MARCO ANTONIO FIDALGO AMORIM

INDUCAO DE PROGRAMACAO FETAL PELA
DESNUTRICAO E PELO TREINAMENTO FISICO EM
RATOS: ESTUDO DE PARAMETROS SOMATICOS E

BIOQUIMICOS EM FEMEAS E SUA PROLE

RECIFE

2010



MARCO ANTONIO FIDALGO AMORIM

INDUCAO DE PROGRAMACAO FETAL PELA
DESNUTRICAO E PELO TREINAMENTO FISICO EM
RATOS: ESTUDO DE PARAMETROS SOMATICOS E

BIOQUIMICOS EM FEMEAS E SUA PROLE

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduacdo em Nutricdo do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco, para obtencéo
do titulo de Doutor em Nutricdo

Orientadora: Prof®. Dr®. Carol Virginia
Gois Leandro, professora adjunta do
Nucleo de Educacdo Fisica e Ciéncias
do Esporte do Centro Académico de
Vitoria da Universidade Federal de
Pernambuco

Co-orientador: Prof. Dr. Raul Manhdes
de Castro, professor adjunto do
Departamento  de  Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco

RECIFE
2010



Amorim, Marco Antdnio Fidalgo
Inducéo de programacéao fetal pela desnutricdo
treinamento fisico em ratos: estudo de parametros
>0s e bioquimicos em fémeas e sua prole / Marco
) Fidalgo Amorim. — Recife : O Autor, 2010.
127 folhas: il., fig., tab., quadros.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de
Pernambuco. CCS. Nutricdo, 2010.

Inclui bibliografia e anexos.

1. Dieta hipoproteica. 2. Exercicio fisico. 3. Re-
programacédo. |. Titulo.

613.2.038 CDU (2.ed.) UFPE
613.2 CDD (20.ed.) CCS2010-100



MARCO ANTONIO FIDALGO AMORIM

INDUCAO DE PROGRAMACAO FETAL PELA DES NUTRICAO E
PELO TREINAMENTO FISICO EM RATOS: ESTUDO DE
PARAMETROS SOMATICOS E BIOQUIMICOS EM FEMEAS E

SUA PROLE

Tese aprovada em 20 de abril de 2010

BANCA EXAMINADORA

Y

Prof®. Dr". Sandra Lopgs de Souza (Dep. Anatomia

—

poAm 6,

_UFPE)

Prof. Dr. Rubens Ca}{os Arafijo Gyedes (Dep. Nuy@ j0 - UFPE)

ui‘\\‘.ﬁ)\ﬁ&)}\s‘z ‘

Prof. Dr. Sandro Massao Hirabara (D}ep. Educagio Fisica — UNICSUL)

Prof. Dr. Sebastido Rogério d Freitas Silv (Dep. Nutri¢a

o CAV - UFPE)

SN A 4t

Prof. Dr. Manoel da Cunha Costa (Dep. Educagio Fis

Recife
2010

ica— UPE)




DEDICATORIA
Dedico este trabalho especialmente a minha familia Luciana, Juliana e
Fabiana. Sem vocés, a maravilhosa estrada da vida e esta conquista ndo teriam o
brilho que agora tem. As amo muito.

Aos meus pais, Augusto e Rosa (in memorian), “eu me lembro!”

Aos meus irmdos Ricardo, Rosana, Zezé, Luiz e Guto, obrigado pela

torcida, pela forga e pelo carinho.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A DEUS por me conceder sua maravilhosa graga.

A Professora Carol Leandro,

Querida, gostaria de te agradecer imensamente pelo acesso ao
conhecimento, pela maturidade cientifica e pela formagdo que me proporcionaste.
Entretanto, nestes anos de convivéncia, ndo foi seu conhecimento ou sua
sabedoria que mais me chamaram a atengdo. Quero salientar o que mais tens de
belo, sua preocupagdo pelas pessoas. Vocé, por trds desta “couraga Reichiana”
tem seu lado suave, de flor, de rosa.

Querida, muito obrigado por toda paciéncia, atengdo, confianga,
desprendimento, apoio e, principalmente, pelo cuidado.

Ndo preciso dizer que tenho uma enorme admiragdo pela pessoa que és.

Grande beijo em seu coragdo.

Ao Professor Raul,

Ao fazer minha dedicatério para o senhor em minha dissertagdo de
mestrado, lhe pedi obrigado por me aceitar como mais um de seus "filhos". Neste
momento de reflexdo, quero, além de reiterar aqui meus agradecimentos ao
nosso “fimoneiro”, dizer que conseguiste provocar mudanga na vida dos seus
"“filhos".

Vida longa ao nosso reil



AGRADECIMENTOS

Aos meus estagidrios Filippe e Adriano, sem vocés, com certeza, este
sonho ndo teria sido alcangado. Tenho muito orgulho de vocés. Meu muito

obrigado!

A familia NNI, que esteja na “programaco” de DEUS que continuemos a

crescer, principalmente, como seres humanos.

A Neci Nascimento e Lucia Pires, obrigado por toda a atengdo e carinho.

Ao Dr. Franga e “"Seu” Paulino, pela disponibilidade, pelas orientagdes e

pela sabedoria.

Aos funciondrios e professores do Departamento e da Pés-Graduagdo em
Nutrigdo da UFPE que contribuiram imensamente para a conclusdo do meu

estudo.

A Coordenactio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

pela concessdo da bolsa de estudo.

Aos professores Rui Curi e Sandro Hirabara e ao doutorando Jarlei
Fiamoncini do Laboratério de Fisiologia Celular do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo pela

oportunidade de aprendizagem durante o estdgio.



Aos professores Egberto Gaspar de Moura e Patricia Lisboa, as
doutorandas Isis Trevenzoli e Mariana Sarto e os demais colegas do
Laboratdrio de Fisiopatologia Clinica e Experimental do Departamento de
Ciencias Fisioldgicas, Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Instituto
de Nutrigdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro por toda a atengdo

dispensada e ensinamentos durante o estdgio.



"Ao anoitecer, pode vir o
choro, mas a alegria vem

pela manhd.” (Salmo 30:5)



RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de fatores nutricionais e do treinamento
fisico no periodo perinatal sobre indicadores de crescimento somético e pardmetros
bioquimicos da prole na idade adulta. Este estudo foi dividido em trés etapas: (1)
padronizacdo de um protocolo de treinamento fisico para ratas gestantes, submetidas ou ndo a
dieta com restricdo protéica, com base no consumo maximo de oxigénio para definicdo da
intensidade do esfor¢o; (2) avaliagdo murinométricas nos filhotes neonatos; e (3) avaliagdes
de indicadores de crescimento somatico e bioquimicos da prole na idade adulta. Ratos machos
Wistar foram divididos de acordo com a manipulagdo de suas mées: ndo-treinados nutridos
(NT-N¢ - 17% caseina), treinados nutridos (T-Ng), ndo-treinados e desnutridos (NT-Ds - 8%
caseina), treinados e desnutridos (T-Ds). O acompanhamento do peso corporal foi didrio. No
1° dia pds-natal foi verificado numero de filhotes nascidos por ninhada, peso da ninhada e
peso ao nascer, eixo latero-lateral do cranio (ELLC) e antero-posterior do cranio (EAPC),
eixo longitudinal do corpo (EL) e comprimento da cauda (CC) de cada neonato. No 3° dia
pos-parto, os encéfalos foram extraidos e pesados. O indice de Massa Corporal (IMC) foi
avaliado aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias de idade. Foram realizados testes de toleréncia a
glicose e a insulina aos 145 e 147 dias de vida, respectivamente. Aos 150 dias foram avaliadas
a glicemia, colesterolemia, leptinemia e dimensGes corporais. Fémeas do grupo T+D
apresentaram maiores valores de consumo de oxigénio de repouso quando comparadas ao
grupo NT+D. A taxa de crescimento dos animais do grupo NT-Dr e T-Ds foi cerca de 50%
menor do que os respectivos controles na lactacdo. A maior taxa de crescimento foi observada
entre os dias 31 e 60 dia de vida com excecdo do grupo NT-D; que apresentou reducdo em
relagdo ao grupo controle. Os animais do grupo NT-Ds e T-Ds apresentaram menor peso ao
nascer quando comparados ao grupo NT-N. O ELLC e EAPC dos filhotes do grupo NT-Ds
foram menores comparados ao grupo NT-N;. Animais do grupo NT-D; apresentaram deficit
nos indicadores de crescimento em todos os periodos avaliados. Na idade adulta, estes
animais apresentaram hiperglicemia, hipercolesterolemia, maior circunferéncia abdominal e
niveis menores de leptina no plasma. Nos ratos do grupo T-D: todas as alteracGes foram
revertidas com excecdo da concentracdo de leptina plasmatica. Em conclusdo, a desnutri¢do
no periodo fetal e neonatal acarreta danos ao desenvolvimento dos sistemas fisioldgicos e
reduz o crescimento intrauterino e neonatal com possiveis repercussdes na vida adulta,
enguanto que o treinamento fisico induz adaptacdo cardiorespiratéria na mde aumentando o
fluxo feto-placentario de nutrientes e oxigénio e pode reverter e proteger o organismo contra
as agressoes provenientes de um insulto nutricional na fase precoce da vida.

Palavras-chave: Periodo critico de desenvolvimento. Dieta hipoproteica. Exercicio fisico.
Consumo méaximo de oxigénio. Craniometria. Re-programacéo. Ratos.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of nutritional factors and physical training in
the perinatal period on indicators of somatic growth and biochemical parameters of the
offspring in adulthood. This study was divided into three stages: (1) standardize a protocol of
physical training for pregnant rats, with and without dietary protein restriction on the basis of
maximum oxygen consumption to define the intensity of effort, (2) murinometric evaluations
in newborn pups, and (3) assessments of indicators of somatic growth and biochemistry of the
offspring in adulthood. Male Wistar rats were divided according to the manipulation of their
mothers: untrained (NT-N¢ - 17% casein diet), trained (T-Ns), untrained with low-protein diet
(NT-Ds - 8% casein diet) and trained with low-protein diet (T-Ds). The pup’s body weight was
recorded daily. In the 1% postnatal day litter size, litter weight and birth weight, latero-lateral
axis of skull (ELLC) and antero-posterior axis of skull (EAPC), longitudinal axis of the body
(EL) and tail length (CC) was observed for each neonate. On the 3 day postpartum, the
brains were extracted and weighed. The Body Mass Index (BMI) was evaluated at 30, 60, 90,
120 and 150 days old. Glucose and insulin tolerance test were performed at 145 and 147 days
of life, respectively. In the 150™ day blood glucose, cholesterol, leptin and body dimensions
were examined. Females in group T+D showed higher oxygen consumption at rest when
compared to NT+D group. The growth rate of NT-Dr and T-Ds groups was about 50% lower
than the controls in lactation. The highest growth rate was observed between the 31% and 60"
day of life with the exception of NT-Ds which decreased compared to control group. The
animals of NT-Df and T-Ds groups had lower birth weight when compared to NT-N¢. The
ELLC and EAPC of offspring of NT-Ds group were lower compared to control group.
Animals of the NT-Df group showed deficit in the growth indicators in all periods. In
adulthood, these animals showed hyperglycemia, hypercholesterolemia, increased waist
circumference and lower levels of leptin in plasma. In rats of T-Ds group all changes were
reversed except for leptin concentration. In conclusion, malnutrition during fetal and neonatal
periods causes damage to the development of physiological systems and reduces the
intrauterine growth with possible consequences in adulthood, while physical training induces
cardiorespiratory adaptation in the mother increases the fetal-placental flow of nutrients and
oxygen and can reverse and protect the body against negative impact of the low-protein diet in
early life.

Key-words: Critical period of development. Low-protein diet. Physical exercise. Maximal
oxygen consumption. Craniometry. Re-programming. Rats.
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1. APRESENTACAO

Evidéncias epidemioldgicas tém mostrado que a deficiéncia nutricional na infancia
aumenta o risco de obesidade e patologias associadas (hipertensdo, diabetes tipo II,
hipercolesterolemia, hiperinsulinemia). A obesidade vem aumentando tanto nos paises
desenvolvidos, como naqueles em desenvolvimento, a exemplo do Brasil. A evolugdo do
estado nutricional da populacdo brasileira passou por um processo de transicdo nas ultimas
décadas. Ocorreu um declinio da prevaléncia de desnutricdo infantil e elevacdo da prevaléncia
de sobrepeso/obesidade em adultos. Estabelece-se, dessa forma, um antagonismo de
tendéncias temporais entre desnutricdo e obesidade, definindo uma das caracteristicas
marcantes do processo de transi¢éo nutricional.

A obesidade no adulto esta associada a outros fatores de risco como a hipertensdo, a
hiperlipidemia e o diabetes tipo Il. Parece que ha alteracdo na sinalizacdo da insulina e leptina
em tecidos periféricos. Se esta alteracao inclui receptores ineficientes para estes hormonios no
masculo ou ainda sinais de transducdo intracelulares permanece controverso. Experimentos
sob a perspectiva da resposta hormonal e em nivel celular podem fornecer importantes
avancos no estudo das repercussdes da desnutricdo na vida adulta, dos mecanismos
subjacentes ao surgimento da obesidade e o possivel papel modulador do exercicio fisico.
Estratégias de intervencdo e tratamento incluindo dieta balanceada e atividade fisica regular
sdo alvos de investimento de 6rgdos de salde publica. Neste sentido, uma das estratégias
propostas seria a adocdo de um estilo de vida saudavel como a préatica de exercicio fisico
regular.

Sendo assim, a pergunta condutora que norteou esta pesquisa € se o treinamento fisico
pode exercer um papel indutor de programacéo fetal, agindo como mecanismo de protecao,
reduzindo os impactos deletérios da desnutricdo materna sobre parametros murinomeétricos de
crescimento da prole, indicadores bioquimicos e a expressdo de leptina no masculo
esquelético de ratos adultos submetidos & desnutricdo no periodo precoce. O presente estudo
teve como objetivo avaliar no rato as repercussdes de fatores nutricionais e do treinamento
fisico no periodo perinatal sobre indicadores de crescimento somatico, bioguimicos e na
expressao de leptina no musculo esquelético da prole na idade adulta.

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Dr®. Naide
Teodosio do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, tendo como

orientadores a Prof®. Dr®. Carol Virginia Gois Leandro e o Prof. Dr. Raul Manhées de Castro.



21

Parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com o Departamento de Fisiologia e Biofisica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo e com o Laboratorio de
Fisiologia Enddcrina do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Borges da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

O estudo gerou 04 artigos cientificos Dois ja foram publicados, um foi submetido e o
ultimo serd enviado apds suas corre¢cdes. O primeiro, intitulado: Pode a atividade fisica
materna modular a programacao fetal induzida pela nutrigdo?, foi publicado como artigo
de revisdo na Revista de Nutricdo da PUCCAMP, v. 22 n° 4; 2009. Esta revista é classificada
com qualis B4 no comité de Medicina Il da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES). Neste estudo, que sera utilizado como revisdo da literatura para a
tese, foi apresentada uma revisdo sobre Programming e o papel da nutricdo e da atividade
fisica materna como possiveis indutores de programacédo fetal. O mecanismo sugerido pelo
qual o exercicio fisico materno modula o crescimento fetal é através do possivel aumento da
disponibilidade de oxigénio e nutrientes via irrigacao feto-placentaria.

Os demais artigos serdo apresentados como resultados da pesquisa e estardo dispostos
em suas versdes originais. O segundo artigo, com o titulo: Can physical exercise during
gestation attenuate the effects of a maternal perinatal low-protein diet on oxygen
consumption in rats?, foi publicado como artigo original na revista: Experimental
Physiology, v. 94 n° 8; 2009. O periddico possui qualis A2 no comité de Medicina Il da
CAPES. Em resumo, neste artigo, foi validado um protocolo de treinamento fisico de
intensidade leve e moderada para ratas gestantes baseado no consumo de oxigénio. Ademais,
foi demonstrado que este tipo de treinamento fisico foi eficaz em aumentar 0 VO,max das
fémeas e a taxa de crescimento de filhotes cujas maes foram desnutridas durante a gestacdo. O
treinamento fisico materno minimizou a agressao nutricional no periodo fetal e neonatal e
interferiu positivamente sobre o aporte de oxigénio e nutrientes para o feto.

O terceiro artigo sob o titulo: Efeito do treinamento fisico e da desnutri¢do durante
a gestacao sobre 0s eixos cranianos de ratos neonatos, foi submetido para publicacdo como
artigo original na Revista Brasileira de Medicina do Esporte (ANEXO — C). Este periddico
tem classificacdo qualis B4 no comité de Medicina Il da CAPES. Em sintese, neste artigo, foi
observado que o treinamento fisico atenuou os efeitos da desnutricdo materna sobre medidas
de eixos cranianos de ratos neonatos. E possivel que o exercicio fisico materno tenha
favorecido a funcdo placentaria minimizado os efeitos da dieta hipoproteica no periodo critico
de desenvolvimento. Parece que o treinamento fisico favoreceu o desenvolvimento

embrionario e formacao fetal, acarretando preservacao das estruturas craniofaciais.
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O quarto artigo intitulado: Maternal moderate physical training re-programs the
effect of a perinatal low-protein diet in adult offspring, sera submetido para publicagédo
como artigo original na revista: The Journal of Physiology (ANEXO — D). Este periddico é
classificado com qualis A1 no comité de Medicina Il da CAPES. Este artigo mostrou que
fémeas desnutridas apresentaram intolerdncia a glicose durante a gestacdo e seus filhotes
crescimento menor e, na idade adulta, maior deposi¢éo de gordura abdominal e indicadores
que apontam para resisténcia a insulina. Filhotes cujas méaes treinaram e foram desnutridas
durante a gestacdo e lactacdo tiveram estes efeitos revertidos. Parece que o treinamento fisico

materno foi capaz de re-programar o fendtipo metabdlico induzido pela desnutricdo perinatal.



REVISAO DA LITERATURA

23



24

2. REVISAO DA LITERATURA - ARTIGO DE REVISAO

Revista de Nutricéo

Print version ISSN 1415-5273

Rev. Nutr. vol.22 no.4 Campinas July/Aug. 2009
doi: 10.1590/S1415-52732009000400011

COMUNICACAO COMMUNICATION

Pode a atividade fisica materna modular a programacao fetal induzida pela nutri¢do?

Can maternal physical activity modulate the nutrition-induced fetal programming?

Carol Goéis Leandro®; Marco Fidalgo Amorim?; Sandro Massao Hirabara®; Rui Curi*;
Raul Manhaes de Castro?

'Universidade Federal de Pernambuco, Centro Académico de Vitéria de Santo Antdo, Nicleo
de Nutricdo. R. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria, 50670-901, Recife, PE,
Brasil.  Correspondéncia  para/Correspondence to: C.G. LEANDRO: E-mail:
<carolleandro22@yahoo.com.br>

Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Nutricdo. Recife, PE, Brasil
%Universidade Cruzeiro do Sul, Instituto de Ciéncias da Atividade Fisica e do Esporte,
Departamento de Educacéo Fisica. Séo Paulo, SP, Brasil

*Universidade de Sao Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas. Sao Paulo, SP, Brasil

RESUMO

Existe consideravel evidéncia para a inducdo de diferentes fenotipos em reposta as variacoes
no ambiente fetal e neonatal. O aporte inadequado de nutrientes no periodo critico do
desenvolvimento esta associado ao risco alto de doengas metabdlicas na vida adulta, este
fendmeno bioldgico é chamado de programacdo. A atividade fisica durante a gestagéo resulta
em adaptacdes fisioldgicas da mée e no aumento da disponibilidade de nutrientes e oxigénio
no espaco feto-placentario. Este trabalho tem como objetivo discutir os mecanismos da
inducdo de programacéo fetal pela nutricdo e o provavel efeito modulador da atividade fisica
durante a gestacdo. Foram utilizadas as bases de dados do Medline Pubmed, Lilacs e Bireme,
com publicagdes entre 1990 até 2008. Os termos de indexacdo utilizados foram: nutrition,

fetal programming, gestation, physical activity, physical exercise, metabolism. Em concluséo,
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0 aporte inadequado de nutrientes programa o aparecimento de doengas metabdlicas na vida
adulta, enquanto que a atividade fisica durante a gestacdo aumenta a disponibilidade de
nutrientes e oxigénio, repercutindo positivamente no crescimento fetal e no peso ao nascer.

Termos de indexacdo: Atividade motora. Desenvolvimento fetal. Fenotipo. Gestacao.

ABSTRACT

There is considerable evidence for the induction of different phenotypes by variations in fetal
and neonatal environment. Undernutrition during this critical development period is
associated with risk of metabolic disease in adult life; this biological phenomenon is termed
programming. Physical activity during gestation results in maternal physiological adaptations
and increased oxygen and nutrients in the fetoplacental compartment. The main goal of this
work is to discuss the mechanisms of fetal programming induced by nutrition and the
probable modulating effect of physical activity during gestation. Papers published between
1990 and 2008 listed in the Medline Pubmed, Lilacs and Bireme databases were used. The
search keywords were: nutrition, fetal programming, gestation, physical activity, physical
exercise, and metabolism. In conclusion, undernutrition can program the onset of metabolic
diseases in adult life, while physical activity during gestation increases the availability of
nutrients and oxygen for the fetus, thereby positively impacting fetal growth and birth weight.
Indexing terms: Motor activity. Fetal development. Phenotype. Pregnancy.

