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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do treinamento fisico moderado sobre a leptinemia em ratos adultos
submetidos a desnutricdo protéica perinatal e da atividade fisica voluntaria em ratos em
desenvolvimento. Métodos: Esta pesquisa foi dividida em duas etapas: (1) avaliacdo dos efeitos
do treinamento fisico moderado sobre ratos adultos submetidos & desnutricdo perinatal, (2)
avaliacdo do nivel de atividade fisica em ratos. 12 Etapa. 24 ratos filhotes machos da linhagem
Wistar (8 ratas Wistar, genitoras) atraveés de suas genitoras, foram submetidos a uma dieta
normoproteica (17% caseina, n = 12) ou uma dieta de baixa proteina (8% de caseina, n = 12)
durante o periodo perinatal. No 60° dia de idade, os animais foram subdivididos em 4 grupos:
dieta normoprotéica (controle, C, n = 6), dieta de baixa proteina (desnutrido, D, n = 6), dieta
normoproteica e treinado (treinado, T, n = 6) e dieta de baixa proteina e treinados (desnutrido e
treinado DT, n = 6). Os ratos foram treinados através de corrida em uma esteira durante 8
semanas (5 dias / semana, 60 min / dia a 70% do VO, msx). O peso corporal e taxa de crescimento
foram registrados diariamente durante todo o experimento. Apds o periodo de treinamento, aos
118 dias de idade o tecido adiposo visceral e subcutaneo foi retirado para avaliacdo de leptina
(analisados por Western Blot). 22 Etapa. Ratos Wistar (23 dias de idade) foram divididos em dois
grupos: controle (C, n = 05 gaiolas, 20 animais) e ativo (A, n = 05, 20 animais). Os animais
foram mantidos em ciclo claro-escuro invertido e avaliados semanalmente. O grupo ativo, dos 23
aos 90 dias de idade, realizou atividade fisica voluntaria utilizando o cicloergdbmetro. O grupo
controle permanecia em gaiola padrdo de biotério. Medidas de peso, comprimento e consumo
alimentar e hidrico foram registrados durante todo o experimento. Aos 90 dias de idade, as
medida da circunferéncia toracica e abdominal foram realizadas e em seguida os animais foram
sacrificados. O sangue foi removido para a analise bioquimica de glicose, colesterol,
triglicerideos e proteina total. Resultados: 1% Etapa. Aos 118 dias de idade, os animais
submetidos a dieta de baixa proteina no periodo perinatal e treinamento fisico apresentaram
aumento da leptina no tecido adiposo visceral (p<0.05). 2% Etapa. Quanto a atividade fisica
voluntéria, os animais realizaram atividade durante o periodo escuro apresentando dois periodos
com um maior nimero de animais no cicloergbmetro. O primeiro momento entre as 06:00 e
09:00h e o segundo, menor que o anterior, entre as 15:00 e 16:00h. Os animais ativos mostraram
maior peso corporal que o controle a partir dos 63 dias de idade (p<0.05). O percentual de ganho
de peso foi maior no grupo ativo a partir dos 70 dias de idade (p<0.05). A partir dos 42 dias de
idade, o consumo alimentar foi maior no grupo ativo a partir dos 42 dias de vida (p<0.05). A
bioquimica sérica avaliada indicou menor glicemia nos ratos ativos (p<0.05). Concluséo: O
treinamento fisico moderado atenua a resposta adaptativa da leptina no tecido adiposo visceral a
desnutricdo perinatal._Adaptaces fenotipicas a atividade fisica (peso corporal, circunferéncia
toraxica e abdominal e glicemia) podem ser evidenciadas.

PALAVRAS-CHAVE: Periodo critico de desenvolvimento, plasticidade fenotipica, atividade
fisica e treinamento fisico moderado.



ABSTRACT

Objective: Investigate the effects of moderate physical training on leptin levels in adult rats
submitted to perinatal protein malnutrition and voluntary physical activity in developing rats.
Methods: This research was divided into two steps: (1) assess the effects of moderate physical
training on adult rats submitted to perinatal malnutrition, (2) assess the level of physical activity
in rats. Step 1. 24 young male rats of Wistar particular lineage (8 Wistar mothers rats,) through
their mothers, were subjected to a protein diets (17% casein, n = 12) or a low-protein diet (8%
casein, n = 12) during the perinatal period. On the 60" day of age, the animals were divided into
4 groups: protein diets (control, C, n = 6), low-protein diet (malnourished, D, n = 6), protein diets
and trained (trained, T, n = 6) and low-protein diet and trained (malnourished and trained DT, n =
6). The rats were trained by running on a treadmill for 8 weeks (5 days / week, 60 min / day at
70% VO2max). Body weight and growth rate were recorded daily throughout the experiment.
After the training period, blood was taken for leptin analysis of serum and adipose tissue
(analyzed by radioimmunoassay) and leptin receptor in adipose tissue (analyzed by Western
blot). Stage 2. Wistar rats (23 days old) were divided into two groups: control (C, n = 05 cages,
20 animals) and active (A, n = 05, 20 animals). The animals were kept under reversed light-dark
cycle and evaluated weekly. The active group, from the 23" to the 90" day of age, physical
activity voluntarily performed using the cycle ergometer. The control group remained in standard
vivarium cage. Measurements of weight, length, and food and water consumption were recorded
throughout the experiment. At 90 days of age, the extent of the thoracic and abdominal
circumference were taken and then the animals were sacrificed. Blood was removed for
biochemical analysis of glucose, cholesterol, triglycerides and total protein. Results: Step 1. At
118 days of age, the animals subjected to low-protein diet in the perinatal period and physical
training showed increases in leptin visceral adipose tissue (p <0.05). Stage 2. As for voluntary
physical activity, the animals underwent activity during the dark period featuring two periods
with a greater number of animals in the cycle ergometer. The first time between 06:00 and 09:00
h and the second, lesser than the previous one, between 15:00 and 16:00 h. The active animals
showed higher body weight than the control from 63 days of age (p <0.05). The percentage of
weight gain was higher in the active group at 70 days of age (p <0.05). From 42 days of age, food
consumption was higher in the active group from 42 days of life (p <0.05). The serum
biochemistry showed lower blood glucose measured in active rats (p <0.05). Conclusion: The
moderate physical training attenuates the adaptive response of leptin in visceral adipose tissue
perinatal malnutrition. Phenotypic adaptations to physical activity (body weight, chest and
abdominal circumference and glucose) can be evidenced.

Keywords: Critical period of development, programming, physical activity and moderate
physical training.
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1 APRESENTACAO

O desenvolvimento do organismo ocorre em grande intensidade da gestacdo a primeira
infancia devido ao crescimento rapido, maturacdo de O¢rgdos e sistemas, replicacdo e
diferenciacdo celular (MORGANE; MILLER et al., 1978; MORGANE; AUSTIN-LAFRANCE
et al., 1993). Alteragdes nesse periodo, chamado “Periodo critico do desenvolvimento”, podem
ser irreversiveis (DOBBING, 1968).

