indicada pela diminuigédo das junges gap em
odcitos Mfn” publicada por Zhang et al. (2019), é corroborado por outros, que
mencionam a importancia da correta comunicacéao celular com as células circundantes
da granulosa para garantir a troca de metabdlitos necesséarios ao desenvolvimento
oocitério correto (LOWTHER et al., 2017). Em outro artigo, a delecdo homozigotica
de Mfnl individual ou em associacdo com Mf2 levou a esterilidade dos animais do
estudo, resultado provavelmente relacionado a uma deficiéncia de mitofusina-1 nos
oocitos, apesar de haver uma manutencdo do padrdo de acasalamento normal
(CARVALHO et al.,, 2020). Em analise ultraestrutural de odécitos com delecéo
homozigética de Mfnl, foi possivel observar diminuicdo do numero de cristas
mitocondriais e aumento de vesiculas dentro da membrana interna mitocondrial
(CARVALHO et al., 2020). Corroborando o artigo publicado por Zhang et al. (2019), a
publicacdo de Carvalho et al. (2020) também demonstrou diminuicdo no nimero de
copias de DNA mitocondrial. De forma geral, nossos resultados, aliados a outros na
literatura, nos fazem acreditar que o exercicio fisico de natacdo com sobrecarga pode
ser capaz de exercer efeitos similares a pesquisas anteriores, colocando nossos
animais num estado inicial de deplecdo de reserva e envelhecimento ovariano
precoce.

Considerando parametros como metabolismo celular, crescimento e
diferenciacdo celulares, senescéncia, estresse oxidativo e autofagia, ressalta-se a
importancia da familia de forkhead box O (FOXO), que consiste nas proteinas FOXO1,
FOXO03, FOX04 e FOXO6 em humanos (LEE; DONG, 2017). Dentre os tipos de

FOXO existentes, convém destacar a funcdo da FOXO3 e seu papel com apoptose
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celular. A FOXO3 tem localizacéao primordialmente nuclear, podendo ser translocada
ou ndo por modificacbes pos-translacionais, dais quais cabem ressaltar duas: (a)
fosforilacdo da FOXO pelo AMPK em locais especificos (Thr 179, Ser 399, Ser 413,
Ser 555, Ser 588 e Ser 626) sem afetar localizagéo nuclear, promovendo expressao
génica relacionada a resisténcia a estresse celular (CHIACCHIERA; SIMONE, 2010;
GREER et al., 2007); e (b) fosforilacdo da FOXO3a nuclear em trés posicbes de
aminoacidos (Thr 32, Ser 253 e Ser 315), mediada pela AKT, levando a exportacao
ao citoplasma e subsequente degradacdo (BRUNET et al., 1999). As modificacdes
pos-translacionais direcionam a FOXO3a a compartimentos celulares, induzindo
genes especificos relacionados a diferentes processos celulares (FASANO et al.,
2019), uma vez que a FOXO3a ¢ inativa quando citosolica, sendo translocada ao
ndcleo ou mitocbndria para promover sua atividade transcricional (CALNAN;
BRUNET, 2008; WANG; YU; HUANG, 2016). Um artigo publicado por Lehtinen et al.
(2006) evidenciou que a FOXO3a pode ser ativada por MST1 regulada por estresse
oxidativo, levando a alteracdo na interagdo com proteinas e subsequente translocacao
nuclear e estimulacao de genes pré-apoptoticos em células neuronais. Outros estudos
demonstraram que a FOXO3 participa da gliconeogénese hepatica, ao passo que
deplecao desta ndo causa alteracao significativa nos niveis de glicose pré-prandial em
um modelo com camundongos knockout para FOXO1l (HAEUSLER; KAESTNER,;
ACCILI, 2010). Em situacbes de jejum ou em estados diabéticos, a estimulacdo de
FOXO1l ou FOXO3 no musculo esquelético pode levar a protedlise por dois
mecanismos distintos, constituindo duas vias provaveis de encolhimento muscular
(O’NEILL et al., 2019). Em uma publicagdo com camundongos C57BL/6J machos
consumindo dieta com alto conteudo de gordura (35,3%) e agucar por 46 semanas,
foi possivel observar diminuicdo dos niveis de mMRNA de FOXO3a em diferentes
regides encefélicas dos animais, além de os animais do grupo dieta apresentarem
ganho de peso significativo em relagéo ao grupo controle (ZEMVA et al., 2011). Em
estudos com proteinas homologas a FOXO3a em outros organismos, ja foi
demonstrada a regulacdo negativa relacionada a via da sinalizacdo da insulina,
teorizando-se que a funcdo da FOXO3a possa estar fortemente relacionada ao
desenvolvimento e metabolismo dos organismos (ZHANG et al.,, 2020). Em
mamiferos, a FOXO3a pode ser fosforilada no nucleo, sendo transportada por
chaperonas ao citoplasma ap0s a ativacao da sinalizacéo da insulina (ZHANG et al.,