INTRODUCAO

Uma alimentacdo balanceada é essencial nas etapas de crescimento e desenvolvimento
do organismo. A falta ou a deficiéncia de nutrientes em periodos criticos do desenvolvimento
dos sistemas fisiologicos, durante a gestacdo e a lactacdo, tem repercussdes a curto e longo
prazo. A desnutricdo no periodo fetal e na infancia predispde o individuo adulto a doencas
cardiovasculares e diabetes tipo Il, ou aos fatores de risco associados, como a hipertenséo, a
intolerancia a glicose e a hiperlipidemia®. O organismo se adapta a um ambiente intra-uterino
adverso, otimizando a utilizacdo de nutrientes para assegurar sua sobrevivéncia. Se ha
aumento na disponibilidade de nutrientes ap0s esse periodo critico, o organismo pode
apresentar alteragdes metabélicas associadas & obesidade e ao diabetes tipo I1*.

O mecanismo envolvido ainda esta pouco esclarecido, mas pode estar associado a uma
programacdo, na qual um estimulo ambiental aplicado durante o periodo critico de

desenvolvimento, tem efeito subseqiiente sobre estruturas e funcdes de sistemas organicos?.
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Outro mecanismo proposto é que um ambiente nutricional pode estimular uma selecéo clonal
adaptativa ou a proliferacdo e a diferenciacdo celulares, de forma que a quantidade e a
proporcéo de células em um tecido sejam permanentemente afetadas. A epigenética estuda a
interacdo entre o ambiente (fen6tipo) e a expressdo de genes (gendtipo)®.

A identificacdo da regulacdo epigenética de expressdo de genes como potencial
mecanismo da inducdo de diferentes fendtipos pela nutricdo materna durante o periodo critico
do desenvolvimento suscita 0 questionamento sobre a atuagdo de outros estimulos ambientais.
Nesse sentido, € importante questionar acerca do estilo de vida materno, que inclui o
engajamento em programas de atividade fisica. Os estudos citados neste texto indicam que a
atividade fisica materna e o aporte energético induzem adaptaces fisiologicas na gestacdo e
atuam como reguladores cronicos e agudos da disponibilidade de oxigénio e substrato para o
binbmio mae-filho. Parece que o principal fator que inicia a seqiéncia reguladora do
crescimento é a disponibilidade de substrato e oxigénio vindos da mae.

Diante da importancia do estilo de vida materno para o desenvolvimento feto-
placentario, levantou-se a hipdtese sobre os mecanismos de programacéo fetal induzida pela
atividade fisica e as repercussdes na vida adulta. Da mesma forma, sera que a atividade fisica
materna pode modular a programacdo fetal induzida pela desnutricdo? Para realizacdo desta
revisdo, utilizaram-se as bases de dados Medline Pubmed, Lilacs e Bireme. Os termos de
indexacdo utilizados foram: nutrition, fetal programming, gestation, physical activity,
physical exercise, metabolism. Os artigos foram selecionados de acordo com a relevancia do
estudo para os tdépicos estudados. Os artigos selecionados incluem estudos classicos sobre
programacao fetal a partir de 1962. Para a discussdo sobre nutricao e atividade fisica durante a

gestacao, foram utilizados artigos publicados nos anos de 1990 até 2008.

O QUE E PROGRAMACAO FETAL?

O termo programacéo é utilizado para descrever o processo pelo qual um estimulo ou
insulto, quando aplicado no periodo critico do desenvolvimento, tem efeitos permanentes
sobre a estrutura e as fungdes do organismo®. A programacdo é um fendmeno bioldgico ja
bem conhecido. Por exemplo, em ratas, uma unica dose de testosterona, aplicada no periodo
critico do desenvolvimento, programa o cerebro a desenvolver um padrdo de comportamento
masculino depois da puberdade, apesar de néo alterar a funcéo da pituitaria e dos ovarios*. O
consumo de &lcool por ratas gestantes causa reducdo de peso ao nascer e menor taxa de
crescimento dos filhotes®. Este grupo de pesquisadores tem verificado em ratos que a

exposicdo a farmacos durante o periodo critico do desenvolvimento induz altera¢fes na vida
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adulta. Por exemplo, durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso central,
a administracdo cronica de citalopran, um anti-depressivo inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina, reduziu o comportamento agressivo de ratos adultos®. O uso de outro anti-
depressivo, a fluoxetina, durante a lactacdo, reduziu o comportamento depressivo de ratos
adultos’. O tratamento neonatal com naloxane, um opidide endégeno, durante o periodo
critico de desenvolvimento dos testiculos, aumenta a populacdo das células de Sertoli e a
producdo de esperma em ratos adultos®.

Em humanos, os estudos que envolvem a programacéo fetal geralmente associam a
nutricdo como estimulo indutor de programacdo fetal. A primeira evidéncia de programacéo
veio de um estudo geografico, em diferentes regides da Inglaterra no ano de 1911, que
associou a alta taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares ao baixo peso ao nascer’.
Este elo foi subsequentemente demonstrado em estudos nos quais o crescimento durante a
vida fetal e na infancia foi registrado. O primeiro estudo foi realizado por Ravelli et al.° com
homens cujas mées passaram fome durante a gestagédo entre os anos de 1944-1945, a chamada
Dutch famine. Os autores observaram que a exposicao a fome no periodo da gestacdo resultou
em jovens obesos aos 19 anos. Em Hertfordshire (Inglaterra), dentre 5654 homens, aqueles
que apresentaram menor peso ao nascer tiveram maior taxa de mortalidade por doencas
cardiovasculares quando adultos™. Ainda em Hertfordshire, foi observado que os homens
diagnosticados como diabéticos apresentaram menor peso ao nascer e no primeiro ano de
vida'’, No Brasil, tendo como principal fonte de informagdes trés estudos transversais
realizados nas décadas de 70, 80 e 90, observou-se transicdo nutricional referenciada no
declinio réapido da prevaléncia de desnutricio em criancas e elevacdo, em ritmo mais

acelerado, da prevaléncia de sobrepeso/obesidade em adultos™.

A nutri¢do como indutora de programacéo fetal

A relacdo entre a nutricdo no periodo fetal e perinatal e a repercussdo na vida adulta
tem sido reconhecida hé& vérias décadas. Em 1962, McCance™* manipulou o tamanho de
ninhadas de forma que ratos de grandes ninhadas receberam menos leite materno, quando
comparados aos seus pares de ninhadas menores. Ap6s o0 periodo de lactacdo, ambos 0s
grupos foram alimentados com dieta equilibrada. Os ratos provindos de grandes ninhadas
apresentaram menor ganho de peso corporal e reducdo na taxa de crescimento. Foi assim
demonstrado que o tamanho e a trajetoria de crescimento de ratos estavam relacionados ao
seu estado nutricional no periodo de lactagdo. Foi também demonstrado que a manipulagdo da

dieta apds a lactacdo ndo induziu qualquer efeito a longo prazo nos animais. Dessa forma,
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surgiu a idéia de uma janela critica temporal para o crescimento e o desenvolvimento, que
pode ser programada pela nutricio™.

Uma vez reconhecido o papel dos nutrientes no crescimento e desenvolvimento, o
estado nutricional de individuos, especialmente a desnutricao, se tornou o alvo dos estudos.
Em 1964, Dobbing™ formulou a hipétese do periodo critico do desenvolvimento, observando
efeitos irreversiveis da desnutricdo neonatal sobre o desenvolvimento do cérebro de ratos. De
acordo com a ontogénese de cada fase (gestacdo, lactacdo ou primeira infancia) e da espécie a
ser estudada, a janela critica do desenvolvimento pode se abrir e a falta ou o excesso de
nutrientes pode induzir alteracdes permanentes na estrutura e na funcdo de érgdos e sistemas.
Em ratos, a desnutricdo no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso, que é o
periodo de lactacdo, induz efeitos permanentes sobre o tamanho do cérebro, o nimero de
neurdnios, o comportamento, a aprendizagem e a memoria'®!’. Estes pesquisadores tém
observado que a desnutricdo no periodo neonatal altera o crescimento somaético, a resposta ao
tratamento com anti-depressivos, 0 comportamento agressivo, 0 comportamento alimentar, as
propriedades mecanicas do muasculo esquelético, a morfologia do musculo cardiaco e o padréo
de atividade locomotora de ratos adultos'®%.

Estudos experimentais sobre a desnutri¢cdo fetal ttm demonstrado que fetos de maes
submetidas & dieta hipoprotéica apresentam alteracdes metabélicas a curto e longo prazo®%.
Um modelo animal de estudo bem estabelecido é fornecer as méaes uma dieta normoprotéica
(com 18-20% de proteina, caseina) ou uma dieta hipoprotéica (7% a 8% de proteina, caseina),
e no periodo de lactagdo ou no desmame, os filhotes comecam a receber dieta padronizada®®
28 Em um estudo com modelo de desnutricdo protéica no periodo gestacional, foi verificado
que a apoptose de células-p estava aumentada no pancreas dos neonatos aos 14 dias de vida®.
Em ratos machos, a restri¢cdo de proteina na dieta alterou o desenvolvimento reprodutivo aos
70 dias de idade®. Em ratos adultos (135 dias de idade) submetidos a uma dieta hipoprotéica
(8% de caseina) durante o periodo pré e pds-natal, foi observada uma deficiéncia na estrutura
dos rins e menor pressao arterial média, quando comparados aos seus pares normoprotéicos
(20% de caseina)®..

O figado de ratos adultos aos trés meses de idade, cujas maes sofreram desnutricdo
gestacional, apresenta aumento no tamanho dos I6bulos. Estudos com perfuséo ex-vivo tém
mostrado resisténcia a agdo estimuladora do glucagon sobre a liberacdo da glicose no figado
de filhotes adultos nessas condicGes. Este resultado foi acompanhado por reducdo de 80% na
expressdo de receptores hepaticos para o glucagon. Neste mesmo estudo, a insulina causou

aumento da liberacdo de glicose hepatica antes da reducdo normalmente esperada. Parece que
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os receptores de membrana em hepatdcitos sdo alvos para a programacdo, aumentando a
expressdo de receptores para a insulina em resposta a restricdo dietética da mae?®.

O mausculo, principal local de consumo de glicose pds-prandial, tem também sido alvo
de estudos. O musculo soleo de ratos aos 15 meses de idade, e que foram submetidos a
desnutricdo fetal, apresenta menor sensibilidade a insulina, quando comparado ao de controles
normoprotéicos. Os adipdcitos de ratos (aos trés meses de idade) submetidos a desnutri¢cdo na
vida fetal apresentaram uma taxa elevada de consumo basal de glicose estimulado por
insulina. Em paralelo, foi observado neste mesmo estudo, aumento na atividade da
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K), que participa diretamente dos efeitos metabdlicos da
insulina. Apesar do aumento da atividade do PI3K, os adipocitos de filhotes submetidos a
desnutricdo foram resistentes & acdo anti-lipolitica da insulina®>.

Além do modelo de desnutricdo por dieta hipoprotéica, hd também o modelo de
manipulagdo do percentual da dieta fornecida ao controle, geralmente entre 30 e 50%, de
acordo com o consumo normal de ratos. Utilizando o modelo de restricdo da dieta (30% da
dieta consumida pelo controle ad libitum) durante a gestacdo e a recuperacdo da dieta na
lactacdo, foi observado atraso no crescimento pos-natal e aumento na pressdo arterial de ratos
adultos®. Filhotes nascidos de maes alimentadas com 40% da dieta ad libitum fornecida ao
grupo controle apresentaram taxa de crescimento menor, quando comparados ao grupo
controle®*. Assim, ndo somente em termos qualitativos (quantidade de proteina), mas a
quantidade de nutrientes fornecida durante o periodo critico do desenvolvimento pode induzir
alteracdes na taxa de crescimento do filhote.

A relevancia dos dados provindos de estudos com animais para humanos permanece
incerta. Contudo, em estudos epidemioldgicos tem sido demonstrado que a desnutricdo no
periodo fetal ou neonatal pode programar o individuo para um aumento ou preservacdo dos

estoques de gordura corporal ao longo da vida®°.

Estudos recentes nos paises em
desenvolvimento demonstraram que os disturbios no crescimento associados a desnutricao
sd0 paradoxalmente relacionados ao aumento do findice peso/altura®. No Brasil, foi
investigada a prevaléncia de obesidade e desnutricdo em 535 familias (2 411 individuos) de
uma zona de baixa renda na cidade de Sdo Paulo®. Neste estudo, houve 30% de prevaléncia
de desnutricdo infantil. A prevaléncia de obesidade foi de 6,4% em rapazes e de 8,7% em
mogas. A associagdo entre sobrepeso e deficiéncia no crescimento foi de 5,8% em rapazes e
6,8% para mocas, ocorrendo relacéo forte entre peso/altura infantil e sobrepeso no adulto®.
Resultados similares com criangas da zona rural e de periferias urbanas do Brasil foram

publicados®*'.
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MECANISMOS PROPOSTOS

Os mecanismos envolvidos na programacédo incluem a interagcdo entre o ambiente
(fendtipo) e a expressdo de genes (gendtipo), que tem sido chamada de epigenética®. Muitos
genes requerem condicOes especiais do ambiente para ganharem expressao fisiologica e
comportamental, outros genes, provavelmente, nunca encontrardo condigdes adequadas de
expressdo’. Existem evidéncias de que o estado nutricional materno pode induzir alteracdes da
expressao de genes pela metilacdo do DNA (&cido desoxirribonucléico) e da modificacdo de
histonas (metilacdo e acetilacdo) do genoma fetal®®. Uma questdo de interesse é o
entendimento de como a memoria destes eventos é estocada ao longo da vida, apesar de uma
continua divisdo e diferenciagdo celulares.

O fendtipo do filhote que persiste ao longo da vida implica em alteracdes estaveis para
a transcricdo do gene®°. Embora o niimero de genes estudados ainda seja limitado, os efeitos
estaveis da restricdo de nutrientes sobre a transcricdo tém sido demonstrados em alguns
estudos®*. Nesse sentido é de ressalva o papel do imprinting genémico. Os imprinted genes
sdo genes encontrados na placenta de mamiferos, marsupiais e sementes de plantas cuja
expressao depende de sua origem parental. Em mamiferos, muitos destes genes estdo
envolvidos no crescimento fetal e s&o expressos tanto em tecidos do feto como na placenta®.

E de interesse que alguns dos genes que sdo alterados seguindo estimulo ambiental pré
e pos-natal sao fatores de transcricdo que afetam vias metabélicas®. Por exemplo, filhotes de
mées submetidas a dieta hipoprotéica na gestacdo tém, aproximadamente, o dobro de
atividade da enzima fosfenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK), uma enzima-chave da
gliconeogénese, e aumento da atividade da enzima glicoquinase, uma enzima-chave da
glicolise®. Ademais, o perfil lipidico alterado em filhos de maes desnutridas na gestacéo
parece ter relacdo com o aumento da expressao das enzimas acetil Co-A carboxilase e 4cido
graxo sintase no figado®. Tomados juntos, estes resul-tados demonstram um aumento no
metabolismo hepatico dos carboidratos na direcdo oposta daquela que seria induzida pela
insulina.

A identificacdo da regulacdo epigenética de expressdo de genes como potencial
mecanismo da inducdo de diferentes fendtipos pela nutricdo materna, durante o periodo critico
do desenvolvimento, suscita o questionamento sobre a atuacdo de outros estimulos
ambientais. Nesse sentido, é importante questionar acerca do estilo de vida materno, que
inclui o engajamento em programas de atividade fisica. Estudos epidemiolégicos tém
observado uma associagdo entre o estilo de vida ativo materno e as adaptacgdes fisiologicas da

gestacéo que regulam o crescimento feto-placentario®®*.
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Atividade fisica durante a gestacé@o sobre o binémio méae-filho

De acordo com o American College of Obstetricians and Gynecologists®, mulheres
com gestacdo de baixo-risco podem praticar exercicio fisico moderado e leve por cerca de 30
minutos por dia, todos os dias da semana. Contudo, ainda é dificil estabelecer recomendacdes
de percentual de esforco fisico durante a gestagdo, uma vez que a intensidade, o tipo e a
duracdo do exercicio fisico sdo determinantes para as adaptacdes fisiologicas na mae e as
repercussdes no filho. Ademais, € necessaria a definicdo de termos utilizados como, por
exemplo, atividade fisica, exercicio fisico e treinamento fisico, para o entendimento da

associagdo entre o estilo de vida da mée e o desenvolvimento feto-placentario.

Atividade fisica durante a gestacao

O termo atividade fisica se refere a qualquer movimento do musculo esquelético que
demande gasto energético. Quanto ao nivel de atividade fisica, o individuo pode ser
classificado como ativo ou inativo, a depender da quantidade de calorias semanais gastas em
um esforco fisico**. Assim, um individuo é considerado ativo quando se engaja em atividades
fisicas (caminhadas, jogging, andar de bicicleta, natacdo, atividades domeésticas, atividades no
trabalho, atividades de lazer e recreacdo) durante 30 minutos, levando a um dispéndio
energético acima do metabolismo basal em torno de 1 500kcal/semana®.

Em 1993, um estudo epidemioldgico demonstrou que atividade fisica durante a

gestacdo estava associada ao peso ao nascer do filho®. Rao et al.*?

avaliaram 797 gestantes da
cidade de Pune na india quanto ao nivel de atividade fisica (trabalho na agricultura, atividades
domésticas e outras atividades), a partir de um questionario com pontuacdo para cada
atividade. O resultado final foi expresso em gasto energético semanal (Kcal/sem). Neste
estudo, foi observado que o nivel de atividade fisica era inversamente relacionado ao ganho
de peso materno a partir da 28% semana de gestagéo“. Nos recém-nascidos, foi observado um
menor peso ao nascer e reducdo em alguns parametros somaticos. Mais recentemente, Perkins
et al.* avaliaram a relagdo entre o nivel de atividade fisica aerébia (por acelerometria), o
ganho de peso durante a gestacdo e a altura para a taxa de crescimento fetal em 51 mulheres
gestantes. Neste estudo, a correlacdo entre a atividade fisica e a taxa de crescimento fetal foi
inversamente proporcional (R=-0,42, p<0,05). Criancas nascidas de mulheres no quartil mais
alto de atividade fisica pesaram cerca de 608g menos que criangas nascidas de mées do quartil
menor**.

O engajamento em atividades de lazer e recreativas (natacdo e caminhada, trés vezes

por semana) esta relacionado a efeitos positivos na mée e no peso do filho ao nascer***.
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Estudos epidemioldgicos relatam que a combinacdo entre atividade fisica regular e uma dieta
equilibrada pode reduzir o risco de doengas na mae, tais como: hipertensdo, diabetes mellitus
gestacional, desordem no desenvolvimento placentario, resposta insulina-glicose*® 24,
Assim, mulheres que se exercitam regularmente deveriam continuar com 0 mesmo volume de
atividade fisica, aumentando suas atividades de lazer e recreacdo em cerca de 20 a 30 minutos
com uma freqiiéncia de 3 a 5 dias por semana*®. De acordo com o American College of
Obstetricians and Gynecologists*®, os tipos de atividades que sdo recomendadas incluem:
natacdo e bicicleta ergométrica (estaciondria) por reduzirem as chances de lesdo e impacto.
Ademais, estudos recentes demonstraram que mulheres que ja praticavam atividade fisica
antes da gestacdo podem permanecer com a mesma duracdo e freqiiéncia semanal, contudo,

recomenda-se evitar atividades que demandem esforco de alta intensidade®’.

Exercicio fisico durante a gestacdo: alteraces no crescimento feto-placentario

O termo exercicio fisico se refere a uma atividade fisica realizada sistematicamente.
As adaptacdes fisioldgicas associadas ao exercicio fisico dependem da intensidade, da
duragdo e da fregiiéncia do esforco®’. O exercicio fisico pode ser classificado de acordo com a
intensidade do esfor¢o como: leve, moderado e intenso. Essa classificagdo toma como base a
realizacdo de alguns testes de esforco maximo para avaliar a concentracdo de lactato no
sangue, 0 consumo maximo de oxigénio (VOzma), €/ou a freqliéncia cardiaca maxima
(FCmax). Em exercicios de intensidade leve e moderada, a concentracdo de lactato no sangue
permanece estavel (variando entre 2 e 4mmol/L). O VOomax € @ FCrax S80 05 parametros
fisiol6gicos mais comumente utilizados em estudos para referenciar a intensidade do esforco.
Assim, um exercicio leve geralmente se refere de 20 a 50% do VOymax € da FCpax , UM
exercicio moderado de 50-70% do VOsmax € da FCax € 0 exercicio intenso acima de 80% do
VOomax € da FCrax. Se 0 exercicio fisico é realizado regularmente é denominado de
treinamento fisico. Assim como o exercicio fisico, o treinamento fisico pode ser classificado
como leve, moderado e intenso®.

Durante um exercicio fisico, a taxa de fluxo sangliineo visceral diminui enquanto o
fluxo sanguineo aumenta para os musculos e a pele. Ha uma diminui¢do de 50% do fluxo
sanguineo para a placenta em resposta a exercicios moderados e intensos. Os niveis voltam ao
normal logo apés o término do exercicio®.

O efeito do exercicio sobre parametros fisioldgicos da mae (fluxo de sangue
placentario e contetdo de oxigénio e nutrientes na artéria) varia com o tipo, a freqliéncia, a

duracdo e a intensidade do esfor¢o, bem como o nivel de aptidao fisica da mée e o periodo da
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gestacdo no qual o programa de exercicio fisico teve inicio*. Estudos com humanos
demonstram que, em gestantes ndo-exercitadas, o volume placentario na 20° semana de
gestacéo é cerca de 180mL, passando para 424mL na 40° semana®®. Em gestantes exercitadas
(60% do VO2max), 0 Volume placentario na 20° semana de gestacédo € de cerca 255mL e na 40°
semana aumenta para 522mL*®. Uma carga de exercicio fisico moderado na primeira metade
da gestacdo (60min, 5 dias por semana, 65% do VO,max) estimula o crescimento placentério.
Ao contréario, passar de um exercicio fisico de baixa intensidade (40% do VO3max) ha metade
do periodo da gravidez, para um exercicio fisico intenso (>75% do VOymax) no final da
gestacédo induz a diminuicdo do peso corporal para a idade gestacional em cerca de 370g e o
percentual de gordura de 12 para 8%*.