A oferta adequada de nutrientes € imprescindivel para a manutencdo do crescimento e
desenvolvimento dos sistemas fisiolégicos (HERCBERG; CHAT-YUNG et al., 2008; LIU;
MAO et al., 2009). O aporte inadequado de nutrientes pode alterar o padrdo dos eventos
morfogenéticos que ocorrem nesta fase, com consequéncias deletérias para o desenvolvimento e a
aquisicdo dos padrdes fisiolégicos maduros do organismo (RESNICK; MILLER et al., 1979;
NOBACK, EISENMAN, 1981).

Estudos epidemioldgicos tém relatado que a desnutricdo no periodo fetal e na infancia
predispde o individuo adulto a doengas cardiovasculares e diabetes tipo Il, ou aos fatores de risco
associados como a hipertensao, intolerancia a glicose e hiperlipidemia (FORSDAHL, WAALER,
1976; BARKER, OSMOND, 1986; BARKER; OSMOND et al., 1989; HALES; BARKER et al.,
1991). Com base nestas observacdes, foi sugerida a hipétese da influéncia fenotipica (Thrifty
phenotype hypothesis), na qual o organismo se adapta a um milleu intrauterino adverso
otimizando a utilizacdo de nutrientes para assegurar sua sobrevivéncia (HALES, BARKER,
1992). Se as condicdes iniciais da vida se alteram, essa adaptacdo pode se tornar deletéria
ocasionando doencas relacionadas ao metabolismo (HALES, BARKER, 1992; LUCAS; BAKER
et al., 1996; MORLEY, LUCAS, 2000; MORTAZ; FEWTRELL et al., 2001). Esse fendmeno
bioldgico ¢ chamado de “programacgdo”, onde estimulos ou insultos no inicio da vida levam a
alteracdes na idade adulta (LUCAS, 1991).

A programagcéo induzida pela desnutrigdo tem sido estudada em humanos e em modelos
animais (LUCAS; BAKER et al., 1996; MORTAZ; FEWTRELL et al., 2001; FAGUNDES;
MOURA et al., 2007). Ravelli, Stein e Susser (1976) estudaram homens cujas mées passaram
fome durante a gestacao entre os anos de 1944-1945, a chamada Dutch famine (Fome holandesa).

Os autores observaram que a exposi¢do a fome no periodo da gestacao resultou em jovens obesos
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aos 19 anos (RAVELLI; STEIN et al., 1976). Em Hertfordshire (Inglaterra), dentre 5654 homens,
aqueles que apresentaram um menor peso ao nascer tiveram maior taxa de mortalidade por
doencas cardiovasculares quando adultos (BARKER; OSMOND et al., 1989). Estudos
experimentais demonstram que ratos desnutridos na lactacdo possuem menor peso corporal,
maior quantidade de gordura corporal, hiperglicemia e hiperinsulinemia aos 180 dias de vida
(FAGUNDES; MOURA et al., 2007). Animais sob restricdo protéica ou energética na lactacdo
apresentaram resisténcia aos efeitos anorexigenos da leptina aos 150 dias de vida (PASSOS;
RAMOS et al., 2000; VICENTE; DE MOURA et al., 2004). Animais desnutridos na gestacao e
lactacdo (proteina 6%) apresentaram reducdo do peso corporal, hiperglicemia, diminuicdo da
insulina sérica, baixa concentracdo de triacilglicerol aos 180 dias de vida (MINANA-SOLIS
MDEL, ESCOBAR, 2008). Assim, tanto estudos experimentais como em humanos demonstram
que a desnutricdo perinatal estd associada ao aparecimento de doencas cronico-degenerativas ndo
genéticas com as dislipidemias, a obesidade, a hipertensdo e a diabetes tipo 2.

As doengas cronico-degenerativas tém sido associadas & alta taxa de mortalidade em
paises desenvolvidos e paises em desenvolvimento (BATISTA FILHO, RISSIN, 2003; DIETZ,
BENKEN et al., 2009). Nos Estados Unidos, pode-se evidenciar uma epidemia de obesidade
(DIETZ; BENKEN et al., 2009). Na india, foi observado um aumento da prevaléncia de doengas
cardiovasculares em centros urbanos (GUPTA, 2008). No Brasil e na China, estudos
epidemiol6gicos apontam diminuicdo da desnutricdo infantil e aumento do sobrepeso/obesidade
em adultos (POPKIN, 2001; BATISTA FILHO, RISSIN, 2003). Atualmente a prevaléncia de
sobrepeso entre a populacdo adulta brasileira é relativamente alta nas cinco regides, tanto nas
areas urbanas, quanto nas zonas rurais e em todos os estratos socioecondémicos (SCHRAMM,;
OLIVEIRA et al., 2004). O estilo de vida estd bem relacionado a essa prevaléncia
(DOMINGUEZ; GALIOTO et al., 2008). Dietas hiperlipidicas e o sedentarismo, baixo nivel de
atividade fisica regular, sdo fortemente associados ao aparecimento precoce de doencas crénico-
degenerativas (POPKIN, 2001). Estratégias de intervengdo que incluam mudancas no estilo de
vida, como uma dieta equilibrada e a pratica de atividade fisica tém sido propostas (IVANOVIC;
CASTRO et al., 1996; WHO, 2003; SCHRAMM; OLIVEIRA et al., 2004; GUPTA, 2008).

O termo atividade fisica refere a qualquer movimento do musculo esquelético que
demande um gasto energetico acima do metabolismo basal (CASPERSEN; POWELL et al.,

1985). Um individuo pode ser classificado como ativo quando o nivel de atividade fisica
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representa um gasto igual ou superior a 1.500 kcal por semana acima do metabolismo basal. As
atividades fisicas incluem: caminhar, correr, tarefas domésticas, ocupacgdes profissionais, e outras
(CASPERSEN; POWELL et al., 1985). O nivel de atividade fisica diario em humanos pode ser
avaliado indiretamente através de questionarios e calculo da taxa de dispéndio metabdlico
(FORSUM; LOF et al., 2006; CALVISI; DE VINCENTIIS et al., 2008). Ou avaliado por
métodos objetivos com a utilizacdo de pedbmetros e acelerdmetros os quais quantificam o
dispéndio energético associado as atividades cotidianas (BYE; TJONNA et al.,, 2009;
FJELDSOE; MARSHALL et al., 2009). A atividade fisica regular esta relacionada a diminuicao
do risco de desenvolver obesidade e doencas correlatas (LEANDRO; MARTINS DE LIMA et
al., 2006; COPPEN; RISSER et al., 2008).