2020). A translocagédo ao citoplasma € caracterizada por inativar a fungdo da FOXO3a
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e promover a sua degradacdo por fatores que podem ser associados a
poliubiquitinacdo e subsequente degradacéo por proteossomas (PLAS; THOMPSON,
2003; WANG et al., 2015).

Nossos dados demonstram haver alteragdo na razdo pFOX0O3a/FOX0O3a nos
ovarios dos animais, implicando interacdo entre exercicio pré-natal e dieta
obesogénica pos-natal, por aumento da fosforilagdo de FOXO3a em detrimento da
sua forma total. Estudos recentes demonstraram o papel da FOXO3a no
desenvolvimento folicular ovariano. Protocolos experimentais demonstraram que
camundongos knockout para FOXO3a exibem ativacéo folicular global antecipada,
causando deplecao precoce de foliculos ovarianos e morte oocitaria (CASTRILLON,
2003). Oposto a isso, a superexpressdo de FOXO3 em camundongos foi capaz de
atrasar o desenvolvimento de foliculos primordiais, aumentando a reserva folicular e
a capacidade reprodutiva dos animais (PELOSI et al., 2013). Pesquisadores como Liu
et al. (2009) e Matsuda et al. (2011) publicaram que a proteina FOXO3 regula o
crescimento e atresia foliculares, promovendo apoptose de células da granulosa e
odcitos em ovarios de mamiferos. Outros estudos ja demonstraram que a fosforilagéo
de FOXO3a leva a retencdo na porcéo citoplasmatica e inativacédo (LIU et al., 2006).
Ja foi observado que fatores podem regular a atividade de moléculas relacionadas a
via de sinalizacdo da FOXO3a, levando a supressdao da proteina nos odcitos e
causando inibicdo da apoptose (LIU et al., 2009). Por estudar a atividade de FOXO3a
em culturas de odcitos provenientes de ratos Sprague-Dawley de 2 dias de idade, Liu
et al. (2009) também sugeriram que FOXO3a seria uma molécula participante na
formacdo de foliculos primordiais nos ovarios de roedores neonatos. Além disso,
pesquisadores demonstraram que os hormdnios das células da granulosa podem
reduzir a fosforilacdo da FOXO3a, permitindo manter a reserva de foliculos primordiais
em um estado dormente e impedindo a ativacdo precoce e deplecdo (HSUEH et al.,
2015; SONIGO et al., 2019). De forma similar, camundongos expostos a substancias
gonadotodxicas seguido por tratamento com melatonina ndo apresentaram alteracéo
da apoptose celular de foliculos primordiais devido a diminuicdo da fosforilagcdo de
FOXO3a (JANG et al., 2016). Nosso resultado de aumento da forma fosforilada de
FOXO3a aparenta indicar a ocorréncia de uma ativacdo precoce e possivel apoptose
de células ovarianas dos animais. Entretanto, se comprovada a relacdo de FOX0O3a
com o desenvolvimento folicular ovariano, 0 mecanismo pelo qual isso ocorre ainda

nao foi elucidado, e parece estar relacionado ao papel FOXO3a no reparo do DNA,
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apoptose, estresse oxidativo e metabolismo (ZHANG et al., 2020). De maneira geral,
mais estudos com outras vias de sinalizacao relacionadas séo de extrema importancia
antes de haver alguma conclusao real sobre o assunto.