Exercicios de intensidade mais leve apresentaram um menor aumento no volume
placentario®. Contudo, a esta intensidade de esforco, foi observada uma diminuicdo na
concentracdo de glicose sangiiinea e de insulina durante e ap6s a sessdo de exercicio®. Estes
resultados fortalecem o papel benéfico do exercicio fisico na diminuigdo do risco de diabetes
mellitus gestacional. Alias, um estudo demonstrou que mulheres com diabetes gestacional e
submetidas a uma dieta controlada e a exercicio fisico leve (20min, 3 vezes por semana, a
30% do VO,max) apresentaram menor concentracdo de glicose sangliinea e hemoglobina
glicosilada, quando comparadas a mulheres submetidas unicamente a dieta controlada®.

O treinamento fisico leve durante a gestacdo aumenta o volume plasméatico materno de
repouso, o volume de sangue no espaco interviloso, o débito cardiaco, a funcdo placentaria e a
taxa de crescimento fetal’’. H4 um aumento na disponibilidade de glicose no espaco
placentério em resposta ao treinamento fisico e isso vai repercutir no crescimento fetal**. O
mecanismo de atuacdo inclui a regulacdo da sintese e liberacdo de peptideos estimuladores do
crescimento, como o fator de crescimento similar a insulina (IGF) dentro do compartimento

fetal**

. Quando a intensidade do esfor¢co € aumentada, ha uma redistribuicdo do fluxo
sanguineo na mée para 0s musculos em movimento. Isso causa uma diminui¢do temporaria da
quantidade de substrato e oxigénio disponivel para a placenta. Dessa forma, em resposta ao
exercicio fisico intenso, varios tecidos fetais liberam peptideos que tornam o crescimento fetal
mais lento, a exemplo, as proteinas ligantes do fator de crescimento similar a insulina (IGF-
BP)*. Este efeito parece ser um mecanismo de protecdo do feto que, se persistir, ira definir o

tempo e o tipo de restricdo do crescimento.
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Pode o exercicio fisico durante a gestacao induzir a programacao fetal?

Os estudos sobre os efeitos a longo prazo do exercicio fisico durante o periodo de vida
fetal ainda sdo escassos. N@o ha dados publicados com humanos e os modelos com animais
avaliaram filhotes de ratos provindos de maes exercitadas até o periodo de desmame.

Parnpiansil et al.*®

verificaram que os filhotes de ratas exercitadas durante a gestacéo
apresentaram um aumento, ap6s o nascimento, na expressdo do RNAm (&cido ribonucléico
mensageiro) de fatores neurotroficos. Os autores correlacionaram este resultado ao aumento
na habilidade de aprendizagem espacial (avaliado pelo teste de labirinto em "T"), quando
comparados aos seus pares provindos de ratas ndo exercitadas.

Os estudos citados neste trabalho indicam que a atividade fisica materna e o aporte
energético induzem adaptac@es fisioldgicas na gestacdo e atuam como reguladores crénicos e
agudos da disponibilidade de oxigénio e de substrato para o binbmio mae-filho. Parece que o
principal fator que inicia a seqiiéncia reguladora do crescimento é a disponibilidade de
substrato e oxigénio provindos da mde. O mecanismo subjacente inclui a liberacdo de
mediadores como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o horménio lactogénio
placentario humano pela placenta, que regula suas concentraces de acordo com a
disponibilidade de glicose e/ou outros fatores de crescimento feto-placentario*. O trofoblasto
percebe a disponibilidade de nutrientes e oxigénio, isso pode alterar a expressao de genes e a
subseqiente producdo de multiplos fatores supressivos ou estimuladores do crescimento.

Peptideos reguladores adicionais incluem o sistema de fatores induzidos pela hipdxia
(HIF), fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF). Esses peptideos sdo liberados em
resposta as alteracdes locais na tensdo de oxigénio, que influencia a angiogénese e a taxa de
crescimento vascular e as alteragdes adaptativas na rede de capilares placentarios®. Esse
sistema funciona a partir de um feedback negativo no qual a tensdo de oxigénio atua
inversamente sobre o crescimento capilar®'.

O balanco energético durante a gestacdo € um fator importante que afeta a relacéo
entre nutricdo materna e o peso ao nascer. Mulheres sub-nutridas de comunidades rurais dos
paises em desenvolvimento, como a india e o Brasil, ttm cargas altas de atividade fisica
(trabalho agricola e atividades domésticas) e seus filhos apresentam baixo peso ao nascer***°,
Extrema carga de trabalho também tem sido associada ao aumento da taxa de aborto e de
nascimento de bebés prematuros*’. Por outro lado, atividade fisica de baixa intensidade, e
realizada sistematicamente, estd associada ao aumento do peso ao nascer, mesmo em

mulheres que passaram por privacdo dietética’®.
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Assim, estudos que avaliem os efeitos a longo prazo da atividade fisica, associada ou
ndo a nutricdo durante a gestacdo, devem ser priorizados. Este grupo de pesquisadores tem
utilizado o rato como modelo experimental, e os dados preliminares apontam para o efeito
benéfico do treinamento fisico moderado durante a gestacdo na taxa de crescimento (até os 90
dias de vida) e na aquisicdo do padrdo de atividade locomotora dos filhotes. Nos filhotes de
maées treinadas e desnutridas, os danos causados pela desnutrigdo foram atenuados (dados néo

publicados).

CONCLUSAO

O ambiente influencia o crescimento e o desenvolvimento do filho. Vérios estudos tém
demonstrado o efeito do aporte inadequado de nutrientes durante a gestacdo e a ocorréncia de
doencas na vida adulta. O estilo de vida materno, representado pelo nivel de atividade fisica,
induz alteracdes no aporte de substratos e oxigénio no ambiente feto-placentario que
repercutem no crescimento fetal e no peso ao nascer. Nesse sentido, é provavel que a
atividade fisica durante a gestacdo possa estar relacionada a alteracdes metabdlicas na vida
adulta. Da mesma forma, a atividade fisica também pode modular os efeitos da programacao

fetal induzida pela nutrig&o.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral
- Padronizar um protocolo de treinamento fisico de intensidade leve e moderada para ratas

gestantes baseado no consumo de oxigénio.

- Analisar as repercussdes do protocolo de treinamento fisico e de fatores nutricionais sobre
indicadores murinométricos de crescimento, homeostase glicémica e concentracdo de leptina

da prole na idade adulta.

3.2 Especificos

Em ratas nutridas ou desnutridas durante a gestacdo e lactacdo, submetidas ou ndo ao
protocolo de treinamento fisico, avaliar:
- 0 consumo de oxigénio;
- 0 ganho de peso;

- a glicemia e colesterolemia semanal.

Nos filhotes, avaliar:
- 0 peso dos filhotes ao nascer e indicadores de crescimento;
- 0 teste de tolerancia a glicose e insulina aos 145 e 147 dias de vida;
- a glicemia e colesterolemia aos 150 dias de vida;

- a concentracao plasmaética de leptina aos 150 dias de vida.
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4. HIPOTESES

- O treinamento fisico age como mecanismo de protecdo atenuando ou modulando o0s
impactos deletérios da desnutricdo materna sobre indicadores murinométricos de crescimento
da prole;

- O treinamento fisico reverte a hiperglicemia e hipercolesterolemia em ratos adultos

submetidos a desnutricdo no periodo perinatal.
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5. METODOS

Para realizacdo do presente estudo, dividimos a sequéncia dos experimentos em trés
etapas. Inicialmente, padronizamos um protocolo de treinamento fisico para ratas gestantes,
submetidas ou ndo a dieta com restri¢do protéica, com base no consumo maximo de oxigénio
para definicdo da intensidade do esforgo (moderado, 65% do VO;max, antes da gestacéo e leve,
40% do VOymax, durante a gestagdo). Uma vez padronizado o protocolo de treinamento fisico,
realizamos avaliacGes murinométricas nos filhotes neonatos cujas mées foram submetidas a
desnutricdo e/ou treinamento fisico durante o periodo perinatal. Finalmente, na terceira etapa
dos experimentos, realizamos avaliacbes de indicadores de crescimento somatico,

bioguimicos e na expressao de leptina no musculo esquelético da prole na idade adulta.
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12 ETAPA

5.1 Padronizacdo do protocolo de treinamento fisico para ratas gestantes com

base no consumo maximo de oxigénio

5.1.1 Teste de desempenho méaximo

Inicialmente, foi realizado um teste de desempenho méaximo (TDM) que consistiu de
estagios de esforco progressivo em esteira ergométrica (Esteira Motorizada EP-131®, Insight
Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (Figura 1). Foram utilizadas 6 ratas albinas
primiparas da linhagem Wistar (Rattus novergicus), com idade de 60 dias e pesando 200+11
g, provindas da colénia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram mantidos em condi¢des padronizadas de temperatura e
umidade e receberam 4gua e dieta padrdo de biotério (Racdo Labina®, Agribrands Purina do
Brasil Ltda, Paulinia, SP, Brasil) (Quadro 1) ad libitum. Para 0 TDM, as ratas correram por 3
minutos a uma velocidade reduzida (0,3 km.h™) para a familiarizacio ao equipamento e
aguecimento. A seguir, a velocidade da esteira ergométrica foi elevada em 0,3 km.h™ a cada 3
minutos. A inclinacdo da esteira foi mantida em 0° (Quadro 2). Para este teste, foram
utilizados como base protocolos de outros estudos (Taylor e Weibel, 1981; Bedford et al.,
1979; Brooks e White, 1978). Os testes eram interrompidos quando 0s animais se mostravam
incapazes ou ndo desejavam continuar a correr sobre o tapete rolante da esteira. Para
identificar as alteragdes metabdlicas e funcionais durante o0 TDM, foi avaliada a concentragdo
de lactato sanguineo. A cada estagio de esforco, uma aliquota de sangue (0,1 mL) foi coletada
da cauda dos animais. Para avaliagdo da concentracdo de lactato no sangue foram utilizadas
capilares e tiras (BM Lactate Test Strips®, Roche Diagnostics Ltd., Mannheim, Alemanha) e
para leitura lactimetro (Accusport/Accutrend Portable Lactate Analyzer®, Roche Diagnostics
Ltd., Mannheim, Alemanha). Apds o TDM, as ratas foram sacrificadas por dose letal de
anestésico (3mL/100g de peso corporal - uretana a 12,5% e cloralose a 0,5% - Sigma-Aldrich
Inc., St Louis, MO, USA).
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Figura 1. Esteira motorizada

Quadro 1. Composicao da dieta padréo Labina®

Composicéo centesimal )
Carboidrato 56,81%
Proteina 23,27%
Lipidios 4,24%

Enriquecimento/kg de racéo
Vitamina A 28000UlI
Vitamina D3 4400Ul
Vitamina E 90Ul
Vitamina K 7,0mg
Vitamina B12 44,0mcg
Vitamina B2 28,0mg
Acido folico 14,0mg
Biotina 0,2mg
Colina 2800mg
Niacina 242,0mg
Pantotenato de calcio 100,0mg
Piridoxina 12,0mg
Tiamina 12,0mg
lodo 2,0mg
Manganés 110,0mg
Ferro 180,0mg
Zinco 110,0mg
Cobre 30,0mg
Selénio 0,20mg
Cobalto 2,0mg
Antioxidante 150,0mg

(*) Fonte: Laboratorio de Experimentacdo e Analise de Alimentos, Departamento de Nutri¢cdo/UFPE

(**) Fonte: Agribrands Purina do Brasil Ltda

Niveis de garantia "

Umidade (max) 13,0%
Proteina bruta (min) 23,0%
Extrato etéreo (min) 4,0%
Mateéria fibrosa (max) 5,0%
Matéria mineral (max) 10,0%
Célcio (max) 1,3%
Fésforo (min) 0,85%

47

Composicdo basica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz cru, carbonato de

calcio, fosfato bicélcico, sal, pré-mix.
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Quadro 2. Descricéo do teste de desempenho maximo em esteira ergométrica

Graude | Velocidade | Duracdo
inclinacdo | (km.h™) (min)
0 0,3 3
0,6
0,9
1,2
15
1,8
2,1
2,4
2,7
3,0

Estagio

[EEN

Olo|N[o|O |~ wWiN
O |O|O|Oo|o|o|o|o|o
WWwWwwwww|w|w

[y
o

A realizacdo do TDM e a avaliagdo do lactato sanguineo permitiram definir a
velocidade e duracéo a ser utilizadas no protocolo de treinamento fisico. O protocolo, durante
o0 periodo pré-gestacional, consistiu de 4 semanas e 5 dias por semana (1* sem=20min/dia, 22
semana=50min/dia, 3* semana=60min/dia, 4% semana=60min/dia). A intensidade utilizada foi
de aproximadamente 50% da velocidade maxima atingida no TDM. A primeira semana foi
dedicada a adaptacdo. A seguir o protocolo foi dividido em estagios progressivos em cada
sessdo: (1) aguecimento (5 minutos); (II) zona intermediaria (10 minutos); (I11) zona de
treinamento (30 minutos), e (IV) periodo final (5 minutos) (Quadro 3). A inclinacdo da esteira
foi mantida em Q°.

Durante a gestacdo, o protocolo de treinamento fisico foi modificado. A velocidade e
duracdo dos estagios foram progressivamente diminuidas. O protocolo consistiu de 3 semanas
e 5 dias por semana (1% sem=50min/dia, 22 semana=30min/dia, 3% semana=20min/dia), com

aproximadamente 30% da velocidade maxima atingida no TDM (Quadro 4).
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Quadro 3. Caracterizacdo do protocolo de treinamento fisico de acordo com a velocidade e a duragéo de cada
sessdo para cada uma das quatro semanas de treino (periodo pré-gestacional)

Velocidade % de esforg_o relatlvp ao DM Duragéo Duracéo total do
Semanas (km.hY (\/elqmdade maX|m_? (min) treino (min)
atingida = 1.8 km.h™)

0.3 16.7 5

Inicial 0.4 22.2 5 20
(adaptacéo) 0.5 27.8 5
0.3 16.7 5
0.4 22.2 5
a 0.5 27.8 10

2% semana 06 333 30 50
0.4 444 5
0.4 22.2 5
0.5 27.8 10

3% semana 0.6 333 10 60
0.8 444 30
0.4 22.2 5
0.5 27.8 5
0.6 333 10

4% semana 0.8 44.4 10 60
0.9 50.0 30
0.5 27.8 5

Quadro 4. Caracterizacdo do protocolo de treinamento fisico de acordo com a velocidade e a duracdo de cada
sessdo para cada uma das semanas de treino durante a gestacdo

Semana de Velocidade % de esfor(;_o relatl\{o ao DM Duragéo Duracéo total do
~ 1 (Velocidade maxima - . )
gestagéo (km.h™) atingida = 1.8 km.h") (min) treino (min)
0.4 22.2 5
0.5 27.8 10
1% semana 0.6 33.3 10 50
0.8 444 20
0.4 22.2 5
0.4 22.2 5
a 0.5 27.8 10
2° semana 06 333 10 30
0.4 22.2 5
0.3 16.7 5
a 0.4 22.2 5
3% semana 05 578 5 20
0.3 16.7 5

5.1.2 Protocolo de avaliacdo do consumo maximo de oxigénio

A partir da definicdo da velocidade e duracdo a ser utilizadas no protocolo de
treinamento fisico foi realizada a avaliacdo direta do consumo de oxigénio (VOzmax - mL.kg"

! min™) e verificado as variagdes semanais para ajustar a intensidade durante os estagios.
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5.1.2.1 Animais

Para a avaliacdo do consumo de oxigénio, foram utilizadas 20 ratas Wistar primiparas,
com idade de 60 dias e pesando 180£11 g, obtidas do Departamento de Fisiologia e Biofisica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram
mantidos em biotério de experimentacdo, com temperatura de 22+1°C, e ciclo claro-escuro de
12/12 horas (claro das 18:00 as 06:00 h, escuro das 6:00 as 18:00 h), e livre acesso a agua e
dieta padrido de biotério (Nuvilab CR1®, Nuvital Nutrientes S/A, Curitiba, PR, Brasil)
(Quadro 5). Para adaptacédo ao ciclo invertido, todos os animais foram mantidos 15 dias no
biotério, sem nenhum tipo de manipulacéo.

Os cuidados com os animais seguiram as recomendacdes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco - n° 23076.000312/2006-39 (Anexo — A).

Quadro 5. Composicao da dieta padrdo Nuvilab CR1®

Composicéo centesimal ©) Niveis de garantia
Carboidrato 52% Umidade (max) 12,5%
Proteina 21% Proteina bruta (min) 22,0%
Lipidios 4% Extrato etéreo (min) 4,5%

Enriquecimento/kg de racdo Matéria fibrosa (max) 8,0%
Vitamina A 12000Ul1 Matéria mineral (max) 10,0%
Vitamina D3 1800UlI Calcio (max) 1,4%
Vitamina E 30,0mg Fésforo (min) 0,8%
Vitamina K3 3,0mg
Vitamina B1 5,0mg
Vitamina B2 6,0mg
Vitamina B6 7,0mg
Vitamina B12 20,0mcg
Colina 600,0mg
Niacina 60,0mg
Acido pantoténico 20,0mg
Acido folico 1,0mg
Biotina 0,05mg
Lisina 100,0mg
Metionina 300,0mg
lodo 2,0mg
Manganés 60,0mg
Ferro 50,0mg
Zinco 60,0mg
Cobre 10,0mg
Selénio 0,05mg
Cobalto 1,50mg
Antioxidante 100,0mg

(*) Fonte: Nuvital Nutrientes S/A
Composigdo basica: milho integral moido, farelo de trigo, farelo de soja, carbonato de calcio, fosfato bicélcico,
cloreto de sodio, prémix vitaminico, mineral e aminoacidos.
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5.1.2.2 Avaliacao do consumo maximo de oxigénio

O protocolo de avaliagdo do VO;max foi de acordo com Leandro et al. (2007) e
consistiu de estagios de esforco progressivo em esteira ergométrica. A avaliagdo direta do
VO,max foi realizada em teste de desempenho méximo e no final de cada semana de
treinamento fisico do periodo pré-gestacional. As ratas foram divididas, aletoriamente, em
dois grupos: ndo-treinado (NT, n=10) e treinado (T, n=10). O grupo T realizou uma corrida de
baixa intensidade (0,3 km.h™, durante 10 minutos) na esteira ergométrica adaptada para ratos
(Millennium Inbramed®, Porto Alegre, RS, Brasil) (Figura 2), durante 3 dias consecutivos,
para adaptagdo ao equipamento. A seguir, as ratas foram submetidas ao protocolo de

treinamento fisco padronizado. O grupo NT permaneceu em suas respectivas gaiolas.

Figura 2. Procedimento de treinamento fisico em
esteira ergométrica

O consumo de oxigénio (VO,) foi avaliado através de um circuito aberto de
calorimetria (Oxymax Deluxe System® Columbus Instruments Inc., Columbus, OH, USA)
(Figura 3). O sistema registra as concentragdes de oxigénio e dioxido de carbono através do
volume de entrada e saida de ar de uma cadmara. A diferenca na concentracdo dos gases e as
informacdes do fluxo foram empregadas nos célculos do VO,, producdo de didxido de
carbono (VCO,) e producéo de calor (kcal.h™). O ar foi ventilado de forma forcada para a
camara a uma taxa constante de 1,6 L/min. O sistema foi desenvolvido com sensores de gases
estaveis e otimizados para concentragdes de gases proximas as condi¢cBes ambientais. As
avaliacdes foram acuradamente realizadas com leitores que diferiram menos do que 0,1% do
ar de entrada e saida. A taxa de fluxo foi ajustada de acordo com o peso corporal dos animais
para assegurar alteracdes na composicao do gas expirado (>0,05%). O fluxo foi controlado e
calibrado antes de cada experimento (CO; off set = 0,001; CO; gain = 0,65%; e O2 = 21,2%)).

Para controlar toda a avaliacdo dos gases, um software (7400 Oxymax Single Chamber®,
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Columbus Instruments Inc., Columbus, OH, USA) forneceu medidas calorimétricas
especificas.

Oxymax Test Chamber System

<+ Sensor de CO,

<+ sensorde O,
i ‘
&

< System Sample pump

Figura 3. Aparelho utilizado para avaliagdo do consumo de
oxigénio de ratos

Ap0s quatro semanas de treinamento fisico, as ratas dos dois grupos foram postas para
acasalar com machos da mesma linhagem (2 ratas para cada 1 rato). Foi considerado como
provavel dia da concepc¢do a visualizacdo, em microscépio de luz, de espermatozoides em
lamina apds coleta do esfregaco vaginal (Marcondes et al., 2002; Carballada et al., 1997).
Apos confirmacdo da gestacdo, as ratas foram alojadas individualmente e os animais do grupo
T continuaram o treinamento fisico por mais 3 semanas, até o 19° dia de gestacdo. O
treinamento fisico foi sempre realizado duas horas apos as luzes se apagarem.