O exercicio fisico e o treinamento fisico referem a atividade fisica realizada
sistematicamente seguindo a magnitude do esforco (intensidade, duragdo, frequéncia e tipo)
(SILVEIRA, DENADAI, 2002; LEANDRO; MARTINS DE LIMA et al.,, 2006). Quanto a
intensidade, o exercicio fisico pode ser classificado como leve, moderado e intenso. Essa
classificacdo toma como base a realizacdo de testes de esforco maximo para avaliar o aumento da
concentracdo de lactato no sangue, o consumo maximo de oxigénio (VOzmax), OU a freqliéncia
cardiaca méaxima (FCnax). Em exercicios de intensidade leve e moderada, a concentracdo de
lactato no sangue permanece estavel (variando entre 2 até 4 mmol/L), ou seja, o lactato €
produzido em menores concentragdes ou metabolizado em maiores quantidades (SILVEIRA,
DENADAI, 2002). O VO max € a FCrax S0 0s parametros fisiologicos mais comumente utilizado
em estudos para referenciar a intensidade do esforgo. Assim, um exercicio leve geralmente refere
de 20 a 50% do VOomax € da FCmax, Um exercicio moderado de 50-70% do VOomax € da FCrax € 0
exercicio intenso acima de 80% do VOymax € da FCyax (LEANDRO; LEVADA et al., 2007).

Quando o exercicio fisico é realizado de forma sistematica e com a intensidade do esfor¢o
controlada, passa-se a referir como treinamento fisico. Assim como o exercicio fisico, o
treinamento fisico pode ser classificado como leve, moderado e intenso (LEANDRO; MARTINS
DE LIMA et al., 2006). O treinamento fisico a 65-80% do VO; max 0u 70-85% da FCyax esta
associado ao aumento do metabolismo oxidativo e melhoria da capacidade fisica (BRUM,;
FORJAZ et al., 2004).

Evidéncias dos beneficios da atividade fisica e do treinamento fisico para a salde podem
ser observadas em estudos com humanos e animais (FEDIUC; CAMPBELL et al., 2006;
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BENER; ZIRIE et al., 2009). Em humanos, individuos adultos ativos apresentaram uma redugédo
nas dobras de adiposidade subcutaneas abdominal e reducéo de 12 a 14% no risco de desenvolver
doencas cardiovasculares (BENER; ZIRIE et al., 2009; MARUTHUR; WANG et al., 2009;
SINGH; CHIN et al., 2009). Adolescentes que realizam atividade fisica possuem 33% menos de
chance de desenvolver a sindrome metab6lica (EKELUND; ANDERSSEN et al., 2009). E bem
estabelecido que a atividade fisica atenua a hipertensdo arterial, a hiperglicemia de jejum e as
dislipidemias, reduzindo os triglicerideos sericos e aumentando o colesterol HDL (DANCY;
LOHSOONTHORN et al., 2008; TJIONNA; LEE et al., 2008; ZOLADZ; PILC et al., 2008;
BYE; TIONNA et al., 2009). Também foi observado um aumento na expressao de receptores
para insulina no tecido adiposo e no musculo estriado esquelético (TJONNA; LEE et al., 2008;
ZOLADZ; PILC et al., 2008; BYE; TIONNA et al., 2009). O treinamento fisico (exercicio
aerobico trés vezes na semana por 16 semanas) reduz o peso corporal, a gordura corporal, a
glicemia e a sinalizacdo de insulina no musculo esquelético e tecido adiposo (TJONNA; LEE et
al., 2008). Em animais, a atividade fisica voluntaria em ratos machos (corrida em cicloergométro
por 5 semanas) diminuiu o percentual de gordura na regido epdidimal (FEDIUC; CAMPBELL et
al., 2006). O treinamento fisico em ratos (natacdo por 5 semanas, 5 dias/semana) diminui o LDL
e VLDL e aumenta o HDL, diminuindo o risco de doencas coronarianas (GHAEMMAGHAMI,
SASSOLAS et al., 1986). Ratos submetidos a dieta hiperlipidica, o treinamento fisico de
endurance preveniu o desenvolvimento da resisténcia a leptina (STEINBERG; SMITH et al.,
2004). O treinamento (corrida por sete semanas e sete dias na semana) diminuiu 0 mRNA para
leptina no tecido adiposo assim como a leptina sérica (ZACHWIEJA; HENDRY et al., 1997).

A inatividade fisica associada ao consumo aumentado de dietas hiperlipidicas e
hipercaldricas tém elevado a incidéncia de doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 (WHO,
2003). Um estudo envolvendo o cenario da “Dutch famine” indica que recém-nascidos com baixo
peso ao nascer tendem a possuir um estilo de vida inativo e uma maior ingestdo de alimentos
hipercaldricos contribuindo para o aparecimento da sindrome metabolica na fase adulta
(LUSSANA; PAINTER et al., 2008). Por outro lado, a atividade fisica regular parece minimizar
os efeitos da programacdo induzida pela desnutricdo perinatal (DE-MELLO, 1994; TORUN,
VITERI, 1994; OAKES; COONEY et al., 1997). Criancas desnutridas estimuladas a realizar
atividade fisica regular apresentaram maior altura e peso corporal quando comparadas as inativas

(TORUN, VITERI, 1994). Os estudos que envolvem atividade fisica voluntaria em animais ainda
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sdo controversos, quanto a padronizagdo de protocolos, e uma padronizacdo de uma técnica
aplicavel para quantificar essa atividade ainda ndo tem sido estabelecida.

Assim, considerando os prejuizos causados pela desnutri¢do perinatal na vida adulta e os
beneficios da atividade fisica a salde, pretende-se compreender os efeitos moduladores do
treinamento fisico moderado, em ratos adultos submetidos a desnutricdo protéica perinatal sobre
a leptinemia e os par@metros somaticos e avaliar a atividade fisica voluntaria em ratos. Visto que,
estudos que determinem maneiras de minimizar os agravos da desnutricdo perinatal, como
através do exercicio fisico, sdo relevantes. Assim como, foi desenvolvida uma gaiola de atividade
fisica voluntaria de forma que os animais puderam realizar atividade fisica voluntaria durante

todo o periodo de crescimento e os beneficios dessa atividade possam ser avaliadas.

A pesquisa foi desenvolvida no laboratério de Fisiologia da Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco tendo como orientadora Prof? Dr2 Carol Gois Leandro. Parte do estudo
foi realizado em colaboragdo com o Laboratorio de Fisiologia Endécrina do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Borges da Universidade do Estado do Rio de Janeiro sob superviséo de Prof®

Egberto Gaspar de Moura e Prof? Patricia Lisboa.

A pesquisa gerou trés artigos, sendo um de revisao bibliografica e dois originais. O artigo
de revisdao bibliografica intitulado “Influéncia da atividade fisica na modula¢do da insulina e
leptina programada no periodo perinatal” foi aprovado pela Revista Nutricdo Brasil, sendo
publicado na edicdo jul/ago 2012. Esta revista é classificada com qualis B5 no comité de
Medicina Il da Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Os demais artigos sdo originais e apresentados como resultados da presente pesquisa. Um
deles com o titulo: “Effects of a moderate physical training on the leptin synthesis by adipose
tissue of adult rats submitted to a perinatal low-protein diet” foi submetido a resvista Hormone
and Metabolic Research. Esta revista é classificada com qualis A2 no comité de Medicina Il da
Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). E o segundo, possui 0
titulo: “Efeito da atividade fisica voluntaria sobre o desenvolvimento somatico, consumo
alimentar e pardmetros bioquimicos de ratos do desmame até os 90 dias de idade” foi submetido
a Revista Brasileira de Medicina do Esporte. Esta revista é classificada com qualis B4 no comité

de Medicina Il da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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1.1 Objetivos

Objetivo geral

Avaliar a influéncia do treinamento fisico moderado e da atividade fisica voluntaria na

plasticidade fenotipica de ratos.