Por fim, o exercicio ja foi descrito como capaz de promover um turnover
mitocondrial, levando ao aumento da qualidade e funcdo mitocondriais (CARTEE et
al., 2016; JOSEPH; ADHIHETTY; LEEUWENBURGH, 2016; SAFDAR et al., 2011),
onde a pratica de exercicio fisico ja demonstrou promover a autofagia de mitocondrias
anormais, também conhecida como mitofagia (LAKER et al., 2017; VAINSHTEIN et
al., 2015; YOSHIOKA et al., 2019). Relacionado a isso, o AMPK, composto de duas
subunidades regulatérias e uma subunidade catalitica, ja foi caracterizado como
sensor metabdlico chave. Em condi¢gbes em que ha grande elevacdo de AMP em
relacdo a ATP, o AMPK tem sua atividade regulada alostericamente pelo AMP
(GARCIA; SHAW, 2017). Da mesma forma que o exercicio ja foi relacionado a
mitofagia, hipotetiza-se que o AMPK, por ser capaz de ativar o fluxo autofagico celular,
possa ser influenciado pelo exercicio a ativar vias relacionados ao turnover
mitocondrial. Além disso, estudos teorizam que a conexao entre a percepcéo do status
energético celular e dinamica mitocondrial seja por meio do AMPK (SORRIENTO; DI
VAIA; IACCARINO, 2021). Outros estudos corroboram tais dados, indicando o AMPK
como regulador chave na fissdo mitocondrial, levando a provavel capacidade de iniciar
a mitofagia de regibes mitocondriais danificadas (TREWIN; BERRY; WOJTOVICH,
2018). Artigos demonstraram que, além de fun¢do mitocondrial, 0o AMPK pode ser um
sensor do estado redox (GARCIA; SHAW, 2017). Em artigo publicado por Choi et al.
(2001), a exposicado a peroxido de hidrogénio enddégeno levou a um aumento nos
niveis de AMPK por meio de alteracdo na razdo AMP/ATP , o que foi corroborado por
trabalhos posteriores (AUCIELLO et al., 2014). A pratica de exercicio fisico causa
aumento da demanda bioenergética, levando ao aumento na razdo AMP/ATP, que é
percebida pelo AMPK, e levando a uma atividade pré-fissdo mitocondrial (HOFFMAN
et al., 2015; LANTIER et al., 2014; STEINBERG; KEMP, 2009), o que também foi
corroborado por outros pesquisadores (HOFFMAN et al., 2015; JAMART et al., 2013;
KITAOKA et al., 2015; TOYAMA et al., 2016).

Nossas intervencdes de natacdo com sobrecarga pré-natal e dieta obesogénica
por 10 semanas pos-natal ndo foram capazes de levar a alteracdo nos parametros
relacionados ao imunoconteudo total ou fosforilado de AMPK. Segundo outros