Durante a gestacdo, foi realizada a avaliagdo do VO, no repouso e nas as sessoes de
treinamento fisico. Conforme dados obtidos no protocolo de avaliagio do VOjmax, O
treinamento fisico antes da gestacdo apresentou intensidade moderada com aproximadamente
50% da velocidade méxima atingida no TDM e 65% do VO,max €, durante a gestacdo
apresentou intensidade leve, com aproximadamente 30% da velocidade maxima atingida em
TDM e 40% do VOymax-

5.1.2.3 Manipulacéo da dieta das mées durante a gestacéo e lactagcdo

Imediatamente apés a verificagdo da prenhez, metade das ratas de cada grupo (NT e T)
foi submetida a dieta hipoprotéica (caseina a 8%). As demais ratas receberam dieta
normoprotéica (caseina a 17%). As dietas confeccionadas foram isocaldricas com alteracdo

apenas no conteudo de proteina (Reeves et al., 1993) (Tabela 1).
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Tabela 1. Composigao das dietas a base de caseina

Quantidade /kg de dieta

Ingredientes Dieta hipoproteica | Dieta normoproteica
(8% de caseina) (17% de caseina)
Caseina 79,309 179,39
Mix de vitamina* 10,009 10,009
Mix de sais mineraist 35¢g 359
Celulose 509 509
Bitartarato de colina 259 2,59
DL-metionina 3,09 3,09
Oleo de soja 70ml 70ml
Amido 750,29 650,29

* Mistura de vitaminas contendo (em mg.kg—1 de dieta): retinol,12;
colecalciferol, 0,125; tiamina, 40; riboflavina, 30; 4cido pantoténico,140;
piridoxina, 20; inositol, 300; cianocobalamina, 0,1; menadiona, 80; &cido
nicotinico, 200; colina, 2720; &cido félico, 10; &cido p-aminobenzobico,
100; e biotina, 0,6.

+ Mistura mineral contendo (em mg.kg 'de dieta): CaHPOQ,, 17200; KClI,
4000; NaCl, 4000; MgO, 420; MgSQ,, 2000; Fe,0,, 120; FeSO,.7H,0,
200; e elementos-traco, 400(MnSO4H,O, 98; CuS0,.5H,0, 20;
ZnS0,.7H,0, 80; CoS0,.7H,0, 0,16; e KIl, 0,32; com amido suficiente
para completar 40g [por kg de dieta]).

Assim, foram formados quatro grupos experimentais: ndo-treinado nutrido (NT-N,
caseina a 17%, n=5); ndo-treinado desnutrido (NT-D, caseina a 8%, n=5); treinado nutrido (T-
N, n=5); treinado desnutrido (T-D, n=5) (Figura 4). Ap6s o0 nascimento, somente os filhotes
machos foram utilizados para as avaliacbes sobre o crescimento somatico e foram mantidas
ninhadas com seis animais. O nimero total de ratos utilizados para o experimento foi: filhotes
de maes ndo-treinadas nutridas (NT-Nf, n=17); filhotes de mées ndo-treinadas desnutridas
(NT-Ds, n=17); filhotes de mées treinadas nutridas (T-N¢, n=13); e filhotes de mées treinadas

desnutridas (T-Ds, n=13).
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Lactagao

. Gestacao

21 a 150 dias

Grupo Treinado nutrido (n=5)

Caseina 17%)

Adaptacao
15 dias

4 semanas pre-
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Lactacao
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A
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Adaptagao
15 dias

4 semanas pre-
gestacional

21 a 150 dias

Grupo Treinado desnutrido (n=5)

N 7

I Gestacao Lactacao
E
Desnutrigao
(Caseina 8%)

Dieta Padrao

21 a 150 dias

~N 7

Dieta Padrao

Adaptagao 4 semanas pre- . .
15 dias gestacional Gestagdo Lactagdo
A A
. . 3
Treinamento fisico
Desnutrigao

{Caseina 8%)

Figura 4. Representacdo esquematica dos grupos experimentais e das manipulacdes nutricionais



55

5.1.2.4 Avaliagéo do peso corporal das ratas e da taxa de crescimento da prole

O peso corporal (g) das ratas foi avaliado semanalmente no periodo pré-gestacional e
diariamente durante a gestacédo e lactagcdo. Os filhotes foram pesados, diariamente, até o 90°
dia de vida. A manipulacéo foi sempre realizada duas horas apos as luzes se apagarem, antes
do treino. O peso foi registrado em balanca eletronica digital (Marte®, modelo S-4000, com
sensibilidade de 0,1g, Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo Ltda., Santa Rita do Sapucai,
MG, Brasil).

O percentual de ganho de peso corporal das mées foi calculado tendo como base o
peso do 1° dia de avaliacdo, segundo a formula:

% ganho de peso = [Peso do dia (g) x 100 / Peso do 1° dia (g)] — 100 (Bayol et al.,

2004)

A taxa de crescimento da prole foi referente ao valor do ganho de peso corporal diario
de cada filhote, de acordo com a seguinte formula:

Taxa de crescimento = Peso do dia (g) - Peso do dia anterior (g) (Bayol et al.,

2004)

No nascimento, foi verificado o nimero de filhotes nascidos por ninhada, peso da

ninhada (g) e peso corporal (g) de cada neonato.

Avaliagao do consumo de
oxigenio e ganho de peso
materno

Acasalamento

o

Adaptacao 4 semanas pre-
15 dias gestacional

I Gestagao Lactagao 21 a 90 dias
*

Treinamento fisico

Manipulagao nutricional

A A

Namero de filhotes nascidos, peso da Avaliacao do ganho de
ninhada e peso ao nascer peso e dataxa de
crescimento dos filhotes

Figura 5. Representacdo esquematica das avaliagdes na 12 etapa do experimento
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22 ETAPA

5.2 Avaliacao de parametros somaticos em ratos neonatos

5.2.1 Animais

Para avaliar as repercussdes de fatores nutricionais e do treinamento fisico em ratos
neonatos foram utilizadas 20 ratas Wistar primiparas, com idade de 60 dias e pesando 200£11
g, da colbnia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais foram mantidos em biotério de experimentacdo, com temperatura de 23 + 2°C, e ciclo
claro-escuro de 12/12 horas (claro das 21:00 as 09:00 h, escuro das 9:00 as 21:00 h), e livre
acesso & agua e dieta padrdo de biotério (Racdo Labina® - Quadro 1). As fémeas treinaram
(Esteira Motorizada EP-131® - Figura 1) durante 8 semanas (5 semanas no periodo pré-
gestacional e 3 semanas na gestacdo) e foram submetidas a desnutricdo durante a gestacédo.
Apbs o nascimento, somente os filhotes machos foram utilizados para as avaliacGes
murinométricas e foram mantidas ninhadas com seis filhotes. O nimero total de ratos
utilizados para o experimento foi: filhotes de mées ndo-treinadas nutridas (NT-Ns, n=25);
filhotes de mées ndo-treinadas desnutridas (NT-Dg, n=25); filhotes de mdes treinadas nutridas
(T-N¢, n=25); e filhotes de maes treinadas desnutridas (T-Ds, n=25).

Os cuidados com os animais seguiram as recomendacdes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco - n° 23076.000312/2006-39 (Anexo — A).

O ganho de peso materno, o numero de filhotes nascidos por ninhada, o peso da
ninhada, o peso corporal ao nascer de cada neonato e a taxa de crescimento da prole foram

avaliados conforme descrito nos experimentos realizados na 12 etapa.

5.2.2 Avaliagdo murinométrica e extracéo dos encéfalos

No 1° dia pés-natal, foram determinadas as seguintes medidas dos filhotes (em
milimetros - mm) de acordo com as técnicas murinométricas padronizadas por Barros et al.
(2006) e Silva et al. (2005): a) eixo antero-posterior do cranio (EAPC), linha média da
extremidade do focinho a regido externa da crista occipital; b) eixo latero-lateral do cranio
(ELLC), linha perpendicular ao eixo longitudinal do créanio a qual divide ao meio os pavilhdes
auriculares; c) eixo longitudinal do corpo (EL), distancia entre a extremidade do focinho e a
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extremidade posterior do corpo; d) comprimento da cauda (CC), distancia entre a extremidade
posterior do corpo e a extremidade da cauda. As medidas foram realizadas com um

paquimetro com acurécia de 0,01mm (Starret®, Itu, SP, Brasil) (Figura 6).

EIXO ANTERO-POSTERIOR EIXO LATERO-LATERAL
DO CRANIO DO CRANIO

EIXO LONGITUDINAL COMPRIMENTO
DO CORPO DA CAUDA

Figura 6. Procedimento de avaliagdo dos eixos corporais e do comprimento da
cauda de ratos nenatos. Fonte: Barros (1999)

No 3° dia ap6s o nascimento, os neonatos foram sacrificados por decapitacéo e 0s
encéfalos foram extraidos, lavados em solucdo salina (NaCl a 0,9%) e pesados em balanca
eletronica (Marte®, modelo AL 500, com sensibilidade de 0,001g, Marte Balancas e
Aparelhos de Precisdo Ltda., Santa Rita do Sapucai, MG, Brasil).
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Figura 7. Representacdo esquematica das avaliagdes na 22 etapa do experimento
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32 ETAPA

5.3 Avaliacao de indicadores da prole na idade adulta

Para avaliar as repercussdes da desnutricdo e do treinamento fisico na idade adulta,
foram utilizadas 20 ratas Wistar primiparas, com idade de 60 dias e pesando 210+14 g, da
colénia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais
foram mantidos sob as mesmas condicGes experimentais descritas nos experimentos
realizados na 22 etapa. As fémeas foram submetidas ao protocolo de treinamento fisico com 7
semanas (4 semanas no periodo pré-gestacional e 3 semanas durante a gestacdo - Amorim et
al., 2009) e foram manipuladas nutricionalmente durante a gestacdo e lactacdo. Apds o
nascimento, foram mantidas ninhadas com seis filhotes machos. Para as avaliacfes, 1-2
filhotes machos de cada ninhada foram aleatoriamente escolhidos. O nimero total de ratos
utilizados para o experimento foi: filhotes de maes ndo-treinadas nutridas (NT-N¢, n=8);
filhotes de mées ndo-treinadas desnutridas (NT-Ds, n=8); filhotes de maes treinadas nutridas
(T-N¢, n=8); e filhotes de mées treinadas desnutridas (T-Ds, n=8).

Os cuidados com os animais seguiram as recomendacdes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco - n° 008676/2007-48 (Anexo — B).

O ganho de peso materno, o numero de filhotes nascidos por ninhada, o peso da
ninhada, o peso corporal ao nascer de cada neonato e a taxa de crescimento da prole foram

avaliados conforme descrito nos experimentos realizados na 12 etapa.

5.3.1 Avaliacdo do consumo alimentar materno

O consumo alimentar (g) das ratas foi avaliado diariamente, durante a gestacdo e
lactacéo, e foi obtido pela subtracdo do peso (Marte®, modelo S-4000) da dieta ofertada e o
peso da dieta restante ap0s 24h, de acordo com a seguinte férmula:

Consumo alimentar = Peso da racdo (g) - Peso da racdo do dia anterior (g)
(Lopes-de-Souza et al., 2008)
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5.3.2 Determinac&o do Indice de Massa Corporal (IMC), indice de Lee e Relacdo
abddémen/térax (RAT) da prole

O IMC e o indice de Lee foram avaliados aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias de idade e a
RAT foi avaliado somente aos 150 dias de idade. O peso (g) e a extensdo corporal (cm)
(Figura 8) foram utilizados para determinar os seguintes parametros:

IMC = Peso corporal (g) / Extensdo naso-anal® (cm?) (Novelli et al., 2007)

indice de Lee = Raiz clubica do peso corporal (g) / Extensdo naso-anal (cm)
(Novelli et al., 2007; Bernardis et al., 1968)

A circunferéncia toracica (cm), linha perpendicular ao eixo longitudinal na altura da
décima terceira veértebra toracica, ultimas costela e regido esternal, e a circunferéncia
abdominal (cm), maior circunferéncia entre a borda superior da crista iliaca e a ultima costela
(Figura 6), foram utilizadas para obter a relacdo abdémen/térax através da seguinte formula:

RAT = Circunferéncia abdominal (cm) / Circunferéncia toracica (cm) (Novelli et

al., 2007)

EIXO
LONGITUDINAL

CIRCUNFERENCIA CIRCUNFERENCIA
ABDOMINAL TORACICA

Figura 8. Procedimento de avaliagdo das dimensdes corporais de ratos aos 150 dias de
idade
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5.3.3 Avaliacéo de parametros bioquimicos das méaes e da prole

5.3.3.1 Verificacdo da glicemia e do colesterol sérico das mées e da prole

Apds jejum de 6 horas, os animais sofreram um corte na extremidade da cauda para
coleta do sangue. A glicose e o colesterol séricos (mg.dL™) das fémeas foram avaliados
semanalmente durante o protocolo de treinamento fisico. A primeira coleta foi realizada dois
dias antes do inicio do treinamento fisico, correspondendo ao tempo 0 (t0). A dltima coleta foi
no 20° dia de gestacdo. Nos filhotes, a glicemia e colesterolemia foram avaliadas aos 150 dias
de idade. As concentracdes de glicose sanguinea foram identificadas pelo método enzimatico
colorimétrico da glicose oxidase/peroxidase e a leitura através de glicosimetro (Accu Check
Advantage®, Roche Diagnostics Ltd., Mannheim, Alemanha) (Figura 9).

Figura 9. Procedimento de coleta e verificacdo da

glicemia e colesterol séricos das méaes e de ratos aos 150
dias de idade

5.3.3.2 Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) e Teste de Tolerancia a Insulina
(ITT) da prole

Teste de tolerancia a glicose (GTT)

O teste foi realizado aos 145 dias de idade. Apos jejum de 12 horas, foi feita a
primeira coleta de sangue (tempo 0), através de corte na extremidade da cauda do animal, para
retirada de uma aliquota de 10 pL. Em seguida, foi administrada, por via intraperitonial, uma
solucdo de glicose a 50% (Equiplex Indudstria Farmacéutica Ltda., Aparecida de Goiania, GO,
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Brasil) na dose de 1mg/1g de peso do animal, e outras amostras de sangue foram coletadas
nos tempos 15, 30, 45, 60 e 120 minutos. Foi calculada a area sob a curva de glicose (AG),
obtida pelos valores de glicemia nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos, por meio do método
trapezoidal (Le Floch et al., 1990; Mathews et al., 1990).

Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Aos 147 dias de idade e 48 horas ap6s o GTT, foi realizado o teste. Apds a primeira
coleta de sangue (tempo 0) foi administrada, por via intraperitonial, uma solugédo de insulina
lispro (Humalog®, Eli Lilly do Brasil Ltda., Sio Paulo, SP, Brasil), na dose de 0,75mU/1g de
peso do animal, e outras amostras de sangue foram coletadas nos tempos 15, 30, 45, 60 e 120
minutos. Com os valores de glicemia obtidos nos tempos 0, 30 e 60 minutos foi calculada a
velocidade constante de decaimento da glicemia (Kitt), que expressa a queda da glicemia em
%minuto, utilizando a seguinte formula:

Kitt = 0,693/t2 (Le Floch et al., 1990; Lundbaek, 1962)

5.3.4 Coleta do sangue da prole

Aos 150 dias de idade, ap0s a avaliacdo da glicemia, colesterolemia e das dimenses
corporais, os animais foram anestesiados com ketamina (0,25 mL/100g de pesso corporal) e
xilazina (0,25 mL/100g de pesso corporal) e 5 mL de sangue foram coletados em tubos
contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) através de puncdo cardiaca. Apds a coleta,
as amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas (4.000 rpm, 10 min, 4°C). O

plasma foi armazenado em tubos eppendorf e estocado a — 80°C para posterior analise.
5.3.5 Avaliacéo de parametros metabolicos do sangue da prole

Inicialmente, o plasma foi vortexado, para descongelamento e homogenizacao, e

900uL foram aliquotados para analise da leptina plasmatica.

Leptina

Para determinar a leptina foi utilizado kit para radioimunoensaio (RIE) (Linco
Research Inc., St Charles, MO, USA). Este kit de medidas possui limite minimo de sensibilidade
de 0,5ng.mL™ e amplitude de detecgdo de 0,5 a 50ng.mL™. Todas as medidas foram realizadas em

um unico ensaio e o coeficiente de variacéo intraensaio foi de 2,9%.
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Figura 10. Representagdo esquematica das avaliagdes na 3% etapa do experimento

5.4 Analise estatistica

Inicialmente, foi aplicado o teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov). Quando os
dados revelaram normalidade e homogeneidade de variancias, para comparacao de parametros
das ratas durante o periodo pré-gestacional foi utilizado o t-test Student. Coeficiente de
correlacdo de Pearson foi utilizado para correlacionar ganho de peso na gestacdo com nimero
de filhotes nascidos por mae. Para comparacdo mdltipla foi utilizada ANOVA two-way ou de
medidas repetidas (RM) seguida do teste post-hoc de Bonferroni. Os valores estdo expressos
em média e erro padrdo da média (EPM). O nivel de significancia foi mantido em 5%

(p<0,05) em todos os casos. As andlises dos dados foram realizadas através do programa

estatistico Graphpad Prisma 4® (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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Abstract

A protocol of physical exercise, based on maximal oxygen uptake (VOzmax), for female rats
before and during pregnancy was developed to evaluate the impact of a low-protein diet on
oxygen consumption during gestation and growth rate of the offspring. Virgin female Wistar
rats were divided into four groups as follows: untrained (NT, n = 5); trained (T, n = 5);
untrained with low-protein diet (NT+LP, n = 5); and trained with low-protein diet (T+LP, n =
5). Trained rats were submitted to a protocol of moderate physical training on a treadmill over
a period of 4 weeks (5 days week ' and 60 min day ', at 65% of VOumax. At confirmation of
pregnancy, the intensity and duration of the exercise was reduced. Low-protein groups
received an 8% casein diet, and their peers received a 17% casein diet. The birth weight and
growth rate of the pups up to the 90th day were recorded. Oxygen consumption VO,, CO,
production and respiratory exchange ratio (RER) were determined using an indirect open-
circuit calorimeter. Exercise training increased VO;max by about 20% when compared with

the initial values (45.6 + 1.0 ml kg~' min™'). During gestation, all groups showed a
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progressive reduction in the resting VO, values. Dams in the NT+LP group showed lower
values of resting VO, than those in the NT group. The growth rate of pups from low-protein-
fed mothers was around 50% lower than that of their respective controls. The T group showed
an increase in body weight from the 60th day onwards, while the NT+LP group presented a
reduced body weight from weaning onwards. In conclusion, physical training attenuated the
impact of the low-protein diet on oxygen consumption during gestation and on the growth rate

of the offspring.

Introduction

Fetal growth and development depend primarily on the embryonic genome, the
maternal-placental—fetal unit, fetal hormones and maternal milieu, and adequate nutrient and
oxygen supply to the developing fetus (Harding, 2001). Poor nutrition during early life leads
to low birth weight and consequently changes in long-lasting phenotype. Perinatal
undernutrition influences brain growth spurt, feeding behaviour, ontogeny of reflexes, skeletal
muscle mechanical properties and locomotor activity in adult rats (Barros et al. 2006; Lopes
de Souza et al. 2008; Toscano et al. 2008a,b; Orozco-Solis et al. 2009). Undernutrition also
reduces fetal O, delivery, causing retardation in intrauterine growth and abnormalities of
cardiovascular function in adult offspring (Barker, 1999a).

‘Programming' is the term used to explain that during early ontogeny, the developing
organism passes through a ‘critical window' of sensitivity or plasticity, during which
environmental factors generate long-lasting adjustments to the phenotype (Lucas, 1991). The
environmental factors lead to transcriptional changes in proteins of metabolic and growth
pathways (Burdge et al. 2007). Some of these changes are induced by epigenetic regulation
that can also respond to several environmental stimuli, such as maternal physical activity.

Maternal lifestyle modulates several maternal physiological adaptations to pregnancy
involved in feto-placental growth by enhancing nutrient and oxygen availability to the fetus
(Clapp et al. 2004; Haakstad et al. 2007). However, the effects of maternal exercise on fetal
oxygenation and feto-placental growth are controversial. There are different responses
according to the type of exercise, frequency, physical fitness of the mother, the point of time
in the pregnancy when the exercise is carried out, and the duration and intensity of the
exercise (Clapp et al. 2002; Clapp, 2003). Physical exercise is considered intense when the
percentage of effort is higher than 75% VO,max (Leandro et al. 2007). Intense physical
exercise and high daily physical activity workload during pregnancy have been associated
with low birth weight (Clapp et al. 2002; Rao et al. 2003). Studies in India have demonstrated
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an inverse relationship between intense physical activity and birth weight in rural and urban
women who had high levels of physical activity related to agricultural and domestic duties
(Rao et al. 2003; Dwarkanath et al. 2007). In contrast, low to moderate physical exercise (40—
70% of VO,max) is associated with improved cardiorespiratory fitness, increased metabolic
rate (reduction of body weight) and elevated lean body mass, all of which are recommend for
aged, injured, obese and pregnant humans (Leandro et al. 2007). In women submitted to
physical training, the rate of placental bed blood flow increases at rest, and more glucose and
oxygen delivery to the placental site are observed (Clapp, 2003). An epidemiological study
found that moderate physical exercise during pregnancy is associated with a 100-150 g
increase in the birth weight (Hatch et al. 1993).

Energy expenditure during pregnancy can therefore be an important factor affecting
the relationship between maternal nutrition and the size of the fetus at birth (Clapp et al.
2000). In the present study, a protocol of moderate physical exercise was developed, based on
maximal oxygen consumption (VOazmax) for non-pregnant rats. The intensity of the exercise
was classified as moderate, and the trained females were given exercise routines according to
their physical fitness before pregnancy. At the confirmation of pregnancy, oxygen
consumption was monitored weekly during the programme of physical training in order to
control the low intensity of physical exercise. Our hypothesis is that exercise-induced
physiological changes during gestation could attenuate or modulate the impact of a low-

protein diet on the oxygen consumption during gestation and the growth rate of the offspring.

Methods
The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the Biological
Sciences Center, Federal University of Pernambuco, Brazil and followed the Guidelines for

the Care and Use of Laboratory Animals (Bayne, 1996).