Obijetivos especificos

e Auvaliar os efeitos do treinamento fisico moderado em ratos desnutridos na gestacdo e

lactacdo, sobre:

o

o

Os indices de sobrepeso / obesidade (peso corporal, comprimento corporal e
indice de massa corporal).

Leptina do tecido adiposo visceral e subcutaneo.

e Avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria, em ratos em desenvolvimento, sobre:

o

Os indices de sobrepeso / obesidade (peso e comprimento corporal, percentual de
ganho de peso corporal, circunferéncia tordcica e abdominal e indice de massa
corporal).

O consumo alimentar e hidrico.

indices séricos de glicose, colesterol, triglicerideos e proteinas totais.
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1.2 Hipdteses

O treinamento fisico atenua os efeitos de uma dieta perinatal de baixo-proteina sobre a
sintese de leptina no tecido adiposo.

Atividade fisica voluntaria induz um melhora perfil somatico e metabdlico de ratos

durante o desenvolvimento.
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Influéncia da atividade fisica na modulacao
da insulina e leptina programada
pela desnutricao perinatal

Influance of physical activity on the meodulation of insulin
and laptin programmed by parinatal malnutrition
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Resuma

Existe considerivel evidéncia para ainducio de diferentes fentitipas em reposta s variaghes no ambiente fetal e neonal.
0 aporte inadequade de mutrientes no perioda critico do deenvwolvimento ed amocizdo omm riseo albo de dosngas metahd-
licas na vida adulia. O esila de vida do individuc, que inchi dietas hiperalérics e ssdentarismo, parece estar rdacionado
an aparecimenio precoce de doenms do meabalismo. Esnedes tén demomsirado que a atividade fisica rezular pode melharar
o perfll lipidico no mnpue, a presio arterial £ 2 expressio de proteines da @eaia de snalizagio da insulina e lepting. Assim,
dentro dio contexta da inducio da fendtipo, serfio disartidos os efeitos da desmuiricio fetal & neonatal e, do possivel papel
modulader da atividade fisia repular no aparedmento da sindrome metabélica.

Palavras-chave: propramacio fetal, desmusricio protfica, atividade fisic, sindrome metabsilica

Abstract

There is cmasiderable svidence for the indwction of different phenctypes by variztions in fetal and neonatal envircnmens.
Undernutrition during the criticl period of development is associated with risk of metabolic disease in adult life. The lie
style im adult life induding hypercaloric diets and physicl inactivity is relzed 1o precoce onset of metabolic diseases. Various
studies have demansiraved that rezular physicl activity @n impeoee the blood Lipids prafle, blood pressre, and expression
of proteins in the pathway of insulin and leptin sgnalization. Thus, into the context of phenooype induction, this liemtre
review disous the effects of a fetal and necnatal undemutrition. In addition, it will be disoussed the modulator role of repular

physical activity in the ansat of metabolic syndrome.

Key-woed: feal propramming, protein malnotrition, physical activity, meabolic syndrome.
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Introdugaon

() desenvalvimento do organismo ocorre em
prande intensidade da pestacio a primeim infincia
devido ao crescimento rpido, mammcie de drpaos
£ simemas, replicacio e diferendiagio celular [1]. Al-
teragpies nesse perindo, chamado “periodo critico do
desemvolvimeno” {(FCL), podem ser immeversiveis [1].

A oferta adequada de outrientes € imprescin-
divel para a manutengio do crescimento & desen-
volvimento dos sistemas fisioldgicos [3.4]. O aporte
inzdequadoe de nutrientes pode alterar o padrio dos
eventos morfopenéticos que ocorrem nesta Gse, com
consequéncias deletérias para o desenvolvimento e a
aguisicio dos padrdes Asioldpicos maduros do orga-
nisma [3.45]. Virios estudos tém demon=rado que
a f[alta de nutrientes durante a wida fetal £ neonatal
tem repercussées tardias no hlhote, podendo com-
prometer diversos sistermas [7,8]. Rates desnutridos
na pestacio e lactacio apresentam hiperinsulinemia
na vida adulta [9]. Quando desnutridos na lactagio
desenvolvern hipedeptinemia aos 150 dias de vida
[10]. Estudos do nosso prupoe utilizando mies como
madelo experimental tem demonstrado que a dieta
multidehciente (7% proteina) durante a lactagio
pode infuenciar o comportamento alimentar, a on-
togénese dos reflexos, as propriedades mecinicas do
matsculo eequeléticn € a atividade locomoiom de mios
na wida adulta [11-14]. Bestricio protéica materna
{caseina 8%) durante o pericdo critico altera a taxa
de crescimento, as estruturas € funghes das células
pancredticas, eleva a pressio sanguines, aumenta
a intolerincia a plicose € a obesidade nos filhotes
quando adulios [15-17]. Os efeitos da programacio
fetal no aparecimento precoce de doengas mebalicas
tém associacio direia com o estilo de vida gque inclui
dieta hipercaldrica e inatividade Asica [18].

A inagividade fisia pode potencializar o apare-
cimento precoce de distirbios metabalicos [19]. Por
outro lado, individuos ativos possuem menor risco
de desenvolver obesidade, hipertensio, didipidemia,
resisténcia 3 insulina e leptina ¢ doengas cornelaias
[20-22]. O estudos que envolvem a atividade fisia
tém contribusddo para o entendimento dos mecanismos
subjacentes ans beneficios de um estilo de wida ativo.
Enireraneo, £ de interesse o questionamento acenca das
repercussies na vida adulta de individwos desnusridias
no periodo perinatal, que passaram a realizar arividade
Asica repularmente.

Asgim, com base no moddo da influéncia feno-
tipica, esta revisdo tem como objetivo abordar as bases
tedricas das repenoessies da desnuericin perinatal na
vida adulta e o possivel papel modulador da atividade
fisica sobre o metabolismo mergético.