estudos, uma diminuicdo na razdo pAMPK/AMPK pelo exercicio fisico € compativel
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com estados de envelhecimento ovariano precoce; além disso, a desregulacdo de
AMPK e pAMPK ja demonstrou ter relacdo com resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica (RUDERMAN et al., 2013; SAHA et al., 2014). Em relagcédo a funcdo do
AMPK, cabe ressaltar que seu papel na maturagéo oocitaria € extremamente espécie-
especifico (BERTOLDO et al., 2015a). Enquanto o AMPK é capaz de continuar a
meiose em odcitos de camundongos (CHEN et al., 2006; CHEN; DOWNS, 2008;
DOWNS; CHEN, 2006; LAROSA; DOWNS, 2007), o mesmo ndo pode ser dito para
ratos (DOWNS, 2011), além do fato de que a ativacdo farmacolégica do AMPK
blogueia a maturacdo nuclear oocitaria em porcinos e bovinos (MAYES et al., 2007,
SANTIQUET et al., 2014; TOSCA et al., 2007). Em células da granulosa de humanos,
o AMPK pode estar envolvido na producdo de lactato, importante para
desenvolvimento folicular correto (RICHARDSON et al., 2009), considerando que o
oocito é energeticamente dependente do metabolismo do lactato e piruvato
provenientes do ciclo do TCA e fosforilacdo oxidativa (BIGGERS; WHITTINGHAM,;
DONAHUE, 1967; LEESE; BARTON, 1984; ROBERTS; FRANKS; HARDY, 2002), o
que ocorre nas células da granulosa (RICHANI et al., 2021; RUSSELL et al., 2016).
Além do ciclo do TCA, as células da granulosa também sdo capazes de metabolizar
energia por meio da via das pentoses fosfato (RICHANI et al., 2021), levando a
producdo de AMP ciclico, um importante regulador negativo da maturacdo meiética
(BERTOLDO et al., 2015a), uma vez que a degradacéao deste por fosfodiesterases
leva a continuacdo da meiose. A deplecdo de AMP ciclico leva ao aumento da razao
AMP/ATP, ativando AMPK e, de forma subsequente, levando a ativacdo de diversas
enzimas do odcito envolvidas na producao de energia e inibicdo de vias relacionadas
ao consumo de energia (DOWNS; HUDSON; HARDIE, 2002). Em camundongos com
delecao de a1AMPK especifica no odécito, houve diminuicdo de proteinas associadas
a comunicacao intercelular com células da granulosa em o6citos maduros, o que esta
relacionado a reducéo da fertilidade em ciclos de fertilizagéo in vitro (BERTOLDO et
al., 2015b). A literatura sustenta o conceito do papel crucial do AMPK em manter a
juncao metabdlica e intercelular entre o odcito e células somaticas, demonstrando por
diversas vezes que a quebra dessas ligacdes leva a diminuicdo da competéncia
oocitaria (BERTOLDO et al., 2015a).

Atualmente, ndo ha outros estudos demonstrando o efeito do exercicio de
natacdo com sobrecarga seguido de dieta obesogénica pos-natal em parametros

relacionados ao estado redox ovariano. Nossos resultados demonstram que as
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intervencdes pré e poés-natal mencionadas afetam a homeostase redox e vias
antioxidantes de maneiras isoladas. Considerando nossos dados e as poucas
pesquisas disponiveis na literatura atual, fica claro que mais estudos sobre o tema
sdo necessarios, tanto estudos relacionando apenas o impacto de interven¢des com
exercicio fisico durante o desenvolvimento intrauterino, quanto o resultado do

consumo de dietas obesogénicas sobre o estado ovariano de animais adultos.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel demonstrar que a associacao de natacdo materna
com sobrecarga e intervengdo obesogénica durante o desenvolvimento pés-natal sdo
capazes de levar a efeitos prejudiciais, com a maioria destes concentrados em
parametros de homeostase redox ovariana. Os resultados provenientes da
intervengdo pré-natal podem estar indicando uma possivel falha e envelhecimento
ovarianos por meio de mecanismos relacionados a fusdo mitocondrial. Entretanto,
cabe o estudo de outros parametros relacionados a fissdo mitocondrial para indicar
qual o real estado de biogénese dessa organela nos ovarios de ratos Wistar
submetidos a natacdo durante a gestacdo seguida de consumo de dieta com alto
contetdo de gordura e acgUcar durante os estagios pos-natal da puberdade a fase
adulta. Relacionado a outras vias de sinalizacdo, é preciso o estudo de moléculas
responsaveis pela cascada de eventos e ativacao relacionados a FOX0O3a e AMPK
antes de se chegar a conclusbées concretas sobre o seu impacto no contetdo e
envelhecimento ovarianos.