Animals

Virgin female albino Wistar rats (Rattus novergicus) aged 60 days and weighing 180 +
11 g (mean £ s.e.m.) were obtained from the Department of Physiology and Biophysics,
Institute of Biomedical Sciences, University of S&o Paulo, Brazil. Female rats were
maintained at a room temperature of 22 + 1°C with a controlled light—dark cycle (dark 06.00—
18.00 h). Standard laboratory chow (52% carbohydrate, 21% protein, 4% lipids; Nuvilab
CR1-Nuvital®, Curitiba, Parana, Brazil) and water were given ad libitum.
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Animals were randomly divided into two groups: untrained rats (NT, n = 10) and
trained rats (T, n = 10). Trained rats were submitted to a training programme of moderate
running over a period of 4 weeks (5 days week* and 60 min day ) on a treadmill
(Millennium Inbramed, Porto Alegre, Brazil) at a controlled intensity based on their VOzmax.
Untrained rats were handled daily in order to reproduce the handling conditions to which
trained rats were submitted. After the 4 week training period, the rats were mated (2 females
for 1 male). The day on which spermatozoa were present in a vaginal smear was designated as
the day of conception, day O of pregnancy. Pregnant rats were then transferred to individual
cages. Half of the rats from each group received a 17% casein diet and the other half received
an 8% casein isocaloric diet (low-protein group, LP) ad libitum (Table 1). Thus, two more
groups were formed, as follows: untrained (NT, n = 5); trained (T, n = 5); untrained with low-
protein diet (NT+LP, n = 5); and trained with low-protein diet (T+LP, n = 5). The exercise
programme was maintained during gestation, with a progressive reduction of intensity until
day 19 of gestation. The mother's body weight was determined weekly throughout the
experiment. At the time of delivery, the litter size and birth weight of the pups were recorded.
During the suckling period, the offspring were kept in groups of six pups. Offspring of low-
protein-fed mothers remained on an 8% low-protein diet and the control groups received a
17% casein diet (Table 1). After weaning (on the 22th day of age), male offspring only were
divided into four groups according to their mother's manipulations (NT,, n = 17, pups from
NT mothers; Ty, n = 13, pups from T mothers; NT+LPp, n = 17, pups from NT-LP mothers;
and T-LP,, n = 13, pups from T-LP mothers). The offspring were kept in a collective cage
(one cage per litter) and received standard laboratory chow (52% carbohydrate, 21% protein
and 4% lipids; Nuvilab CR1-Nuvital®; Reeves et al. 1993) ad libitum. Body weight and
growth rate were recorded up to the 90th day of life. Rats were killed by decaptation at 150th

day of life.
Table 1. Composition of the diets
Ingredient Amount for 1 kg of diet
Low-protein Control
diet (8% diet
protein) 17%
protein)
Casein 79,3 ¢ 1793 ¢
Vitamin Mix* 10g 109
Mineral Mixture * 35¢g 35¢
Cellulose 509 50¢
Choline Bitartrate 259 259
DL-Methionine 309 309
Soya oil 70 ml 70 ml

Corn Starch 750,2 ¢ 650,2 g
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* \/itamin mixture contained the following (in mg kg™ of diet): retinol, 12; cholecalciferol,
0.125; thiamine, 40; riboflavin, 30; pantothenic acid, 140; pyridoxine, 20; inositol, 300;
cyanocobalamin, 0.1; menadione, 80; nicotinic acid, 200; choline, 2720; folic acid, 10; p-
aminobenzoic acid, 100; and biotin, 0.6.

* Mineral mixture contained the following (in mg kg™ of diet): CaHPO,4, 17200; KCI, 4000;
NaCl, 4000; MgO, 420; MgSO,, 2000; Fe,O,, 120; FeSO4-7H,0, 200; and trace elements,
400 (MnSO4-H,0, 98; CuSO4-5H,0, 20; ZnSO47H,0, 80; CoSO,4-7H,0, 0.16; KI, 0.32; with
sufficient starch to bring to 40 g [per kg of diet]).

Protocol of the maximal effort test

Both trained and untrained animals were submitted to a VO,max test according to the
protocol suggested by Leandro et al. (2007). Briefly, the initial treadmill speed was 0.3 km
h™'. Every 3 min, the speed was increased by 0.3 km h™'. The tests were stopped when the
animals were unable to keep running on the treadmill, and the VO,nax Was then determined.
At every stage of effort, blood was collected from the tail vein and blood lactate was
measured using an Accutrend Lactate testing system (Accutrend, Indianapolis, IN, USA). At a
speed of 1.8 km h™', rats reached the maximal values of effort (VO, = 48.76 + 3.3 ml kg™
min~' and blood lactate = 5.1 + 1.5 mg dI”"; Fig. 1A and B).
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Figure 1. Oxygen consumption and blood lactate concentration during maximal exercise
test. A, oxygen consumption (Vo) during a maximal exercise test on a treadmill based, on the
protocol for rats suggested by Leandro et al.(2007). B, blood lactate concentration during the
test to evaluate Voamax. All rats were submitted to the maximal exercise test (n=20). The
values are presented as mean + S.E.M.

Protocol of physical training

The VOanmax Values of the rats assigned to the T group were used to adjust the 4 week
programme of moderate running training. The training was effective for all animals in the
trained group because of their homogeneity in terms of motor behaviour (Leandro et al.
2007). The speed of the treadmill (for each session of exercise) was adjusted according to the
percentage of VO,ma. This adjustment was possible because oxygen consumption was
measured during the different stages of the training programme. During the weeks of training,
animals of the trained group performed physical exercise in an open-circuit calorimeter
(Oxymax Deluxe System, Columbus Instruments, Columbus, OH, USA). The speed of the
treadmill was modified according to the performance of animals, and their oxygen

consumption reached 65% VO;,max (Table 2).
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The first week was dedicated to the adaptation of the animals. During this week, the
speed was very low and the duration of the exercise session was for 20 min per day (Table 2).
In the second and subsequent weeks, the protocol was divided into four progressive stages:
(1) warm-up (5 min); (2) intermediary (10 min); (3) training (30 min); and (4) cool-down
period (5 min). The treadmill speed in the warm-up and cool-down periods was around 0.4
km h™" (corresponding to around 40% of VVO,max). In the intermediary period, the animals ran
two sets of 10 min, except in the second week when they ran one set only. Relative to the
training period, in the second week the speed of the treadmill corresponded to 65% of VO;max
(Table 2).

During pregnancy, rats ran at a progressively reducing intensity of effort. The maximal
effort test was not performed in pregnant rats. The adjustment of the speed of the treadmill
was based on the last values of the VO,max test (in the fourth week). Pregnant rats ran at 40%
VOmax until the 19th day of gestation (Table 3). There was no physical training during the
lactation period.

Table 2. Treadmill training programme according to speed, inclination, and duration of

each session, for the 4 week period of training.

Duration .
. Percentage of Total duration
(\;Iv_é?é ) (E&eﬁq) VOymax (Means + 2223:? of each _session
S.E.M) (min) (min)

0.3 36.1+2.7 5

Initial 0.4 38.7+29 5 20
(adaptation) 0.5 37.8+1.9 5
0.3 35.7+3.1 5
0.4 425+1.7 5
0.5 478+3.1 10

2nd week 0.6 57.3+5.0 30 50
0.4 544+24 5
0.4 324420 5
0.5 41.8+3.0 10

3rd week 0.6 51.1+2.8 10 60
0.8 64.0+3.3 30
0.4 57.2+34 5
0.5 268+ 1.7 5
0.6 43.4+3.9 10

4th week 0.8 49.1+5.1 10 60
0.9 65.3 +4.7 30
0.5 57.8+3.9 5
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Table 3. Training programme of running according to speed, inclination, and duration

of each session for the 3 weeks of training during gestation.

. Percentage of Duration of Total duration
(v-\ll—(le:enlfs) (lfr?’]eﬁ('jl) VOsmax (mgans + | each stages of each _session
S.E.M) (min) (min)
0.4 529+34 5
0.5 57.8+4.4 10
1st week 0.6 63.1+1.4 10 50
0.8 66.4+ 4.9 20
0.4 62.0+ 2.6 5
0.4 42.0+1.3 5
0.5 47.8+5.1 10
2nd week 0.6 435+57 10 30
0.4 421+32 5
0.3 36.7+1.8 5
0.4 32.2+29 5
3rd week 05 328+ 17 5 20
0.3 29.9+2.6 5

Resting VO, and respiratory exchange ratio (RER) measurements

The VO, and RER were measured using an indirect, open-circuit calorimeter. This
system monitors oxygen concentration by volume at the inlet and outlet ports of a chamber
through which a known flow of air is being forcibly ventilated. Air was drawn from the front
end at a constant rate (2.5 | min™') and passed through a silica column to absorb water. The
system was constructed with stable gas sensors optimized for sensing concentrations near
ambient conditions. The measurement was accurately made from values that differed by as
little as 0.1% from inlet to outlet. The flow rates were adjusted according to the weight of the
animal to ensure that the changes in the composition of the expired gases were more than
0.05%. The flowmeter was controlled and calibrated with gases of known concentrations
(CO, offset = 0.001; CO, gain = 0.65%; and O, = 21.2%).

Measurements were performed at approximately 10.00 h after 3 h of fasting. After a
10 min stabilization period of the gases in the interior of the chamber, O, and CO,
consumptions and RER were determined every 1 min during a 15 min period. Controlling
software (7400 Oxymax Single Chamber, Columbus Instruments, Columbus, OH, USA)
provided specific calorimetric measurement and recording of VO, and RER values minute by
minute. The VO, and RER of rats from all groups were recorded every week before mating.

During pregnancy, VO, and RER were recorded on the 2nd, 10th and 19th days.
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Offspring body mass and growth rate
Body weight of the pups was recorded daily throughout the experiment. Body weight
gain was calculated as follows:

Growth rate was calculated by the gain of grams per day (g day '; Bayol et al. 2004).

Statistical analysis

Results are presented as means + s.e.m. Student's unpaired t test was used to compare
groups (trained and untrained). One-way ANOVA was used to examine intergroup
differences. Post hoc differences among the means from experimental groups were
determined by Tukey's test. Pearson's correlation coefficient was used to correlate body
weight and VO,max. For measurements of body weight and growth rate, two-way repeated
measures ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test were used. Significance was set at
P < 0.05.

Results

The protocol of the maximal effort test was repeated every week (once a week, on a
non-training day) in order to adjust the exercise intensity in the zone of training at around 50—
65% of the VO,nmax (Table 2). From the third week on, trained animals consistently increased
the rate of maximal oxygen consumption with respect to the speed for each week (first week,
45.6 + 2.7 ml kg”' min~'; second week, 47.9 + 3.9; third week, 50.8 + 3.0; and fourth week,
54.7 + 3.9; P < 0.05). This observation was also compared with untrained rats, which
progressively diminished their VO,max level over the third week. Untrained rats decreased
their maximal oxygen consumption levels over the weeks compared with their initial values
(first week, 44.9 + 2.7 ml kg™' min"; second week, 43.5 + 2.6; third week, 41.6 + 3.8; and
fourth week, 41.1 + 2.4; P <0.05) .

In the fourth week, trained rats presented a lower body mass gain within that time
compared with untrained rats (T, 13 £ 3.9% and NT, 17% + 3.8; P < 0.05). Both groups
showed a significant negative correlation (r* = —0.65, P < 0.001) between gain of body mass
and the VO,max in each maximal test over 4 weeks.

Resting VO, and RER differed only in the fourth week (Table 4).
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Table 4. Resting oxygen consumption and respiratory exchange ratio (RER) of

untrained (NT, n=10) and trained rats (T, n=10) rats.

. Vo, RER
Time (weeks) Group (mL kg™ min) (VeodVoo)
1st week NT 23.3+19 0.854 +0.09
T 229+1.1 0.798 £ 0.1
ond week NT 25.0+2.0 0.881 +0.06
T 23.0+1.7 0.825 + 0.06
3rd week NT 228+13 0.862 = 0.09
T 239+21 0.870£0.1
NT 221+1.1 0.823 £ 0.07
Ath week T 254 + 1.0 0.779 + 0.1*

Values are presented as mean + S.E.M. *P < 0.05 when compared with untrained as indicated
by two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test. Abreviations: Vo,, 0xygen uptake; and

Vo2, Carbon dioxide output.

After confirmation of pregnancy, groups were subdivided according to their dietary

intake. Trained rats (T) and trained + low-protein diet (T+LP) groups kept running at a lower

intensity of effort (Table 3). Gain of body mass was lower in the last third of gestation in the
groups submitted to a low-protein diet (NT, 36.9 £ 6.1; T, 38.2 £ 5.5; NT+LP, 30.1 £ 5.1; and
T+LP, 31.5 + 6.1; P < 0.05; Fig. 2. Data were adjusted for the number of pups born to each
dam [NT, 10.5 (10-13); T, 9.5 (9-14); NT+LP, 10.0 (8-11); and T+LP, 10.0 (8-10); values

expressed as median (minimum and maximum)], and the correlation coefficient between

number of pups and body weight gain of the mother was not significant (r? = 0.31).
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Figure 2. Body weight gain during gestation by untrained (NT, n =5), trained (T, n =5),

untrained+lowprotein NT+LP, n = 5) and traine+low-protein rats (T+LP, n

5).

Analysis was performed in each third of gestation, relative to the body mass on the first day of
pregnancy. The values are presented as mean £ S.E.M. *P < 0.05 compared with NT group

using two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.
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During gestation, rats were submitted to measurement of oxygen consumption at rest.
All groups showed a progressive reduction in the values of resting VO,. However, in T dams,
this reduction was less pronounced than in NT dams (P < 0.05; Fig. 3]. The NT+LP dams
showed lower values of resting VO, than those of the NT group, while T+LP dams showed no
difference from those of the NT group (Fig. 2). The values of RER did not change when
groups were compared with the NTgroup (NT, 0.870 + 0.03; T, 0.883 + 0.08; NT+LP, 0.821
+0.06; and T+LP, 0.840 + 0.09; P > 0.05).

26.0-
23.5- - T
¥ LP
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r

16.04

ond 12th 19th
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Figure 3. Resting oxygen consumption by untrained (n = 5), trained (n = 5),
untrained+low protein (n = 5), and trained + low protein rats (n = 5) during gestation.
The values are presented as mean + S.E.M. * P < 0.05 when compared with untrained as
indicated by two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.

At weaning, the growth rate of pups from the trained group was higher than that of
pups in the untrained group (Table 5). The growth rate of LP, and T+LP, groups was around
50% lower than that of their respective control groups. At 22-30 days of age, the NT, and T,
groups increased their growth rate by 110% compared with the lactation period. The highest
growth rate was observed between the 31st and 60th day of life (4.0-6.0 g day"). In this
period, T+LP, did not show a difference when compared with NT,. There was no difference
in the growth rate among groups at the period between the 61st and 90th days. Birth weight
and the body weight at weaning were not different among groups, except for NT+LP,, which
showed a lower body weight when compared with control animals (Fig. 4). Body weight of
NT+LP, was lower from the weaning on when compared with the NT, group, while T+LP,
rats showed a difference from the 30th day onwards. From the 60th day onwards, the T, group

showed higher body weight when compared with the NT, group.
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Table 5. Growth rate of the offsprings

Growth rate NT, Tp NT+LP, T+LP,

(g day™)

1-21 days 13 0.09 1.8* 01 0.6  0.07 0.8*  0.07
22-30 days 4.1 0.1 3.83 01 28* 01 3.3* 0.1
31-60 days 6.1 0.2 6.6 0.2 53* 01 5.9 0.1
61-90 days 2.6 0.1 2.9 0.1 2.6 0.1 2.5 0.1

During gestation, the dams were in untrained (n = 17), trained (n = 13), untrained+low protein
(n = 17), and trained + low protein (n = 13). The values are presented as mean = S.E.M.* P <
0.05 when compared with untrained as indicated by two-way ANOVA and Bonferroni’s post
hoc test.
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Figure 4. Body weight of offspring during growth. Rats are the offspring of untrained dams
(NT, offspring, n = 17), offspring of trained dams (T, offspring, n = 13), untrained+low
protein dams (NT+LP, offspring, n = 17), and trained + low protein (T+LP, offspring, n = 13).
The values are presented as mean + S.E.M. *P < 0.05 compared with NT, group using two-
way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.

Discussion

The interactions amongst maternal exercise, fetal oxygenation and feto-placental
growth are complex because the effects of exercise on the maternal physiological parameters
vary with the type, frequency, duration and intensity of the exercise. In the present study, we
used an animal model to investigate the values of VO,nax in response to a protocol of physical
training during gestation in order to control some confounding variables. The resulting
adaptations can therefore be more confidently attributed to the exercise programme itself,
allowing us to extrapolate for humans as we consider the type, duration and intensity of the

exercise.
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Our data showed that trained animals increased their rate of oxygen consumption after
the fourth week of training, showing a positive effect on the cardiorespiratory fitness. In
females, physical training for 4 weeks (2 h day™', 5 days week ', with exercise level
adjustments according to VO,max every week) resulted in an increase in VO,max (Wisloff et al.
2001). In the present study, the intensity of the load required to induce improved performance
was adjusted throughout the protocol of training, and it was also useful to reduce the intensity
of training during pregnancy. Previous studies have shown that regular moderate-intensity
exercise in early pregnancy enhances feto-placental growth rate and birth size of the offspring
(Clapp et al. 2000). During gestation, half of the animals of each group were submitted to a
low-protein diet. All groups showed a progressive reduction in the values of resting VO,
during gestation. In fact, VO, has an inverse relationship with gain of body weight (Leandro
et al. 2007). However, in dams previously submitted to a protocol of physical training, this
reduction was less pronounced when compared with untrained dams. Physical exercise during
pregnancy induces an increase in placental volume by enhancing the terminal villi, the finger-
like structures formed in the placenta whose function is to fill with maternal blood and pass
nutrients and oxygen on to the fetus (Thomas et al. 2008). In addition, since physical training
can induce an increase in maternal lean body mass, the dietary low-protein-induced
catabolism can be attenuated by a mechanism that includes an increase in availability of
protein (Clapp, 2003). Thus, physical exercise can modulate the effect of a low-protein diet on
the resting consumption of oxygen.

Beginning a moderate-intensity exercise routine early in the course of pregnancy,
during the hyperplastic phase of placental growth, may be an important mechanism for
improving placental functional capacity, which in turn increases nutrient and oxygen delivery
and overall growth rate of the fetus later in gestation (Clapp et al. 2000). Our results showed
that pups from trained mothers showed a higher growth at weaning than their peers and a high
body weight as they grew. In a previous study, there were no differences found in body
composition of pups from running trained dams (before mating, 5 days week ', for 2.0 h day ™’
at 31 m min~' up an 8 deg incline for 8 weeks; and during gestation, 27 m min™' up a 5 deg
incline, 1 h day'; Treadway et al. 1986). The differences in the exercise protocols could
justify the results. Higher intensity exercise over a long duration during gestation can induce
negative outcomes for pups. In the present study, we maintained the intensity of exercise
around 50-70% of VO,nax Of the mothers. The physiological mechanism can be associated

with an increase of uterine blood flow that occurs during moderate-intensity exercise, as well
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as with the expanded blood volume found in regularly exercising pregnant women (Saintonge
& Rosso, 1981; Clapp et al. 2000; Clapp, 2003).

Nutrient deficiency and oxygen supply during fetal growth and development are
associated with long-lasting repercussions in adult life, which are the most studied
programming factors acting on the critical periods of development (Barker, 1999b). Various
animal models of maternal protein restriction were developed to validate the nutritional
programming concept (Ozanne et al. 2003; Lopes de Souza et al. 2008; Passos et al. 2008).
Fetal growth in late gestation is normally limited by maternal size and the capacity to provide
nutrients for the fetus, a phenomenon known as constraint (Harding, 2001). In the present
study, the NT+LP, offspring showed a reduced body weight from weaning onwards. Previous
studies have demonstrated that maternal protein restriction (8% protein-restricted diet) causes
changes in milk composition and volume of the lactating rats and can be related to the future
body weight of their offspring (Passos et al., 2008). Neonatal maternal protein restriction is
associated with lower stores of maternal nutrients and, subsequently, less transfer of nutrients
to the offspring, which is related to reduced postnatal growth (Passos et al. 2008). It has been
recently suggested that malnutrition during lactation may program growth hormone mRNA
expression patterns in adulthood and that these changes could be responsible for differences in
growth patterns (de Moura et al. 2007). Moderate exercise during gestation may have
beneficial effects on postnatal growth rate in the offspring from undernourished mothers. The
underlying mechanisms of these effects are supposed to be related to metabolic changes,
redistribution of blood flow and changes in the production of fetal and placental hormones
which control growth (de Moura et al. 2007).

In summary, a protocol of physical training was developed for rats during gestation,
based on maximal oxygen consumption. During gestation, resting oxygen consumption was
measured in order to evaluate the effects of physical training in rats submitted to a low-protein
diet. Physical training attenuated the negative impact of the low-protein diet on the oxygen
consumption during gestation and on the growth rate of offspring.

References
Barker DJ (1999a). Early growth and cardiovascular disease. Arch Dis Child 80, 305-307.

Barker DJ (1999b). Fetal origins of cardiovascular disease. Ann Med 31(Suppl 1), 3-6.
Barros KM, Manhdes-De-Castro R, Lopes-De-Souza S, Matos RJ, Deird TC, Cabral-Filho JE

& Canon F (2006). A regional model (Northeastern Brazil) of induced mal-nutrition delays
ontogeny of reflexes and locomotor activity in rats. Nutr Neurosci 9, 99-104.


http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-24
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-24
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-24
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-8
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-7
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-2
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-20
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-17
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-21
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-14
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-21
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-21
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-11
http://ep.physoc.org/content/94/8/906.full#ref-11

79

Bayne K (1996). Revised guide for the care and use of laboratory animals available.
American Physiological Society. Physiologist 39, 199, 208-111.