A nutticio como modelo de progtamacio fetal

Uma alimentagio balanceada ¢ essencial para o
desemvolvimento e cresdmento adequadio dos sistemas
e manutencio de uma bea condigio fsica do indivi-
duo [23]. De acordo com a particularidade das esapas
inicizis dio crescimento {pestagio, lctagio o primeira
infincia) e da espécie a ser emudada, 2 janela critica
do deservalvimento pode se abrir e a Gl oo eces=o
de nutrientes pode induzir alieragbes permanentes
na estrutura € fungio de drgdos € sistemas [1]. Esa
janela oritica € chamada de “periodo critico do de-
senvolvimento” sndo caracterirada pelo orescimenta
rpido, maturacio de drgdos e simemas, replicc@o =
diferenciacio celular [1]. Esse periodo varia temporal-
mente de acordo com a espécie £ com o sistema a ser
estudado [1]. Em humanos, o pedodo de suscepribi-
lidade do sistema nermso di-= do terceino trimesire
de desenvolvimento intra-utering e continua por dois
a quarro anos apés o mascimento [2]. Em medones, a
diferenciacio dos sistemas newronais gue regulam a
homeosase enerpética, tem inicio durante a pestacio,
ccontinua até o desmame [24]. Mo coragio, o perinde
critica do desemvolvimento ocorme entre a terceim a
quinta semana de pestagio no homem e na sepunda
semana de pestacional de camundongos [25,26].
Influéncias ambientais nessa fase de susceptibilidade
pedem interferir no desemvolvimento do orpanisma
|27 28]. O fendmeno binkdgico que refere aos insulios
no inicio da vida € alteragtes na idade adulia ¢ definido
coma programacio fetal [29]).

Em perindos precoces da vida, o orpanismo ==
adapta an ambiente, maso as condipies iniciais da vida
== alterem, e adaptagio pode == tornar deletéria om-
sionando, por exemplo, doencas relacionadas 2o mesa-
bolisma [7.30-32]. Em mtos, uma dieta hipedipidica
durante a lactaghio promove distiirhios metabdlicos que
repercutem em resisténcia 3 insulina na wida adula
[33]. Eilhotes de mtas submetidas a diferentes apentes
estressores [ 3 horas de bz, ruido 3 noite, 5 minwios
de retencio, 15 min de odor do predador, mudancas
de griola e umidade na griola) durante 7 dias iniciais
da pestacio apresentam uma reducio no percentual
de pordura corporal £ aumento da massa magra que
estabelecem posteriormente comportaments alimen-
tar hiperfagico [34]. A desnutrigio protéica dumante
a pestagio e lactacio indux hiperfapia em hlhotes
de ratos acs B meses de vida [35]. A desnuericio no
perindo critico do deservalvimento, em humanos
animais, pode ter consequéncias, indusive, nas pera-
cives subsequentes [3:,37]. 0 menor peso a0 nascer
materno esteve asocizdo com wm rison aumenizdo
de intolerincia 3 glicose, aumento das concentraghes
colesteral e triacilpliceridens, & maior presio arerial
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sistilica da descendéncia [36]. A sepunda pemgio de
animais sob restricio protéica na lactacio apresenton
hiperplicemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia
[37]. O déficit mutriciona] no periodo crition do de-
sermvolvimento tem sido proposto coma programador
de domngas metabdlicas € cardiovasculares na vida
adulia [38].

Doengas metabalicas como consequéncia da
desnuiticio precoos: ardo moduladota da
insulina e da leptina

A obesidade € evidenciada como a precursora
de doengas metabalicas e cardiovascolares [39]. A
hiperfagia com consequente cdtch up do crescimenso
£ a provavel musa do excesso de peso na vida adulia de
individuns que sofreram desnuricio precoce [40,41].
Ratcs adulios desutridos na pestacio efou laciacio
apresentaram hiperiagia, hiperplicemia € consequente
aumenie da pordum corporal [3542.43]. Na vida
adulta, animais desnutridos na pestacio € lactacio
apresentam aumento dos trigliceridens e acidos gra-
xos plasmadtions com dimimeigio do colesteral HDIL
[9.32.35.40.

Alpuns estudos tem reladionado a desnutricio
em perodos criticos do desenvolvimento com a acio
de horménios, por exemplo a insulina e a leptina
[10,17]. Ainsulina & a beptina participam da repulacio
do metabolismo enerpético £ agem de forma agonista
[#4]. Extes horménics atuam na redugio da inpesio
alimenzar e no balango energético, sinalzando de for-
ma direta 2 adiposidade visceral [44]. Com o aumenzo
do peso, a glicemia aumenta £, consequentemente a
secrecio de insulina deve aumentar para manter a ho-
meostase enerpetica [45,46]. A concentrcio da leptina
plasmatica, &m humamnos, aumenta em 0% quanda
ooome wmn aumento de 10% do peso corpoml [47].
Na obesidade, niveis circulanies de leptina e insulina
s50 elevados devido 20 aumento da pordum comporal
£ presenca de resisténcia 3 insulina [48].

Ma idade adulta apas o catch wp do crescimenso
ooame hiperinsulinemia que favorece a hipedeprine-
mia [41]. Ans 180 dias, € possivel observar am ratos
desmetridos na lactagio a hiperinsulinemia decorrente
da hiperglicemia [42]. Ratos desnutridos na pestacio e
lactagio apresentam hiperinsulinemia com resisténcia
4 insulina, na vida adulta [9.40]. Animais sob restri-
hiperleptinemia com resisténcia aos efeitos anore-
xipenos da leptina aos 150 dias de wida [10,15]. O
diesemvolvimenta die resisténcia 3 leptina no misculo
esquelético parece estd reladionado a0 aumento da
expressio BN AmM da proteina supressom da sinalizacio
da ditecina 3 (SOHC53) [49]. Es=a proteina é responsd-
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vel pela inativagio da Janus kinase 2 {JAK2), proteina
sinalvadora da leptina [$0]. Porém, os memnismos
pelo qual == desenvolve a resisténeia 3 lepeina ainda
precisam ser elucidados.

() hiperinsulinismo € um dos primeiros indi-
cadores metabdlicos do aparedmento da obesidade €
da diabetes tipo 2 [51]. Em quadros de resisténeia 2
insulina, a concentragio de dcidos praxos intracdular
estd elevada e a agho da insuling reduzida [52-54). A
atividade plicolitica e capracio de plicose muscular
estimulada pela insulina apresentam-se reduzidas
[54]. Como consequincia, hd aumento no conpeido
de plicose-G-fosto, causando acimule de glicose in-
tracelular e, portanio, redugio do sew transporee [35].
(hrtros estudos superem mecanismos diferentes pamm o
deservalvimento da resisténcia 3 insulina. Jovens que
nascermm com baivo peso a0 nascer apresentaram redu-
30 da expressio da enzima fosaridilinositol 3-quinese
(Pl3-quinase) € consequentemente do transportador
de glicose GLUT 4 [56]. Mo musculo esquelético de
rocdores resistentes 3 insuling hd wma redugio do
substrato do recepior de insulina 1 [IR5-1) associadio
a fosfotinositidil 3 quinase (Pl 3-quinase), redurindo
a ativagio das outras proteinas da csca de sinalia-
30 £ consequentemente 2 captacio de plicose [57]. A
elevacio da concentragio sanguinea de dcidos graxos
parece ser uma das principais cansas da resisténcia 3
insulina no musculo esquelético [58].