De forma geral, nossos dados aqui apresentados confirmam achados
anteriores do grupo. Hozer et al. (2021) demonstraram alteracdo antioxidante nos
tecidos musculares de machos e fémeas submetidos a natacdo gestacional com
sobrecarga de 2%. Utilizando natacdo com sobrecarga de 2% e dieta contendo
apenas alto contetido de gordura durante o desenvolvimento pds-natal, August et al.
(2020) verificaram que a prole submetida a tais intervencdes tem alteracao redox em
diferentes regides encefalicas. O presente trabalho esclarece que a préatica de natacéo
com sobrecarga de 2% de peso corporal combinada com dieta com alto contetdo de
gordura e acucar no periodo pés-natal € capaz de levar a alteragdes prejudiciais na
rede antioxidante de ovarios da prole, bem como a alteracdes significativas em vias

de sinalizacdo responsivas a exercicio e dieta.
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e The datasets used and/or analysed during the current study are available from
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Each figure should be closely cropped to minimize the amount of white space
surrounding the illustration. Cropping figures improves accuracy when placing
the figure in combination with other elements when the accepted manuscript is
prepared for publication on our site. For more information on individual figure
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Figures are resized during publication of the final full text and PDF versions to conform
to the BioMed Central standard dimensions, which are detailed below.

Figures on the web:

width of 600 pixels (standard), 1200 pixels (high resolution).
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Figures should be designed such that all information, including text, is legible at these
dimensions. All lines should be wider than 0.25 pt when constrained to standard figure
widths. All fonts must be embedded.

Figure file compression

e Vector figures should if possible be submitted as PDF files, which are usually
more compact than EPS files.

o TIFF files should be saved with LZW compression, which is lossless (decreases
file size without decreasing quality) in order to minimize upload time.

o JPEG files should be saved at maximum quality.

« Conversion of images between file types (especially lossy formats such as
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Table 1: Effect of maternal exercise and high-fat, high-sugar diet on offspring

ovaries at 90 days of age follicle count number. Results are expressed as mean + SEM

for n = 4-5. Results were analysed by two-way ANOVA followed by Tukey’s post-test

Sedentary Sedentary + Exercise Exercise+ p
HFHS HFHS

Primordial 3.00 + 225+1.71 140 + 1.00+141 0.8343
2.45 0.89

Primary 2.60 + 2.75+1.26 2.00 + 1.50+1.73 0.7346
2.61 1.87

Secondary 240 + 3.50+1.73 2.40 + 250+191 0.5873
2.07 1.82

Antral 3.60 + 3.50 +0.58 3.40 1.75+0.50 0.4025
3.13 1.52

Atretic 4.20 + 450+191 4.00 = 3.25+0.50 0.1504
1.79 141

Corporea 1.40 2.00+1.15 2.00 + 1.00+£0.82 0.4799

lutea 0.79 1.41
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Supplemental Figure 1: Effect of maternal exercise and high-fat, high-sugar diet on
offspring ovaries at 90 days of age from (A) sedentary animals, (B) sedentary +
HFHS animals, (C) exercise animals, and (D) exercise + HFHS animals. Figure E
demonstrates primordial follicle (Pr), primary follicle (P), secondary follicle (S), and
atretic follicle (At). Figure F demonstrates antral follicle (Antr). Figure G demonstrates
corporea lutea (CL). Figure H demonstrates morphological alterations such as
vacuolization and blood infiltrate (black arrow). Figure 1A to 1D 10x and 1.5
exposure. Figure 1E to 1H 20x and 4.5 exposure. n = 4-5.