Bayol S, Jones D, Goldspink G & Stickland NC (2004). The influence of undernutrition
during gestation on skeletal muscle cellularity and on the expression of genes that control
muscle growth. Br J Nutr 91, 331-339.

Burdge GC, Hanson MA, Slater-Jefferies JL & Lillycrop KA (2007). Epigenetic regulation of
transcription: a mechanism for inducing variations in phenotype (fetal programming) by
differences in nutrition during early life? Br J Nutr 97, 1036-1046.

Clapp JF 3rd (2003). The effects of maternal exercise on fetal oxygenation and feto-placental
growth. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 110(Suppl 1), S80-S85.

Clapp JF 3rd, Kim H, Burciu B & Lopez B (2000). Beginning regular exercise in early
pregnancy: effect on fetoplacental growth. Am J Obstet Gynecol 183, 1484-1488.

Clapp JF 3rd, Kim H, Burciu B, Schmidt S, Petry K & Lopez B (2002). Continuing regular
exercise during pregnancy: effect of exercise volume on fetoplacental growth. Am J Obstet
Gynecol 186, 142-147.

Clapp JF 3rd, Schmidt S, Paranjape A & Lopez B (2004). Maternal insulin-like growth factor-
I levels (IGF-I) reflect placental mass and neonatal fat mass. Am J Obstet Gynecol 190, 730-
736.

de Moura EG, Lisboa PC, Custodio CM, Nunes MT, de Picoli Souza K & Passos MC (2007).
Malnutrition during lactation changes growth hormone mRNA expression in offspring at
weaning and in adulthood. J Nutr Biochem 18, 134-139.

Dwarkanath P, Muthayya S, Vaz M, Thomas T, Mhaskar A, Mhaskar R, Thomas A, Bhat S &
Kurpad A (2007). The relationship between maternal physical activity during pregnancy and
birth weight. Asia Pac J Clin Nutr 16, 704-710.

Haakstad LA, Voldner N, Henriksen T & Bo K (2007). Physical activity level and weight
gain in a cohort of pregnant Norwegian women. Acta Obstet Gynecol Scand 86, 559-564.

Harding JE (2001). The nutritional basis of the fetal origins of adult disease. Int J Epidemiol
30, 15-23.

Hatch MC, Shu XO, McLean DE, Levin B, Begg M, Reuss L & Susser M (1993). Maternal
exercise during pregnancy, physical fitness, and fetal growth. Am J Epidemiol 137, 1105-
1114.

Leandro CG, Levada AC, Hirabara SM, Manhaes-de-Castro R, De-Castro CB, Curi R &
Pithon-Curi TC (2007). A program of moderate physical training for Wistar rats based on
maximal oxygen consumption. J Strength Cond Res 21, 751-756.



80

Lopes de Souza S, Orozco-Solis R, Grit I, Manhaes de Castro R & Bolafios-Jiménez F (2008).
Perinatal protein restriction reduces the inhibitory action of serotonin on food intake. Eur J
Neurosci 27, 1400-1408.

Lucas A (1991). Programming by early nutrition in man. Ciba Found Symp 156, 38-50;
discussion 50-35.

Orozco-Solis R, Lopes de Souza S, Barbosa Matos RJ, Grit I, Le Bloch J, Nguyen P, Manhaes
de Castro R & Bolafios-Jiménez F (2009). Perinatal undernutrition-induced obesity is
independent of the developmental programming of feeding. Physiol Behav 96, 481-492.

Ozanne SE, Olsen GS, Hansen LL, Tingey KJ, Nave BT, Wang CL, Hartil K, Petry CJ,
Buckley AJ & Mosthaf-Seedorf L (2003). Early growth restriction leads to down regulation of
protein kinase C zeta and insulin resistance in skeletal muscle. J Endocrinol 177, 235-241.

Passos MC, Toste FP, Dutra SC, Trotta PA, Lisboa PC & de Moura EG (2008). Role of
neonatal hyperleptinaemia on serum adiponectin and suppressor of cytokine signalling-3
expression in young rats. Br J Nutr 101, 250-256.

Rao S, Kanade A, Margetts BM, Yajnik CS, Lubree H, Rege S, Desai B, Jackson A & Fall
CH (2003). Maternal activity in relation to birth size in rural India. The Pune Maternal
Nutrition Study. Eur J Clin Nutr 57, 531-542.

Reeves PG, Nielsen FH & Fahey GC Jr (1993). AIN-93 purified diets for laboratory rodents:
final report of the American Institute of Nutrition ad hoc writing committee on the
reformulation of the AIN-76A rodent diet. J Nutr 123, 1939-1951.

Saintonge J & Rosso P (1981). Placental blood flow and transfer of nutrient analogs in large,
average, and small guinea pig littermates. Pediatr Res 15, 152-156.

Thomas DM, Clapp JF & Shernce S (2008). A foetal energy balance equation based on
maternal exercise and diet. J R Soc Interface 5, 449-455.

Toscano AE, Amorim MA, de Carvalho Filho EV, Aragdo Rda S, Cabral-Filho JE, de Moraes
SR & Manhaes-de-Castro R (2008a). Do malnutrition and fluoxetine neonatal treatment
program alterations in heart morphology? Life Sci 82, 1131-1136.

Toscano AE, Manhdes-de-Castro R & Canon F (2008b). Effect of a low-protein diet during
pregnancy on skeletal muscle mechanical properties of offspring rats. Nutrition 24, 270-278.

Treadway J, Dover EV, Morse W, Newcomer L & Craig BW (1986). Influence of exercise
training on maternal and fetal morphological characteristics in the rat. J Appl Physiol 60,
1700-1703.

Wisloff U, Helgerud J, Kemi OJ & Ellingsen O (2001). Intensity-controlled treadmill running
in rats: VO,., and cardiac hypertrophy. Am J Physiol Heart Circ Physiol 280, H1301-H1310.

Acknowledgements



81

The authors are indebted for the technical assistance of E. P. Portiolli, G. de Souza and J. R.
Mendonca. We also thank Dr Mary Zietlow for reviewing the English and providing technical
support. This research was supported by FAPESP, CNPq and CAPES.

© 2009 The Authors. Journal compilation © 2009 The Physiological Society



82

Titulo: Efeito do treinamento fisico e da desnutricdo durante a gestacdo sobre 0s eixos
cranianos de ratos neonatos
Title: Effects of physical training and malnutrition during pregnancy on the skull axis of the

newborn rats

Autores:

Marco Fidalgo®, Erika Michelle Correia de Macédo!, Renata Dantas', Patricia Foerster?,
Caroline Neves', Raul Manhaes-de-Castro®, Carol Géis Leandro®

! Departamento de Nutrigdo, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil

2Nucleo de Nutricdo, CAV, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil

Endereco para correspondéncia:
Marco Fidalgo

Av. Prof Moraes Rego, 1235

Cidade Universitaria

50670-901 - Recife, PE — Brasil
Telefone: (81) 21268463

Fax: (81) 21268473

E-mail: marcofidalgol@hotmail.com

Resumo

Nos periodos criticos de desenvolvimento do organismo, estimulos ambientais como o
exercicio fisico e a dieta podem influenciar o fluxo placentéario e o crescimento somético fetal.
O objetivo do presente estudo foi avaliar as repercussdes do treinamento fisico e da
desnutricdo durante a gestacdo sobre os eixos cranianos de ratos neonatos. Ratos machos
Wistar foram divididos de acordo com a manipulagdo de suas mées: ndo-treinados nutridos
(NT-Ns, n=25), treinados nutridos (T-Ns, n=25), ndo-treinados e desnutridos (NT-Ds, n=25),
treinados e desnutridos (T-Dys, n=25). Maes treinadas (T-N e T-D) foram submetidas a 8
semanas de treinamento fisico moderado antes e durante a gestacdo (60min/dia, 5 dias/sem a
65% do VOymax). Mées desnutridas (NT-D e T-D) receberam dieta hipoprotéica durante a
gestacdo (8% caseina) enquanto as nutridas (NT-N e T-N) receberam dieta normoprotéica
(17% caseina). No 1° dia pds-natal foi verificado nimero de filhotes nascidos por ninhada,
peso da ninhada e, peso ao nascer, eixo latero-lateral do cranio (ELLC) e antero-posterior do

cranio (EAPC), eixo longitudinal do corpo (EL) e comprimento da cauda (CC) de cada
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neonato. No 3° dia pds-parto, os encéfalos foram extraidos e pesados. Durante a gestacéo, as
fémeas dos grupos T-N e NT-D apresentaram menor ganho de peso em comparagdo ao grupo
NT-N na 3% semana (NT-N=34,4+1,3; T-N=30,7+0,60; NT-D=25,8+0,78; T-D=29,9+0,83).
Os grupos desnutridos apresentaram menor peso ao nascer em relacdo aos seus respectivos
controles (NT-N=6,3+0,1; T-N=6,3£0,1; NT-D¢=4,7+0,07; T-Ds=5,0£0,06). O grupo NT-Ds
apresentou as medidas do ELLC (NT-Ns=9,8+0,06; T-N{=9,8+0,05; NT-D=9,2+0,04; T-
Ds=9,6+0,13) e EAPC (NT-N{=18,1+0,1; T-N=18,2+0,1; NT-Ds=17,5+0,1; T-D=18,0+0,2)
menores comparadas aos filhotes controles. Com base nos resultados, pode-se concluir que a
desnutricdo no periodo fetal alterou o desenvolvimento somético enquanto o treinamento
fisico influenciou positivamente os eixos do cranio dos conceptos.

Palavras-chave: Craniometria, esforco fisico, desnutricao proteica, desenvovimento fetal

Abstract

In critical periods of development of the organism, environmental stimuli such as physical
exercise and diet may influence placental flow and fetal somatic growth. The aim of this study
was to evaluate the effects of physical training and malnutrition during pregnancy on the skull
axis of newborn rats. Male Wistar rats were divided according to manipulation of their
mothers: non-trained (NT-N¢, n = 25), trained (T-N, n = 25), non-trained with low-protein diet
(NT-Dy, n = 25), trained with low-protein diet (T-Ds, n = 25). Mothers trained (T-N and T-D)
were subjected to 8 weeks of moderate physical training before and during pregnancy
(60min/day, 5 days/wk to 65% of VO,max). Malnourished mothers (NT-D and T-D) received a
low protein diet during pregnancy (8% casein) while their control pairs (NT-N and T-N) were
fed with normal diet (17% casein). In the 1% postnatal day, it was verified the number of pups
born per litter, litter weight and, birth weight, latero-lateral axis of skull (LLAS) and antero-
posterior axis of skull (APAS), longitudinal axis of the body (LA) and length of tail (LT) of
each neonate. On the 3" day after delivery, the brains were extracted and weighed. During
pregnancy, rats from T-N and NT-D groups showed lower weight gain compared with group
NT-N at 3 week (NT-N =34.4+1.3, T-N=30.7+0.60, NT-D=25.8+0.78, T-D=29.9+0.83).
The group submitted to a low-protein diet had lower birth weight in relation to their respective
controls (NT-N¢=6.3£0.1, T-Nt=6.3+0.1, NT-D=4.7+0.07; T-D;=5.0+0.06). The group NT-Ds
presented measures of LLAS (NT-N; =9.8+0.06, T-Ns=9.8+0.05, NT-D¢ =9.2+0.04; T-
Df=9.6£0.13) and EAPC (NT-N¢=18.1+0.1, T-N#=18.2+0.1, NT-Ds=17.5+0.1, T-D;+=18.0£0.2)
lower compared to controls. In conclusion, malnutrition during the fetal period changed the
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somatic development of neonates while physical training affected positively the skull axis of
the concepts.

Key-words: Craniometry, physical exertion, protein malnutrition, fetal development

Introducéo

Durante a vida fetal, neonatal e infancia, tecidos e 6rgaos apresentam periodos criticos
para sua maturacdo e desenvolvimento™. Nestes periodos, estimulos ambientais, como
estresse, alcool, fumo, farmacos, hipdxia, nutricdo e atividade fisica influenciam na
estruturagdo dos sistemas fisioldgicos®®. Destes estimulos, a nutricdo e o estilo de vida da
mde sdo determinantes para o desenvolvimento de padrGes metabdlicos e crescimento
somético do feto®.

Vaérios estudos tém verificado uma relacdo entre a nutricdo no periodo fetal e neonatal
e o crescimento e desenvolvimento organico®®. Em ratos, uma dieta deficiente (8% de
proteina) resultou em alteragdo no desenvolvimento e tamanho do cérebro, no nimero de
neurdnios, aprendizagem e memdria, na ontogénese de reflexos e no padrdo de atividade

locomotora®®19,

O aporte inadequado de nutrientes e oxigénio pode ser o principal
mecanismo que acarreta prejuizos ao crescimento feto-placentario®.

Por outro lado, o exercicio fisico durante a gestacdo, pode ter repercussdes positivas
no desenvolvimento fetal™. Contudo, o beneficio do exercicio fisico vai depender do
momento da gestacdo e da magnitude do esforco (intensidade, duracdo e frequéncia das
sessbes de exercicio)**?®. Em humanos, estudos apontam que exercicios fisicos de
intensidade moderada iniciados nos primeiros estagios da gestacdo podem aumentar o fluxo
sanguineo placentario com repercussdes positivas sobre o crescimento intrauterino®*. Por
outro lado, os exercicios fisicos intensos e altas rotinas diérias de atividade fisica durante a
gestacdo estdo associados com baixo peso ao nascer “>*5®) Em animais, ratas exercitadas em
esteira ergométrica (20m/min, duracdo de 20 a 70 minutos/dia, 5dias/semana, a 10° de
inclinacdo) apresentaram menores niveis de insulina plasmética e o peso fetal e da ninhada
ndo foram afetados*”. No sistema nervoso, Parnpiansil et al. (2003)"*® verificaram que em
filhotes de ratas submetidas a um protocolo de treinamento em esteira (20m/min, 30min/dia, 5
dias/semana, com aproximadamente 70% do VO;max) durante a gestagdo, houve aumento na
expressao de mRNA de fatores neurotréficos derivados do cérebro (BDNF) no hipocampo
cerebral e maior habilidade na aprendizagem motora espacial. Ainda, Amorim et al (2009)™®
constataram que o treinamento fisico moderado (1h/dia, 5 dias/semana, durante 7 semanas,

com aproximadamente 65% VOnax) N@o alterou o consumo de oxigénio de repouso de ratas
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treinadas e desnutridas em relagdo aos animais controles e repercutiu positivamente na taxa de
crescimento de sua prole até os 90 dias.

Uma vez que a desnutricdo fetal esta associada a um deéficit no desenvolvimento fetal e
que o treinamento fisico de intensidade moderada pode atenuar estas alteracdes, o presente
estudo tem como objetivo investigar a influéncia do treinamento fisico e da desnutrigdo
gestacional sobre os eixos corporais, comprimento da cauda e o peso do encéfalo de ratos

neonatos.

Material e Métodos

Foram utilizadas 20 ratas albinas Wistar primiparas (peso corporal = 200 + 150)
provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram mantidos em biotério com temperatura de 23 + 2°C, e ciclo
claro/escuro (claro das 21:00 as 09:00 h, escuro das 9:00 as 21:00 h). Até o periodo do
acasalamento, as ratas receberam dieta padrdo de biotério (52% carboidrato, 21% proteina e
4% lipidios - Rag&o Labina®, Agribrands-Purina Ltda, Paulinia, SP, Brasil) e 4gua ad libitum.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco e seguiu as normas sugeridas
pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) - n° 23076.000312/2006-39.

As ratas foram inicialmente divididas em dois grupos: ndo-treinado (NT, n=10) e
treinado (T, n=10). O grupo T foi submetido a um protocolo de treinamento fisico moderado
(60 minutos/dia, 5 dias/semana, durante 8 semanas, com intensidade de aproximadamente
65% do VOsmax) €m esteira ergométrica adaptada para ratos (Esteira Motorizada EP-131%,
Insight Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Apds cinco semanas de treino, as ratas foram acasaladas com machos da mesma
linhagem (2 ratas para cada 1 rato). Foi considerado como provavel dia da concepcdo a
visualizacdo de espermatozoides em lamina, em microscopio de luz, apés coleta do esfregaco
vaginal®®. Assim, metade dos animais de cada grupo recebeu dieta normoprotéica (caseina a
17%) e a outra metade recebeu dieta hipoprotéica (caseina a 8%), sendo formados mais dois
grupos experimentais: ndo-treinado nutrido (NT-N, n=5), treinado nutrido (T-N, n=5) e néo-
treinado desnutrido (NT-D, n=5), treinado desnutrido (T-D, n=5). Os grupos T mantiveram o
programa de treinamento, com duracdo e intensidade progressivamente reduzida (12
sem=50min/dia, 2% semana=30 min/dia, 3% semana=20min/dia; 5 dias/semana, durante 8
semanas, com intensidade de aproximadamente 40% do VO,max) até o 19° dia de gestacéo.

Apdbs o nascimento, ninhadas com seis filhotes machos foram divididos em quatro grupos de
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acordo com a manipulacdo de suas maes (NT-Ng, n=25, provenientes de médes NT-N; T-Nj,
n=25, provenientes de maes T-N; NT-Ds, n=25, provenientes de mdes NT-D; e T-Dy, n=25,
provenientes de maes T-D). Na lactacdo, todas as ratas receberam dieta a base de caseina a

17% até o 3° dia pos-parto.

Avaliacéo do peso corporal

As ratas foram pesadas semanalmente em balanca eletrénica (Marte®, modelo S-4000,
com sensibilidade de 0,1g, Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo Ltda., Santa Rita do
Sapucai, MG, Brasil), no periodo pré-gestacional, e diariamente, na gestacdo. O percentual de
ganho de peso corporal das mées foi calculado tendo como base o0 peso do 1° dia de avaliagéo,
segundo a formula:

% ganho de peso = [Peso do dia (g) x 100 / Peso do 1° dia (g)] — 100

No nascimento, foi verificado o nimero de filhotes nascidos por ninhada, peso da

ninhada (g) e peso corporal (g) de cada neonato.

Avaliacdo murinométrica e extracao dos encéfalos

No 1° dia pos-natal foram determinadas as seguintes medidas (em milimetros - mm)
dos filhotes de acordo com as técnicas murinométricas sugeridas por Barros et al (2006)© e
Silva et al (2005)®: a) eixo latero-lateral do cranio (ELLC), linha perpendicular ao eixo
longitudinal do créanio a qual divide ao meio os pavilhdes auriculares; b) eixo antero-posterior
do cranio (EAPC), linha média da extremidade do focinho a regido externa da crista occipital;
c) eixo longitudinal do corpo (EL), disténcia entre a extremidade do focinho a extremidade
posterior do corpo; d) comprimento da cauda (CC), distancia entre a extremidade posterior do
corpo a extremidade da cauda. As medidas foram realizadas com um paquimetro com
acurécia de 0,01mm (Starret®, Itu, SP, Brasil).

No 3° dia apds o nascimento os neonatos foram sacrificados por decapitacdo e 0s
encéfalos foram extraidos, lavados em solucdo de NaCl a 0,9% e pesados em balanca
eletronica (Marte®, modelo AL 500, com sensibilidade de 0,001g, Marte Balangas e

Aparelhos de Precisdo Ltda., Santa Rita do Sapucai, MG, Brasil).

Andlise estatistica
Para comparagdo de parametros das ratas durante o treinamento foi utilizado o t-test
Student. Coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para correlacionar ganho de peso

na gestacdo com numero de filhotes nascidos por mae. Para comparagdo entre 0S grupos



87

experimentais formados foi utilizada ANOVA two-way, de medidas repetidas, seguida do
teste post-hoc de Bonferroni para comparacdo maltipla. Os valores estdo expressos em média
e erro padrdao da média. O nivel de significancia foi mantido em 5% (p<0,05) em todos os
casos. As andlises dos dados foram realizadas através do programa estatistico Graphpad

Prisma® (versio 4.0).

Resultados

Ap0s as 5 semanas que precederam a concepcdo, o ganho de peso corporal de ambos
os grupos foi semelhante (NT=10,2% e T=8,6%, p>0,05). Durante a gestacao, as fémeas dos
grupos T-N e NT-D apresentaram menor ganho de peso em comparacdo ao grupo NT-N na
terceira semana [Figura 1]. Dados foram ajustados para o numero de filhotes nascidos de cada
mée [NT-N, 12 (9-13); T-N, 10 (8-14); NT-D, 11 (7-12); e T-D, 12 (7-12); os valores estao
expressos como mediana (minimo e maximo)], e o coeficiente de correlacdo entre 0 nimero
de filhotes nascidos e o ganho de peso corporal das maes ndo foi significante (r?=0,16;
p=0,485).

[Figura 1 — pagina 76]

Os filhotes provindos de mées submetidas a desnutricdo na gestacdo apresentaram um

menor peso corporal ao nascer em relacdo aos seus respectivos controles [Figura 2].

[Figura 2 — pagina 76]

Quanto ao tamanho dos eixos corporais dos filhotes, os animais do grupo NT-Ds
apresentaram as medidas do ELLC e EAPC menores comparadas aos filhotes controles
[Figura 3]. Nao houve diferenca para o EL (NT-N¢= 47,1+0,18; T-N¢= 47,2+0,60; NT-Ds=
46,2+0,28; T-Ds= 46,7+0,58), CC (NT-N¢= 15,5+0,12; T-N¢= 15,8+0,26; NT-Ds= 14,9£0,15;
T-Ds= 15,3£0,18) e peso relativo dos encéfalos entre os grupos (NT-Ng= 3,87+0,10; T-N¢=
4,31+0,31; NT-Ds= 4,42+0,17; T-Ds= 3,81+0,08).