A leptina pode induzir alieragtes na expressio
pénica da insuling atuands em alpuns componentzes
da mscata de sinaliracio da insulina via substratos dos
receptores de insulina (IRS-1) e P1 J-gquinase [59].
Células hepaticas em cultura estimuladas com leptina
nio apresentaram efeitos sobre 2 via de sinalizacio
da insulina, mas quands estimuladas com leptina e
imsulina induzin a fosforilacio da tiresina para ativara
lipagio da IR5-1 & 'l 3-quinase, e consequentemente
transportar glicose para o meio intra-celular [59].
Existem interaghes complexas entre a leptina € 2 in-
sulina [&0]. A insulinemia parece =er um importante
maduladar da bepeinemia [60,61]. Porém, apesar dos
mecanismes envolvidos na interagio desses dois hor-
mdinics ainda nio serem daras, sabe-se que e oeso
sao indicadores do desenvolvimento de obeidade e
doencas ardiovasculares [48,.51].

As doengas cvinico-depenerativas, que podem
ser consequéncia da escasser de nutrientes no perio-
do critico de desenvalvimento, thm sido essodiadas 2
alta taxa de mortalidade em virios pafees [EL63]. Mo
Brasil £ na China, estudos spidemiclégicos apomtam
diminuigio da desnutricio infantil € sumento do
sobrepesolobesidade em aduleos [62.64,65]. O estilo
de vida esta bem relacionado a essa prevaléncia [66].
A inatividade fsic amociada an consumo aumentada
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de dietas hiperlipidicas £ hiperalarics t2m elevado a
incidincia de doencas crdiovasculares & diabetes tipo
2 [64,67). Um estudo envolvendo o cendrio da “fome
holandesa™ indica que recém-nascides com baixo peso
an nascer tendem a possuic um estilo de vida inativo
£ uma maior ingestio de alimentos hipercaloricos
contribuindo para o aparecimento da sindrome me-
tabdlica na fase adulia [18]. Estravégias de intervengio
que induam mudangs no exilo de vida, como uma
dieta equilibrada £ a pratica de atividade fsica vém
sido propostas [67-70].

A atividade fisica repular estd relacionada 3 di-
minuicio do risco de deservalver obesidade e doengas
coreelasas [F1,72]. O termo atividade Ao refere a
qualguer movimento do midsculo esquelético que de-
mande pasto enerpeticn. (huanito ao nivel de atividade
Asica, o individuo pode ser dassificado como ative ou
inative 2 depender da quantidade de calorias semanais
pastas em wm esforge fsico [73]. Assim, wm individoo
£ considerado ative quando == engaja em atividades B-
sicas {mmminhadas, jopring, andar de bicidea, natagio,
atividades domesticas, atividades no trabalho, ativida-
des die lazer e recreacio) durante 30 minutos levandio a
um dispéndio enerpético acima do metabolismo basal
em torne de 1500 keal/semana [73].

() exercicio fisico e o treinamento fsico referem
i atividade fAsica realizada sistematicamente sepuindo
a magnitwde do exforco {intensidade, dumgio, fregu-
£ncia e tipo) [74]. Quanto 4 intensidade, o exerdcio
fisico pode ser cla=ificado como lewe, moderado e
intenso. Essa dassifcacio toma comao base a realizacio
de testes de esforgo maxime para avaliar o sumento
da concentragio de lactato no sanpue, o consomo
miximo de oxigénio (YO}, ou a frequéncia cr-
diaca mdxima (FC__). Em exercicios de intensidade
leve £ modemda, a concentragio de lactato no sanpue
permanece estavel (varando entre 2 até 4 mmol/L), ou
szja, o laciato & produzido em menores concentraches
[F4]. 0¥, _eaFC__sao os pardmetros fisicl ogicos
mais comumente wtilrado em esudos parm referenciar
a intensidade do esforpo. Assim, um exercicio leve
prralmente refere de 20 2 30% do VO eda FC_,
ummmfdn:nndﬂ:dnd:ﬁﬂ-?ﬂﬁdnmh: da
FC__ o exercicio intenso acima de 80% do VO,
eda FC, [73].

Chando o exercicio fsico € realiado de forma
sistemdtica e com a intensidade do esforgo controla-
da, passa-== a referir como treinamento fsico. Assim
coma o xercido Hsico, o treinamento fisioo pode ser

classificado como leve, moderado e imtenso [F1]. O

treimamento Asboo a 65-00% da VO o L2 TO-85%
da FC__ estd asociado a0 aumento do metabalismo
axidative & melhoria da capacidade fisica [7ia].

Evidéncias dos beneficios da atividade Asica para
asaiide podem ser observadas em estudos com huma-
nos & animais [ 30,77 Individuos atiwos (determinado
pelo nivel de atividade da vida diiria) apresentamm
reducio de 12 a 14% no risco de desenwalver doencas
cardiovasmulares [77.78]. Adol=centes que realizam
atividade Hsica possuem 33% menos de chance de
desenvalver a sindrome metabalica [79]. Um progra-
ma de intervengio interdisciplinar que incentivou a
atividade fsica em adolescentes por 20 meses resulton
em redugio nas dobras suboutineas de adiposidade ab-
dominal e redhucio de 12 2 14% no risco die desenwalver
doencas cardiovasculares [22]. B bem estabelecido que
a atividade fisic atenue as dislipidemias, redurindo as
eripliceridens sérioms £ aumentando o oolesteral HOL
[21]. Em ratas, a atividade fsica volumtdria (corrida em
cidcerpométro por 3 semanas) diminuiv o percentual
de pordura na regido epdidimal [20].

Apesar de estudos que avaliem os efeitos da arivi-
dade fsica voluntdria sobre 0 metabolismo enerpético
serem excassos, pesquisas envolwendo o meinamento
fisico £ a sindrmme metabalica 50 mais frequentes. Em
humancs, o trdnamento fsico moderado (eercicio
aerdbico, 3 veres por semana durante 16 semanas)
reduz a pressio arterial, o peso corporal e a pordum
corporal, 2 glicemia, a lipogénese ¢ melhora a sinali-
zacin da insulina no tecido musoualar e adiposo [B0].
O treinamento modemdo de sdintrece resistido (ci-
dismo por 5 semanas) dimimei a resisténcia 2 insalina
[81]). Adolescentes obesos submetidos 2 um programa
de treinamento Asico moderado  restricio enerpétic
apresentaram melhor em sa capacidade de oxidar
lipidios, que etd associada 3 uma nomaliracio da
conoemntracEn s de bepting, resultando em uma me-
lhora a sensibilidade insulinica [B2]. Mulheres obess
submetidas a0 exercicio fisico € & restrigio caldrica, a
partir de 2 semanas, diminniam a concentragio de
leptina sanpuine e apés 14 semanas dimimiram a
cintura abdominal £ a masm corparal [3]. Em animais
obesos, oheervou-se que o treinamento fsico serdbico
mderada (corrida em esteira a 20 mimin, | hidia, 7
dizs/semana, durante § semanas) atenua a resisténcia
i insulina [84]. Hi um aumento na ativagio do TR51
associzdo a Pl3-guinase que aumenta a captagio da
glicose para o meio intracelular pelo GLLUT-4 [B4].
Em matos sob dicta hipedipidica, o treinamento de
endurdnce foi eficaz na prevencio do desenvolvimento
de resisténcia 3 leptina, embara ndo tenha diminuida
a expresso da SCMCS5 [49].