[Figura 3 — pagina 77]
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Discussao

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de dois estimulos
ambientais, treinamento fisico e desnutricdo, sobre os eixos cranianos de filhotes ao nascer. A
desnutricdo, quando aplicada no inicio da vida, pode estar associada a déficits no crescimento e
desenvolvimento®”. Por outro lado, o treinamento fisico leve e moderado durante a gestacéo
tem sido considerado um estimulo positivo para o crescimento feto-placental®*?.

O ganho de peso materno durante a gestacdo tem por finalidade acumular reservas
energéticas para o desenvolvimento embrionario®. Em relacdo a desnutricdo durante a
gestacédo, nossos resultados corroboram dados encontrados na literatura, os quais verificaram
que o uso de dietas hipoproteicas (8% de caseina) e restricdo de dieta controle (50% da
quantidade) induziram déficits no peso corporal das maes®™.

Exercicios fisicos regulares durante a gestacdo podem ser estratégias efetivas para o
controle no ganho de peso®?2. No presente estudo, o treinamento fisico durante a gestacdo
induziu reducdo no ganho de peso corporal materno. Em contraste, Treadway et al (1986)“)
observaram que ratas submetidas somente ao treino (31 m/min, 2 h/dia, 5 dias/semana, 8
semanas; durante a gestacdo: 27 m/min, 1 h/dia) apresentaram maior ganho de peso durante a
gestacdo. Nossos achados fornecem indicios de que o treinamento no periodo gestacional
possa ter induzido ganho de massa muscular e reducéo de tecido adiposo®-*?.

A disponibilidade de nutrientes é essencial para manutencdo da funcéo placentéaria e
formacéo fetal. Ozanne et al. (1999)?¥ associam a desnutricdo precoce a uma reducéo dos
depdsitos maternos, comprometimento no fluxo feto-placentéario e na taxa de divisdo celular
nos tecidos e érgdos dos fetos. Estudos adotando modelo de restricdo na quantidade da dieta
verificaram reducdo no peso corporal ao nascer, no tamanho do neonato e no peso de
6rgaost™"?. Por sua vez, o exercicio fisico induz flutuagBes intermitentes na oferta de
substratos. Desta forma, é produzido um estimulo recorrente que, mesmo diante da privacgéo,
ocorre difusdo de nutrientes e oxigénio para o feto®. Amorim et al (2009)*? verificaram que
o treinamento fisico moderado atenuou os impactos de uma dieta hipoproteica sobre o
consumo de oxigénio de repouso de ratas durante a gestacdo e aumentou a taxa de
crescimento de sua prole até os 90 dias. Exercicios fisicos moderados realizados durante a
gestacdo podem estimular mecanismos que incluem aumento do aporte de nutrientes e
oxigénio para o feto, através do incremento no fluxo placentario, repercutindo no peso ao
nascer®.

Estudos prévios demonstram que a desnutricdo fetal e neonatal pode alterar o tamanho

dos eixos cranianos e crescimento cerebral®®. A avaliacdo das medidas cranianas é muito
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utilizada em estudos com humanos e experimentais e apresenta relacdo direta com insultos
nutricionais precoces e o desenvolvimento do sistema nervoso®. Além do peso como
indicador de complicac6es intrauterinas, a verificacdo de medidas craniofaciais é¢ fundamental
para identificacdo da existéncia de anormalidades, como reducdo da massa cerebral, do
comprometimento no desenvolvimento neuromotor e dos processos que influenciam a génese
de patologias na idade adulta®. Nossos resultados apontam que a desnutricdo fetal foi
determinante para diminuicdo no tamanho dos eixos cranianos. Silva e al (2006)® utilizando
modelo de desnutricdo através de dieta com 8% de proteina (DBR — Dieta Basica Regional)
observaram também reducdo nas medidas dos animais desnutridos. Sobre o desenvolvimento
do sistema nervoso, Bennis-Taleb et al., (1999)*® submetendo ratas a dieta hipoproteica (8%
de proteina) durante a gestacdo, observaram, na prole, reducdo da concentragdo de DNA no
prosencéfalo, alteracdo na densidade de vasos sanguineos do cortex cerebral no terceiro dia
pos-parto e reducdo na vasculariza¢do na idade adulta.

Escassos sdo os estudos que verificam a influéncia do exercicio sobre o
desenvolvimento do sistema nervoso e medidas cranianas. Entretanto, parece que 0 exercicio
fisico ¢ efetivo para proteger o cérebro. Parnpiansil et al (2003)“® verificando a influéncia do
exercicio fisico sobre o desenvolvimento do encéfalo observaram em filhotes de ratas
exercitadas em esteira aumento na expressao de mRNA de BDNF. No presente estudo, o
protocolo de treino utilizado parece ter sido eficiente, pois os filhotes do grupo treinado e
treinado desnutrido ndo apresentaram diferencas no tamanho dos eixos cranianos em relacédo
aos animais controle. O treinamento fisico durante a gestacdo aumentando o fluxo placentario
e a oferta de nutrientes e oxigénio para o feto®, a hipétese de que tenha ocorrido preservacéo
das estruturas craniofaciais por um mecanismo de neuroprotecéo parece plausivel ",

Conforme nossos achados, € possivel que o treinamento de intensidade leve a
moderada atenue as consequéncias da desnutricdo no periodo critico do desenvolvimento.
Pelo que ja foi aventado, parece que a maior irrigacdo feto-placentaria e disponibilidade de
nutrientes e oxigénio neste periodo, proporcionada pelo aumento da demanda em
consequéncia do esforgo, é favordvel para programar o crescimento intra-uterino. A
relevancia do tema aponta a necessidade de continuidade nas investigacGes, verificando a
influéncia do treinamento fisico materno associado a dieta sobre a neuroplasticidade e o

desenvolvimento neuro-motor destes animais em diferentes idades.
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Figura 1 — Ganho de peso corporal das maes durante as trés semanas de gestacdo. Grupos:
NT-N (n=5); T-N (n=5); NT-D (n=5) e T-D (n=5). Os dados estdo representados em
médiatEPM. *p<0,05 vs NT-N, #p<0,05 vs NT-D. ANOVA two-way, de medidas repetidas,
sequida do Teste de Bonferroni.
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Figura 2 — Peso ao nascer dos filhotes. Grupos: NT-N; (n=25); T-N¢ (n=25); NT-Ds (n=25) e
T-Ds (n=25). Os dados estdo representados em médiatEPM. *p<0,05 vs NT-N. ANOVA
two-way, de medidas repetidas, seguida do Teste de Bonferroni.
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Abstract

The effects of a maternal moderate-low physical training on post-natal development, glucose
homeostasis, and leptin concentration were investigated in adult offspring whose mothers
were submitted to a low protein diet during the perinatal period. Male Wistar rats were
divided into four groups according to their mother’s manipulation: untrained (NT,, n = 8);
trained (Tp, n = 8); untrained with low-protein diet (NT+LPp, n = 8); and trained with low-
protein diet (T+LP,, n = 8). Trained mothers were submitted before pregnancy to a protocol
of moderate physical training over a period of 4 weeks (5 days /week, and 60 min/day) on a
treadmill. At pregnancy, the intensity and duration of the exercise was reduced. Low-protein
groups received an 8% casein diet, and their peers received a 17% casein diet. The pup’s birth
weight and somatic growth were weekly recorded up to the 150" day of life. Glucose and
insulin tolerance test (GTT and ITT), fasting blood glucose, cholesterol and serum leptin were
determined at 150" day of life. Pups from trained mothers showed no changes in the somatic
and biochemical parameters all over the experiments. Low protein offspring showed a
reduction in the body weight, body length, in all of the ages. At 150d, those animals showed a
higher abdominal circumference, hyperglycaemia, hypercholesterolemia, glucose resistance,
and lower serum leptin. In T+LP animals, all of those alterations were reversed except for the
leptin concentration. In conclusion, our data confirm the negative consequences of perinatal
undernutrition in the somatic and metabolic parameters in adult rats and moderate physical
training re-programms the effects of perinatal undernutrition.
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Introduction

Peri- and preconceptional periods is now thought to be critical for the long-term
effects on fetal development and postnatal growth and may predispose offspring to
phenotypic changes and metabolic diseases later in life (Hanson & Gluckman, 2005).
Unbalanced nutrient intake during critical period of development has been associated to
subsequent risk of health and disease in the offspring according to epidemiological data and
numerous experimental observations (Barker, 2007). This phenomenon have been termed
“predictive adaptive responses” (Gluckman & Hanson, 2004).

Animal studies have demonstrated that the timing, duration, and exact nature of the
insult during critical developmental windows are determinants of the pattern of growth and
metabolism of the adult offspring (Fowden et al., 2006). Our previous studies demonstrated
that a malnutrition (multi-deficient diet) during lactation induces a delay in the maturation of
reflexes, and deficits in locomotion patterns caused by postnatal malnutrition in rats (Barros et
al., 2006). A low-protein diet (8% casein) during gestation was associated with changes in
skeletal muscle mechanical properties in offspring of rats (Toscano et al., 2008). In addition,
the reductions in protein or caloric intake during perinatal period may influence feeding
behavior in adult rats (Lopes de Souza et al., 2008). In fact, maternal protein restriction
induces an increased rate of postnatal weight gain (‘catch-up growth’) that is associated with
reduced satiety by a mechanism that includes reduced serum leptin concentration in adult life
(Zambrano et al., 2006). Such structural and functional changes in the offspring can be related
to reduced nutrients in placental space, and reduced oxygen consumption by dams (Barker,
1999).

A regular moderate-to-low intensity physical activity during gestation has been
associated with increase resting maternal plasma volume, a higher fetal oxygenation and feto-
placental growth, and increased birth weight (Clapp et al., 2002). Recently, we demonstrated
that a controlled moderate to low- intensity physical training before and during gestation
attenuated the impact of the low-protein diet by improving mothers resting oxygen
consumption (Amorim et al., 2009). Low to moderate physical exercise (40 — 70% of VO2max)
is associated with improved cardiorespiratory fitness, increased metabolic rate (reduction of
body weight), and elevated lean body mass (Leandro et al., 2007). At rest, the rate of
placental bed blood flow increases, and more glucose and oxygen delivery to the placental site
are observed in women submitted to a physical training (Clapp, 2003). An epidemiological
study found that a moderate physical exercise during pregnancy is associated with a 100 — 150
g increase in the birth weight (Hatch et al., 1993).
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In the present study, it was investigated in the rat the effects of a maternal moderate-
low physical training on post-natal development, glucose homeostasis, and leptin
concentration in adult offspring whose mothers were submitted to a low protein diet during
perinatal period. Our hypothesis is that exercise-induced physiological adaptations during
gestation could attenuate or modulate the impact of a perinatal low-protein diet on adult

offspring.

Material and Methods
The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the Biological
Sciences Center, Federal University of Pernambuco, Brazil and followed the Guidelines for

the Care and Use of Laboratory Animals (Bayne, 1996).

Animals

Virgin female albino Wistar rats (Rattus novergicus) aged 60 days were obtained from
the Department of Nutrition, Federal University of Pernambuco, Brazil. Female rats were
maintained at a room temperature of 23 + 2°C with a controlled light—dark cycle (dark 09.00—
21.00 h). Standard laboratory chow (52% carbohydrate, 21% protein, and 4% lipids,
Agribrands-Purina Ltd., Paulinia, SP, Brazil) and water were given ad libitum. Animals were
randomly divided into two groups: untrained rats (NT, n = 8) and trained rats (T, n = 8).
Trained rats were submitted to a training programme of moderate running over a period of 4
weeks (5 days week* and 60min day ) on a treadmill (Insight Equipments Ltd., Ribeirdo
Preto, SP, Brazil) at a controlled intensity based on their VOzmax (Amorim et al., 2009). After
the 4 weeks of training period, the rats were mated (2 females for 1 male). The day on which
spermatozoa were present in a vaginal smear was designated as the day of conception, day 0
of pregnancy. Pregnant rats were then transferred to individual cages. Half of the rats from
each group received a 17% casein diet and the other half received an 8% casein isocaloric diet
(low-protein group, LP) (Reeves et al., 1993) ad libitum. Thus, two more groups were
formed, as follows: untrained (NT, n = 4); trained (T, n = 4); untrained with low-protein diet
(NT+LP, n = 4); and trained with low-protein diet (T+LP, n = 4). The exercise programme
was maintained during gestation, with a progressive reduction of duration and intensity until
the 19™ day of gestation. There was no physical exercise during the suckling period. During
the lactation, the offspring were kept in litters of six pups and their mothers remained fed with
the respective diet either 8% casein or 17% casein diet. Only male offspring from each litter

were used. In the all subsequent experiments, 1-2 male offspring were randomly chosen from
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each litter. The pups were divided into four groups according to their mother’s manipulation:
untrained (NTp, n = 8); trained (Tp, n = 8); untrained with low-protein diet (NT+LP,, n = 8);
and trained with low-protein diet (T+LPy, n = 8). At 150 d old, pups were Killed by cardiac

exsanguination.

Protocol of physical training

The protocol of physical training was performed according to Amorim et al. (2009).
Briefly, rats ran in a treadmill during 4 weeks (5 days.wk™, 60 min.day™) before pregnancy.
The protocol was divided into four progressive stages in each session: (i) warm-up (5
minutes); (i) intermediary (10 minutes); (iii) training (30 minutes), and (iv) cool-down (5
minutes) periods. The percentage of VO,max during the sessions of training before gestation
was kept around 55 — 65%. During pregnancy, rats ran (5 days.wk™), at a progressively lower
duration and intensity of effort [first week = 50 min.day™ (around 65% of VOama), Second
week = 30 min.day™ (around 45% of VOama), third week = 20 min.day™ (around 32% of

VO:max)]. There is no physical training during the lactation period.

Measurement of food intake and body weight during gestation

During gestation, dams were housed individually and its daily food consumption
determined by the difference between the amounts of food provided at the onset of the light
cycle and the amount of food remaining 24 h later. Body and food weights were recorded to
0.01 g (Lopes de Souza et al., 2008). The body weight was daily recorded throughout the
experiment with a Marte Scale, AS-1000, approaching 0.01 g. Percentage weight gain (%
BWG) was calculated by the formula: % BWG=[body weight (g)x 100/weight at first day of
gestation (g)]— 100.

Blood glucose measurements
Fasting glycaemia levels were evaluated weekly during gestation by using blood
samples from the tail vein of the rats, using a glucosimeter (Accu Check Advantage and

Accutrend GCT) by glucose oxidase method.

Post-natal developmental patterns of offspring

The body weight of pups was weekly recorded throughout the experiment with a
Marte Scale, AS-1000, approaching 0.01 g. Percentage weight gain (% BWG) was calculated
at different intervals of time until 150d old (birth to 30", 31" to 90", and 91 to 150™) by the
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formula: % BWG=[body weight (g)x 100/weight at first day in the interval (g)]— 100. The
body lengths of pups were recorded by measuring the external surfaces (nose-to-anus length)
using a digital caliper (0.01 mm accuracy). Abdominal circumference (AC) was recorded by
measuring the midway between the lower rib margin and the iliac crest in the horizontal plane
(Novelli et al., 2007).

Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT) of offspring

The GTT was performed at 145 d and the ITT at 147 d old. In both tests, animals were
fasted overnight. The blood sample collection was performed by cutting the tip of the tail, to
remove around 10 pL of blood. The first blood sample was collected (time zero) before the
injection of glucose. In the GTT, it was administered intraperitoneally, a glucose solution
50% (Equiplex Pharmaceutical Ltd., GO, Brazil) at dose of 1mg/1g of the body weight. Blood
sample was then collected at 15, 30, 45, 60 and 120 minutes after administration. The area
under the glucose curve was obtained by blood glucose values at 0, 30, 60 and 120 minutes
using the trapezoidal method (Le Floch et al., 1990). In the ITT, it was administered
intraperitoneally, a solution of insulin (Eli Lilly do Brazil Ltd., SP, Brazil) at dose of
0.75mU/1g body weight, and other blood samples were collected at 15, 30, 45, 60 and 120
minutes. With the blood glucose values obtained at 0, 30 and 60 minutes was calculated the
rate of disappearance of glucose (Le Floch et al., 1990).

Resting blood glucose, cholesterol and leptin

At 150 d old, animals were anesthetized with ketamine (0.25 mL/100g body weight)
and xylazine (0.25 mL/100g body weight). The blood was sampled by cardiac punction for
fasting (6h) serum glucose, cholesterol, and leptin levels quantification. Glycaemia and
cholesterolemia were determined in blood samples by using a glucosimeter and a cholesterol
meter (Accu Check Advantage and Accutrend GCT, Roche Diagnostics Ltd., Mannheim,
Germany), respectively. Plasma leptin concentration was determined by radio-immunoassay
(RIA) kit (Linco Research Inc., St Charles, MO, USA), with an assay sensitivity of 0.5ng.mL"

! and intra-assay variation coefficient of 2.9%. Samples were analyzed in a one assay.

Statistical analysis
Results are presented as means * standard error of the mean. For statistical analysis,
Pearson’s correlation coefficient was used to correlate weight gain with number of pups born

per mother. Among groups, data were analyzed by two-way repeated measures ANOVA, with



101

mother diet (LP) and physical training (T) as factors. Bonferroni’s post hoc test was used.

Significance was set at P <0.05.

Results

Effects of physical training and low-protein diet on body weight gain, food intake
and fasting blood glucose of dams during gestation

At the second and third week of gestation, trained mothers were shown to have a
higher gain of body weight when compared to control (Fig.1A). The effects of a low-protein
diet on gain of body during gestation were seen at third week of gestation only in untrained
dams (NT+LP) (Fig.1A). Data were adjusted for the number of pups born to each dam [NT,
11.0 (9-13); T, 11.5 (9-14); NT+LP, 10.5 (8-11); and T+LP, 11.0 (9-12); values expressed
as median (minimum and maximum)]. Pearson’s correlation coefficient between number of
pups and gain of body weight of the mother was not significant (r? = 0.47, p=0.452). Fasting
blood glucose did not change in all of the groups except for NT+LP mother that showed
higher values when compared to control (Fig 1B). Relative daily food intake during gestation

was not different among groups except for T+LP in the 1* week (Fig 1C).
[Figure 1 — page 91]

Effects of physical training and low-protein diet during gestation on post-natal
developmental patterns of offspring

Pups from mothers submitted to a programme of physical exercise before and during
gestation and/or to a low protein diet during gestation were evaluated from the birth to 150 d.
Pups from trained mothers showed no changes in the somatic parameters all over the
experiments, as compared with NT group. On the other hand, pups from mothers submitted to
a low-protein diet showed a reduction in the body weight and body length in all of the ages
(Table 1). NT+LP, animals showed a noticeable increase in the body weight gain in the
interval of 31% to 90" day of life when compared to their control. However, animals from
T+LP group showed a reduction in the somatic parameters only to the age of 30d when
compared to NT, group. At the 60d on, these animals showed differences when compared to
NT+LP, group. Body weight gain was higher than NT,, but lower than NT+LP,, at the interval
of 31 to 90" day of life. At 150" day of life, NT+LP, animals showed a higher abdominal

circumference than NT, and T+LP, animals (Table 1).
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[Table 1 — page 92]

Effects of physical training and low-protein diet during gestation on blood
biochemical parameters of offspring

Pups were submitted to glucose and insulin tolerance test (GTT and ITT, respectively).
The areas under glycemic curve were evaluated and groups were compared. Pups from
trained mothers did not change the response to GTT and ITT when compared to the NT group
(Fig. 2). On the other hand, pups from NT+LP mothers showed an increase in the area under
the glucose curve when compared to their controls (Fig 2A). The rate of disappearance of
glucose was lower in NT+LP, animals (Fig. 2B). There was no difference in T+LP, animals.

[Figure 2 — page 93]

At 150" day of life, NT+LP, animals showed a higher fasting glycaemia, and
cholesterolemia when compared to their control. However, in T+LP, animals, the glycaemia
(NT=91.1+ 1.6; T=98.0+ 2.1; NT+LP=108.4+ 2.0; T+LP=91.3:+ 3.8), and cholesterolemia
(NT=153.3.1 + 0.6; T=156.0 + 1.4; NT+LP=172.1 + 1.3; T+LP=164.1 + 0.9) was less
pronounced (Fig. 3).

[Figure 3 — page 93]

Plasma leptin concentration was lower in the NT+LP, and T+LP, animals when
compared to NT animals (NT=4.4 + 1.3; T=4.3+ 0.7; NT+LP=1.8+ 0.1; T+LP=1.3+ 0.1) (Fig.
4).

[Figure 4 — page 94]

Discussion

Maternal protein restriction is associated with lower stores of maternal nutrients and,
subsequently, less transfer of nutrients to the offspring, which is related to reduced postnatal
growth (Ozanne & Hales, 2002). Maternal lifestyle, namely moderate exercise during
gestation may have beneficial effects on the somatic growth in the offspring from
undernourished mothers by a mechanism that include increasing of uterine blood flow,

redistribution of blood flow, changes in the production of fetal and placental hormones which
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control growth, and higher resting oxygen consumption (Clapp et al., 2002; Clapp et al.,
2004; Amorim et al., 2009). In the present study, it was tested the hypothesis that maternal
moderate-low physical training attenuates the impairment of perinatal malnutrition on the
post-natal development, glucose homeostasis, and serum leptin concentration of offspring in
later life.