A atividade Asica € o treinamento Bsico parecem
minimizar os efeitos da programagio induzida pela
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desnutrigio perinatal [85-87). Criangas desnusridas
estimuladas a realizar atividade fisica regular apresenia-
ram maiar alra e peso corporal quando comparadas
ans sewxs pares inativos [83]. (O consumeo de axigénio no
repous, quantidade de enegia que pode ser produzida
pelo metabolismo aembio por determinada unidade
de tempo, € maior am mios desnuiridos {cseina 8%)
sob treinamento de mdinece natacio [88]. As pes-
quisas gue envolvem atividade fisica em animais zinda
necessitam de mais esudos € uma padroniradic de
uma técnica aplicivel para quantibcar essa atividade
ainda nio tem sido esabelecida. Asim, estudos que
avaliem os eleitcs a longo-prazo da arividade fsica
associada ou ndo & nutrigio durante 3 pestagcio devem
ser priorizados.

Em concdhusio, o ambiente materno influencia
o crescimento € o desenvolvimento do Alho. Varios
estudos tém demonstrado o efeito do aporte inadequa-
do de nusrientes dumnte 2 pestacio e a ocoméncia de
doenicas na vida adulta. (Y estilo de vida apds o penodo
de restriciio representado pelo nivel de atividade fisia
induzr alteragies no apone de subsimros £ oxigénio
para o muisulo e o tecido adiposa. Neste sentido, ¢
provavel que a atividade Asica possa estar relacionada
a dlteragoes membalicas € atenuar o5 efeitos da pro-
pramagao feial induzida pela desnusrigso.
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3. METODOS

Realizamos o presente estudo em duas etapas. A primeira baseada em um protocolo de
treinamento fisico moderado existente, avaliamos o peso e comprimento corporal, indice de
massa corporal e leptinemia no tecido adiposo em ratos adultos submetidos a desnutricdo
perinatal (artigo original 1). Na segunda parte, desenvolvemos um protocolo de atividade fisica
voluntaria avaliando o comportamento frente a atividade fisica voluntaria, peso e comprimento
corporal, consumo alimentar e hidrico e concentracGes sérica de colesterol, triglicerideos e
glicose (artigo original 2).

12 ETAPA — Artigo original 1

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar da colénia do biotério de criagdo do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos
em biotério com temperatura de 23 * 2°C, ciclo claro-escuro de 12/12h (claro: 17:00 hs as 05:00
hs e escuro: 05:00 hs as 17:00 hs) e livre acesso a alimentacdo e agua.

Animais machos e fémeas (proporc¢do 1:2, n=16 para fémeas), com idade entre 90 e 120
dias, foram acasalados. Uma provavel concepcdo foi detectada através da técnica de esfregaco
vaginal, essa consiste na coleta da secrecdo vaginal para verificar a presenca de espermatozoides
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

Uma vez detectado o estado de prenhez, as gestantes foram acomodadas individualmente
em gaiolas, e receberam dieta a base de caseina, seguindo as normas da American Society for

Nutrition Sciences (AIN 93). Assim formam dois grupos experimentais: controle (C: caseina
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17%, n=12) e desnutrido (D: caseina 8%, n=12) (tabela 1 e 2) (REEVES; NIELSEN; FAHEY,
1993). Apos 0 nascimento, as maes continuaram recebendo dieta a base de caseina e as ninhadas
foram ajustadas para 6 filhotes até o final da lactacdo. As ninhadas foram misturadas e os filhotes
redistribuidos entre as genitores para evitar os efeitos da ninhada. Apés o periodo de lactacdo, 21
dias de vida, somente os filhotes machos foram utilizados no experimento e a alimentagédo
fornecida foi a dieta padrdo do biotério (LABINA, Purina Brasil) (tabela 3).

Tabela 1: Composicdo centesimal de macronutrientes da dieta experimental isocalérica com

diferentes teores de proteina utilizada na alimentacao dos animais durante a lactacao.

% Proteina

Macronutrientes

8 % 17%
%g 100.00 100.00
Proteinas 8.10 17.30
Carboidratos 66.87 58.11
Lipideos 7.00 7.00
Fibras 1.25 5.00
Vitaminas 3.50 1.25
Minerais 5.00 3.50
Kcal 362.48 363.44

Fonte: FREITAS-SILVA, 2007.

Tabela 2: Composicédo das dietas (17% e 8% de proteina)

Ingredientes 1 Kg de caseina

8 % 17%
Caseina 79,39 179,3 ¢
Mix vitaminico* 109 10g
Mix mineral * 359 359
Celulose 509 509
Bitartarato de colina 250 250
DL-Metionina 309 309
Oleo de soja 70 ml 70 ml
Amido de milho 750,2 ¢ 650,2 g

* Mix mineral contendo (mg/kg de dieta): CaHPO4, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO, 420; MgSO4, 2000;
Fe202, 120; FeSO4-7H20, 200; trace elements, 400 (MnSO4-H20, 98; CuSO4-5H20, 20; ZnS04-7H20, 80;
CoS04-7H20, 0.16; KI, 0.32; sufficient starch to bring to 40 g [por kg de dieta]).

* Mix vitaminico contendo (mg/kg de dieta): retinol, 12; colecalciferol, 0.125; tiamina, 40; riboflavina 30; acido
pantotenico, 140; piridoxina, 20; inositol, 300; cyanocobalamin, 0.1; menadiona, 80; &cido nicotinico, 200; colina,
2720; acido folico, 10; acido p-aminobenzoico, 100; biotina, 0.6.

Fonte: REEVES, 1993.
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Tabela 3: Composicéo centesimal da dieta LABINA (Purina Brasil)*

Composicéo centesimal (g%0o)

- - — : : Kcal%
Proteinas Carboidratos Lipideos Cinzas Fibras

23,27 56,81 4,24 6,60 8,00 358,48

* |tens de enriquecimento por Kg de racédo: acido folico (14,00 mg), antioxidante (150,00 mg), biotina (0,20 mg),
cobalto (2,00 mg), cobre (30,00 mg), colina (2.800,00 mg), ferro (180,00 mg), iodo (2,00 mg), manganés (110,00
mg), niacina (242,00 mg), selénio (0,20 mg), pantotenato de calcio (100,00 mg), piridoxina (12,00 mg), tiamina
(12,00 mg), vitamina A (28.000,00 Ul), vitamina B12 (44,00 mg), vitamina B2 (28,00 mg), vitamina D3 (4.400,00
Ul), vitamina E (90,00 Ul), vitamina K (7,00 mg), zinco (110,00 mg).