Maternal weight gain pattern is used to assess pregnancy outcome, particularly the
weight gain during the last third that is related to fetal birth weight (Amorim et al., 2009). In
the present study, althought trained mothers were shown to have a higher gain of body weight
in the second and third week of gestation, the birth weight of their pups did not alter when
compared to control. In addition, there were no effects on the post-natal development and
biochemical parameters of the pups from trained mothers when compared to their untrained
controls. In human and animal studies, it has been shown that the environment during
development can affect the phenotype in either adverse or beneficial ways in the absence of
changes in fetal growth (Gluckman & Hanson, 2004). The positive or negative long-lasting
effects on the offspring during development can be directly associated when the perinatal
environmental challenge is particularly strong and adaptive responses are inadequate (Hanson
& Gluckman, 2005). Thus, moderate physical training can be considered as a positive stimuli
during pregnancy and previous studies have shown that a regular moderate-intensity exercise
in early pregnancy enhances feto-placental growth rate and birth size of the offspring (Clapp
et al., 2000).

In the present study, the effects of a perinatal low-protein diet on the maternal gain of
body weight, and fasting glycaemia converge with previous studies (Lucas et al., 1996;
Ozanne & Hales, 1999; Zambrano et al., 2005). Low protein offspring can remain growth
retarded throughout life, even when fed the control diet ad libitum from weaning (Desai et al.,
1995). In fact, our data show that pups from undernourished mothers have shown a lower
trajectory of postnatal growth. However, abdominal circumference, as a marker of obesity in
rats (Novelli et al., 2007), was higher in pups at 150d from undernourished dams. These
observations suggest that at 150d of age, there was fat accumulation in the abdominal region
in those animals.

A higher maternal fasting glycaemia can lead to excess fetal insulin, and animal
studies suggest that fetal hyperinsulinemia can alter expression of hypothalamic
neurotransmitters, leading to offspring hyperphagia and increased body weight gain (Cripps et
al., 2005). In the present study, low protein offspring showed a noticeable catch up of growth

in the period of 31 to 90 d of life. However, previous study have published that the restoration
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of normal body weight is accompanied by a decreased percentage body protein and increased
fat in offspring (Zambrano et al., 2006). In addition, low protein pups showed an increase in
fasting glycaemia and colesterolemia. Those effects have been seen in previous studies and
are a classical beginning of insulin resistance and dislypidemia associated with developmental
origin of metabolic syndrome (McMillen & Robinson, 2005).

In the present study, it was seen in low protein animals, a higher area under the
glucose curve and a lower rate of disappearance of glucose than their pairs. Our observations
confirm the data provided in previous studies (Zambrano et al., 2006). It has been observed
that perinatal restricted nutrients intake can reduce the content of insulin in B-cells or impair
the insulin secretion in response to glucose and amino acids in the adult offspring (Langley-
Evans, 2007). In addition, adult offspring from undernourished mothers have a impaired
peripheral glucose tolerance (Ozanne & Hales, 2002). The mechanisms have been related to a
post-receptor defect in the insulin signaling profiles in skeletal muscle as seen in low birth
weight men and low protein model in rats (Ozanne et al., 2005).

Low protein offspring showed a lower plasma leptin concentration. In adult rats
(110d) submitted to a low protein diet (10% casein), Zambrano et al (2006) verified a lower
serum leptin concentration. The hormone leptin plays an important role in central nervous
control of appetite and there is a correlation between serum leptin and relative food intake per
gram body weight (Zambrano et al., 2006). Our data showed that perinatal low-protein diet
can programme the serum leptin concentration in adult offspring.

Our main concern in this study was to test the hypothesis that moderate physical
training before and during gestation attenuates the effects of a perinatal low protein
undernutrition. Physical exercise during gestation induces: i) increase in placental volume by
enhancing the terminal villi; ii) increase in placental blood during rest; iii) increase in pass
of nutrients and oxygen onto the fetus (Clapp, 2003); iv) increase in maternal lean body mass
(Thomas et al., 2008); and v) increase resting oxygen consumption (Amorim et al., 2009).
Indeed, the effects of low-protein diet on the post-natal development and glucose homeostasis
in the offspring were attenuated in pups from trained mothers. In those mothers, the body
weight gain and fasting glucose during gestation was maintained probably by the increase of
lean body mass, and higher glucose uptake by exercised muscle. Exercise-induced decreased
circulating glucose concentrations during pregnancy is related to the magnitude of effort
(intensity and duration), the time in pregnancy when the measurements are taken, and the
mothers physical fitness (Clapp et al., 2002). In the present study, we used a protocol of

physical training for pregnant where the intensity during the sessions of exercise was
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controlled based on direct measurements of oxygen consumption. Thus, the present study
confirm that moderate exercise during gestation have beneficial effects for both maternal
physiology and postnatal growth rate in the offspring from undernourished mothers.

Pups from those mothers showed improved measurements (body weight, body length
and abdominal circumference), a lower percentage of body weight gain (less pronounced
‘catch up’) and no effects on fasting glycaemia and cholesterolemia, and glucose homeostasis.
Interestingly, in those animals there was no protective effect on the serum leptin
concentration. The studies about physical exercise during gestation and the long-lasting
effects on the development of offspring are scarce. But, it seems that the redistribution of
blood flow and changes in the production of fetal and placental hormones which control
growth can be associated to these alterations.

In summary, moderate physical training before and during gestation did not induce
long-lasting effects on the somatic development, glucose homeostasis, and serum leptin
concentration in pups. On the other hand, our data confirm the negative consequences of
perinatal undernutrition in adult rats. The results have shown some indicatives of metabolic
syndrome since a remarkable picture of hyperglycaemia, hypercholesterolemia, glucose
resistance, and lower leptinemia has been found. Moderate physical training re-programmed
the effects of perinatal undernutrition in adult rats.
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Figure 1. Gain of body weight (A), fasting blood glucose (B) and relative daily food intake
(C) during gestation by non-trained (NT, n=4), trained (T, n=4), non-trained + low protein
(NT+LP, n=4) and trained + low protein dams (T+LP, n=4). The values are presented as
means + S.E.M. *P<0.05 vs NT group, and # P<0.05 vs NT + LP using two-way ANOVA

and Bonferroni’s post hoc test.
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Table 1. Body weight, % body weight gain, body length and abdominal circumference of the
offspring at 30, 60, 90, 120 and 150 days old. Pups from untrained mothers (TN, n=8),
trained (Tp, n=8), untrained+low protein (NT+LPp, n=8), and trained + low protein (T+LP,,

n=8). The values are presented as mean + S.E.M.

Body weight
@

% Body
weight gain

Body length
(cm)

Abdominal
Circunference
(cm)

NT, T, NT+LP, T+LP,
Ages (days)  Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM
Birth 6.2 + 01 6.2 + 01 4.8 + 0.08 51 + 0.06°
30 86.1 + 21 80.0 =+ 25 388 + 21° 486 * 2.5
60 2588 + 56 2492 = 77 1886 + 3.4° 2329 + 55°
90 3514 =+ 88 3425 = 73 2849 + 94° 3203 + 11.7°
120 3931 £ 99 3866 = 101 2893 + 53 3724 = 48
150 4218 + 86 4493 + 35° 3432 + 113 3985 + 15
Birth -30 1388.7 + 102.1 11872 = 1122 7089 + 41.9° 8522 + 511°
31-90 3091 =+ 105 3283 + 159 6411 + 19.9° 4945 + 152®
91-150 209 = 37 303 =+ 44 205 + 44 210 = 4.4
30 14.7 + 02 141 + 012 123 + 018 126 + 0.16°
60 203 + 02 197 =+ 023 183 + 018 195 + 0.22*
90 213 = 02 216 + 0.16 199 =+ 0.21° 218 = 015
120 232 += 03 228 + 028 211 £ 0.26° 227 = 015
150 241 = 02 242 + 012 236 + 014 239 = o021
150 17.7 + 02 176 + 02 186 + 05° 175 = 0.2

 P<0.05 vs NT, group, and ® P<0.05 vs NT + LP, group

Bonferroni’s post hoc test.

using two-way ANOVA and
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Figure 2. Glucose tolerance test (GTT) (A) and insulin tolerance test (ITT) (B) of the

offspring at 145d and 147d, respectively. Pups from untrained mothers (NTp, n=8), trained

(Tp, n=8), untrained + low protein (NT+LPp, n=8) and trained + low protein (T+LPp, n=8)

animals. The values are presented as means + S.E.M. *P<0.05 vs NT group using two-way

ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.
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Figure 3. Fasting blood glucose and cholesterol of the offspring at 150d. Pups from untrained

mothers (NTp, n=8), trained (Tp, n=8), untrained + low protein (NT+LPp, n=8) and trained +

low protein (T+LPp, n=8) animals. The values are presented as means + S.E.M. *P<0.05 vs

NT group, and ¥ P<0.05 vs NT + LP using two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.
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Figure 4. Plasma leptin concentration of the offspring at 150d. Pups from untrained mothers
(NTp, n=8), trained (Tp, n=8), untrained + low protein (NT+LPp, n=8) and trained + low

protein (T+LPp, n=8) animals. The values are presented as means + S.E.M. *P<0.05 vs NT

group using two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Durante a evolugdo das espécies, a disponibilidade de alimentos constituiu uma
intensa pressdo de selecdo, condicionando a morfologia, o desenvolvimento e o
comportamento das espécies. Uma alimentacdo balanceada é essencial nas etapas de
crescimento e desenvolvimento do organismo. A falta ou deficiéncia de nutrientes em
periodos criticos de desenvolvimento tem repercussbes a curto e longo prazo (Smart e
Dobbing, 1971; Ozanne e Hales, 1999). A desnutricdo materna é um dos fatores
determinantes de crescimento intra-uterino retardado (CIUR), o que é evidenciado por baixo
ganho de peso gestacional (Barros et al., 2006).

A relacdo entre a nutricdo no periodo perinatal e a repercussdo na vida adulta tem sido
reconhecida ha varias décadas (Hales e Ozanne, 2003; Barker et al., 2002; Hales e Barker,
1992; Forsdahl, 1977; Davison e Dobbing, 1968). A falta ou deficiéncia de nutrientes em
periodos criticos do desenvolvimento vem sendo apontada como um dos principais fatores
ndo genéticos implicados na etiologia de doencas metabdlicas associadas a obesidade (Desai
et al., 1996; Barker, 1998; De Moura et al., 2005; De Moura et al., 2007). Com base nestas
observacOes, Hales e Barker (1992) sugeriram a Hipdtese do Fenotipo Poupador (Thrifty
Phenotype Hypothesis), assumindo que o organismo se adapta a um ambiente intrauterino
adverso otimizando a utilizacdo de nutrientes em situacfes de sua escassez para assegurar sua
sobrevivéncia. Alteracdes ambientais no inicio da vida imprimem um processo adaptativo,
programando o animal para um feno6tipo mais econémico (Hales e Barker, 1992).

De acordo com essa hipotese, a reducdo dos aportes nutricionais em um organismo em
desenvolvimento conduz a uma “programacdo metabdlica” que ira lhe permitir a
sobrevivéncia em condi¢fes de restricdo alimentar. Contudo, quando esse organismo é
submetido a nutricdo adequada ou € superalimentado, a incompatibilidade entre essa
programacéo fisiologica e as novas condi¢cBes nutricionais pode gerar doencas, tais como
alteracdo da tolerancia a glicose, hipertensdo arterial e hipertrigliceridemia (Hales e Barker,
1992; Ozanne e Hales, 1999).

O nosso grupo tem observado que a desnutricio no periodo perinatal altera o
crescimento somatico, a resposta ao tratamento com antidepressivos, o comportamento
agressivo, o comportamento alimentar, a morfologia da laringe, as propriedades mecanicas do
musculo esquelético, a morfologia do masculo cardiaco e 0 padrdo de atividade locomotora
de ratos adultos (Barros et al., 2006; Barreto-Medeiros et al., 2004; Lopes de Souza et al.,
2008; Toscano et al., 2008; Pires-de-Melo et al., 2009).
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A restricdo dietética de proteina durante a gestagdo acarreta a producédo de altos niveis
de glicocorticdides que pode resultar em diminuicdo da atividade da enzima 11B-
hidroxiesteroide desidrogenase placentaria (11B-HSD) tipo 2, a qual protege o feto dos altos
niveis maternos de glicocorticdides. Excesso de glicocorticoides também afeta o crescimento
da placenta, a transferéncia de nutrientes, angiogénese, invasdo do trofoblasto e a producdo de
fatores de crescimento similar a insulina (IGFs) (Clapp, 2006; Clapp et al., 2003; Clapp 11 et
al., 2000). Esta resposta pode ser um dos mecanismos que relacionam o ambiente materno
com a programacao fetal. Durante o periodo gestacional, também ocorre maior producéo dos
hormonios lactogénico placentario, cortisol, progesterona, estrégeno e prolactina, os quais sdo
antagoénicos a acdo da insulina e, frente a um estado de restricdo alimentar, podem participar
da génese da resisténcia periférica a este horménio (Clapp, 2006; Clapp et al., 2003).

Recentemente, tem sido reconhecido que o estilo de vida materno influencia muitas
das adaptacGes fisioldgicas durante a gestacdo que podem repercutir no crescimento feto-
placentério, sendo considerado um fator ambiental indutor de programacéo (Clapp, 2006;
Clapp et al., 2003; Clapp Il et al., 2000). Entretanto, o beneficio do exercicio fisico vai
depender do momento da gestacdo, da capacidade fisica da gestante, do tipo, da freqtiéncia, da
duracdo e da intensidade do treino. Estudos com humanos tém demonstrado que o
treinamento fisico durante a gestacdo aumentou a massa muscular, o débito cardiaco, a
aptiddo cardiorrespiratéria, o volume plasmatico materno de repouso, 0 volume de sangue no
espaco interviloso, a fungdo placentaria e a taxa de crescimento fetal (Clapp, 2006; Clapp et
al., 2003; Clapp Il et al., 2000). O presente estudo demonstrou que o treinamento fisico de
intensidade leve a moderada durante a gestacdo elevou o consumo maximo de oxigénio
(Amorim et al., 2009) o qual pode ter elevado a disponibilidade de glicose e liberacdo de
oxigénio para a placenta (Clapp, 2006; Clapp et al., 2003; Clapp 111 et al., 2000).

A barreira feto-placentaria € uma interface importante para regulagdo do crescimento
fetal em varias espécies animais. O mecanismo proposto, é que o trofoblasto funciona como
um sensor de disponibilidade de oxigénio o qual alteraria a expressao génica de multiplos
peptideos indutores de crescimento (Clapp, 2006; Clapp et al., 2003; Clapp I11 et al., 2000).
Estes, entdo, sdo liberados na circulagdo fetal e estimulam a producéo de IGFs que vao atuar
em tecidos-alvo promovendo seu crescimento. E possivel que, no presente estudo, o
treinamento fisico tenha minimizado o impacto da desnutri¢do regulando a produgéo de IGF1
e também tenha aumentado a expressdao de 11B-HSD tipo 2 na placenta favorecendo o

crescimento da prole. Recente estudo demonstrou que o treinamento fisico materno pode
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alterar a expressdo de fatores neurotroficos derivados do cérebro (BDNF) os quais, por sua
vez, no presente estudo podem ter preservado as estruturas craniofaciais dos neonatos
(Parnpiansil et al., 2003).

O mdasculo esquelético representa 40% da massa corporal total e exerce papel
primordial sobre o metabolismo, tornando-se um dos principais tecidos responsavel pela
captacdo, liberagdo e estocagem de glicose (Ozanne et al., 2005; Ropelle et al., 2005). A
restricdo de proteina no periodo perinatal esta associada ao aparecimento de diabetes tipo 2 e
resisténcia periférica a insulina no musculo de ratos adultos (>180 dias de idade) (Ozanne et
al., 2005). O mecanismo proposto ainda ndo estd bem estabelecido, mas pode ter uma
associacdo com a elevada concentracdo plasmatica de acidos graxos (AG) livres, com 0s
niveis aumentados de glicocorticoides no plasma, com o eixo GH-IGF1 (horménio do
crescimento-fatores de crescimento similar a insulina) e com as alteracBes na expressao de
proteinas da via de sinalizagdo intracelular da insulina no musculo (Ozanne et al., 2005;
Ropelle et al., 2005). Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que pode ter ocorrido
uma re-programacdo no fenotipo metabdlico de animais cujas maes foram treinadas e
submetidas a dieta baixa em proteinas durante a gestacdo e lactacdo. O possivel mecanismo
destes efeitos pode estar relacionado com o aumento de proteinas-chave na cascata de
sinalizacdo intracelular da insulina (Ozanne et al., 2005).

E possivel especular que, nos paises em desenvolvimento, onde mulheres
desenvolvem altas rotinas diarias de trabalho e ndo ha superalimentacdo pos-natal, essas
estratégias podem ser decisivas para a ndo instalacdo da sindrome metabdlica (Rao et al.,
2003). Em resumo, uma dieta com pouca proteina durante a gestagdo e lactacdo esta associada
com conseqliéncias adversas permanentes sobre Orgdos e sistemas fisioldgicos. Em
contrapartida, o treinamento fisico de intensidade leve a moderado durante a gestagdo pode
ser um estimulo ndo-adverso de re-programacdo fetal. Além disso, os efeitos induzidos por
dietas hipoproteicas durante o periodo critico do desenvolvimento sobre o metabolismo

podem ser atenuados ou revertidos pelo treinamento fisico.
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Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

A desnutricdo perinatal reduz os indicadores de crescimento e acarreta hiperglicemia,
hipercolesterolemia e hipoleptinemia na prole na idade adulta.

O protocolo de treinamento fisico aumenta o consumo maximo de oxigénio e interfere
positivamente na homeostase glicémica das fémeas, induz aumento das dimensfes
cranianas de ratos neonatos, incrementa o crescimento e é capaz de reverter o status

metabdlico da prole na idade adulta.

PERSPECTIVAS

Foram levantadas novas hipoteses e sugeridas algumas perspectivas para continuagédo

deste estudo, entre as quais:

Verificar a concentracdo de glicocorticdides e leptina sérica e no corddo umbilical de
mades que treinaram e foram submetidas a desnutri¢do durante a gestacgéo.

Investigar a influéncia do treinamento fisico sobre a secrecdo de hormonios
gestacionais de mées que foram submetidas a desnutri¢do durante o periodo perinatal.
Avaliar, em musculos de contracdo rapida e lenta e nos adipdcitos de ratos com 150
dias, o conteudo de RNAm, a expressao e ativacdo de proteinas-chave envolvidas na
cascata de sinalizacdo intracelular da leptina e da insulina.

Avaliar a concentracdo de glicogénio e trigliceridios intramusculares em musculos de
contracdo rapida e lenta de ratos com 150 dias cujas médes foram submetidas ao
treinamento fisico antes e durante a gestacdo e a desnutricdo durante a gestacdo e
lactacdo.

Avaliar a quantidade de tecido adiposo na carcaga de ratos com 150 dias cujas maes
foram submetidas ao treinamento fisico antes e durante a gestacdo e a desnutri¢do
durante a gestagéo e lactagéo.

Realizar todas as analises em musculos e adipocitos de ratos e ratas com 180 dias de
vida.

Estudar, em criangas com historico de desnutricdo perinatal, a influéncia da atividade

fisica materna durante a gestacdo sobre a programagcéo fetal.
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Comprovante de encaminhamento do manuscrito “Efeito do treinamento fisico
e da desnutricdo durante a gestacdo sobre 0s eixos cranianos de ratos
neonatos” ao periodico Revista Brasileira de Medicina do Esporte
Comprovante de encaminhamento do manuscrito “Maternal moderate physical
training re-programs the effect of a perinatal low-protein diet in adult

offspring” ao periddico The Journal of Physiology
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Oficio n°® 88/07 Recife, 19 de setembro de 2007

Da Comissao de Etica em Experimentagao Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Carol Virginia Géis Leandro

Nucleo de Nutricdo do Centro Académico de Vitdria - UFPE
Processo n® 008676/2007-48

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de
V. Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
“INDUGAO DE PROGRAMAGAO FETAL PELA DESNUTRIGAO E PELO TREINAMENTO
EM RATOS: ESTUDO DE PARAMETROS SOMATICOS, NEUROMOTORES E
BIOQUIMICOS DE FEMEAS E DA SUA PROLE”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,
A
Prof. Silene Carne:r%‘o mmntc
Presidente CEEA

=3

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO C — Comprovante de encaminhamento do manuscrito “Efeito do treinamento fisico e
da desnutricdo durante a gestacdo sobre os eixos cranianos de ratos neonatos” ao peridédico

Revista Brasileira de Medicina do Esporte

[RBME] Agradecimento pela Submissdo

De: Fernanda Colmatti (atharbme@uol.com.br)

Enviada: quarta-feira, 11 de novembro de 2009 18:07:58

Para: Marco Antonio Fidalgo Amorim (marcofidalgol@hotmail.com)

Dr. (a) Marco Antonio Fidalgo Amorim,

Agradecemos a submissdo do seu manuscrito "Efeito do treinamento fisico e
da desnutricdo durante a gestacdo sobre 0s eixos cranianos de ratos
neonatos" para Revista Brasileira de Medicina do Esporte. Através da
interface de administracdo do sistema, utilizado para a submisséo, sera
possivel acompanhar o progresso do documento dentro do processo editorial,
bastanto logar no sistema localizado em:

URL do Manuscrito:
http://submission.scielo.br/index.php/rbme/author/submission/21671
Login: marcofidalgo

Em caso de davidas, envie suas questdes para este email. Agradecemos mais
uma vez considerar nossa revista como meio de transmitir ao pablico seu
trabalho.

Fernanda Colmatti

Revista Brasileira de Medicina do Esporte
Fernanda Colmatti/Arthur T. Assis

Atha Comunicacao e Editora
Tel/Fax:55-11-5579-5308

Revista Brasileira de Medicina do Esporte
http://submission.scielo.br/index.php/rbme
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ANEXO D — Comprovante de encaminhamento do manuscrito “Maternal moderate physical
training re-programs the effect of a perinatal low-protein diet in adult offspring” ao peridédico

The Journal of Physiology