Fonte: SILVA, 2008.

Treinamento fisico moderado

Aos 63 dias de idade os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais, de acordo
com a realizacdo do treinamento fisico: a) grupo controle nao-treinado (C: caseina 17%, n=08);
b) grupo controle treinado (T: caseina 17%, treinamento fisico, n=08); ¢) grupo desnutrido nao-
treinado (D: caseina 8%, n=08) e d) grupo desnutrido treinado (DT: caseina 8%, treinamento
fisico, n=08) (Figura 1). Os animais treinados foram submetidos a um programa de treino fisico
moderado, em esteira Motorizada EP-131/Insight Equipamentos Ltda [6 baias individuais com
altura de 170 mm, largura interna 97 mm, comprimento de 385 mm] (Figura 2). O protocolo
experimental (8 semanas, 5 dias/semana e 60 min/dia a 70% do VO,max, horario do exercicio 3
horas ap0s iniciar o ciclo escuro) foi seguido [Tabela 04] (LEANDRO et al., 2006). O grupo nao

treinado permaneceu nas gaiolas.

Controle (C) Desnutrido (D)
[ (n=12) 1 [ (n=12) 1
Controle (C) Treinado (CT) Desnutrido (D) Desnutrido treinado
(n=06) (n=06) (n=06) (DT) (n=06)

Figura 1: Formacgdao dos grupos experimentais (n=24).
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Tabela 4: Protocolo de treinamento fisico de acordo com a velocidade, inclinacdo e duracdo de
cada sessdo das oito semanas de treinamento.

Semanas Velocidade (km/h) Inclinagéo (°) Duragdo (min)
12 Semana 03 0 5
(Adaptacéo)
0,4 0 5
0,5 0 5
0,3 0 5
2% Semana 0.4 0 5
0,5 0 20
0,6 0 30
0,4 0 5
3% Semana 05 0 5
0,6 0 10
0,8 0 10
0,9 0 30
0,5 0 5
42 Semana 05 0 5
0,8 0 10
0,9 0 10
11 0 30
0,5 0 5
52 Semana 05 5 5
0,8 5 10
0,9 5 10
11 5 30
0,5 0 5
6% Semana 05 10 5
0,8 10 10
0,9 10 10
11 10 30
0,5 0 5
7% Semana 05 10 5
0,8 10 10
0,9 10 10
11 10 30
0,5 0 5
82 Semana 05 10 5
0,8 10 10
0,9 10 10
11 10 30

0,5 0 5
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Figura 2: Animais em treinamento fisico moderado na esteira motorizada para ratos (Insight

Insight Equipamentos Ltda - EP 131).

Desenho Experimental

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados aos 118 dias de idade

para a realizacdo dos estudos propostos (Figura 3).

Grupo Controle
Caseina a 17% (n=12)

Gestagéo Lactagdo

Treinamento fisico moderado

Grupo Desnutrido
Caseina a 8% (n=12)

Dieta normoprotéica: Labina

117 118
dias dias
A
Sacrificio

Figura 3: Desenho experimental representando a formacdo dos diferentes grupos (controle e

desnutrido) quanto a manipulacdo da dieta e do treinamento fisico, e o periodo em que foram

sacrificados. O numero de animais sacrificados foi o0 mesmo para os diferentes grupos

experimentais.
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Avaliacao do peso e do comprimento corporal

Medidas de peso corporal

Os filhotes foram pesados individualmente durante todo o periodo de experimento
(nascimento, desmame, 30 e 60 dias de idade e semanalmente durante o treinamento fisico)
(PIRES-DE-MELO et al, 2009).

Peso corporal - O peso corporal dos animais foi registrado através de balanca eletronica
digital — Marte, modelo S-4000, com capacidade de 4kg e sensibilidade de 0,1g.

Medidas de comprimento corporal

Foi utilizada uma régua milimetrada para mensuracdo da medida muriométrica durante o
desmame, 30 e 60 dias de idade (SILVA et al., 2007).

Eixo Longitudinal do Corpo - O eixo longitudinal foi medido, contendo delicadamente o
corpo do animal com os dedos de forma que o corpo fosse mantido sob os dedos anular e médio e
a cauda sob o indicador, causando uma rapida imobilizacdo. Dessa forma com ajuda de uma
caneta, os pontos entre o focinho e a base da cauda foram marcados e a distancia entre estes,
efetuada com régua.

indices de sobrepeso / obesidade

Com os dados do peso e do comprimento corporal, foi avaliado o indice de massa
corporal (NOVELLI et al., 2007):

indice de massa corporal - O indice de massa corporal é determinado pelo peso corporal
(g) / comprimento ? (cm).

Avaliacao de parametros bioquimicos do sangue

Retirada do sangue

Aos 118 dias de vida, ap6s 12 horas de jejum e trés horas do inicio do ciclo escuro, 0s

animais foram anestesiados com uretana 12,5% e cloralose 0,5% (1 mL/100 g de peso corporal
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do animal, via i.p.). O sangue foi coletado, ap6s puncdo cardiaca em tubo de ensaio contendo
heparina.

Avaliacdo de pardmetros bioguimicos do sanque

As amostras de sangue coletadas em tubos contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acetico) foram imediatamente centrifugadas a 1.500 rpm por 20 min a 4° C. O plasma foi
congelado em nitrogénio liquido e estocado a -80° C.

A leptina no tecido adiposo subcutaneo e visceral foram avaliados a partir da técnica de
Western Blot. Os tecidos foram homogeneizados em tampéo de lise ice-cold lysis buffer (50mM-
Hepes, pH 6,4, 1ImM-MgCI2, 10mM-EDTA, Triton X-100 1%, 1 mg/ml aprotinin, 1 mg/ml
leupeptin, 1 mg/ml SBTI). Contetudo de proteina total do sobrenadante foi determinada pelo

método BCA™ (Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, USA). A
concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976). Amostras de proteina

total (10 pg) foram separadas por SDS-PAGE (12%) e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose (Hybond P, Amersham Pharmacia Biotech's Inc., Bucks, Londres, Reino Unido).
As membranas foram blogueadas durante 90 min com 5% de leite desnatado em TBS-T (20 mM
de Tris, 0,5 M de NaCl, 0,1% de Tween 20). As membranas foram lavadas trés vezes com a T-
TBS e incubadas durante a noite com o anticorpo primario anti-leptina (rabbit monoclonal -
1:1000, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). Elas foram lavadas e incubadas durante 1 h
com anticorpo secundario anti-rabitt (goat anti-rabbit conjugated with HRP 1:1000, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). Depois da membrana ter sido lavada trés vezes com
T-TBS, a ligacdo do anticorpo foi visualizada utilizando 3,3-diaminobenzidina

tetrahidrocloretoincubadas (10mg in 15 ml Tris buffer, 0.1M, pH 7.4). Resultados foram
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normalizados com a actina. Analises de densitometria das bandas imunorreativas foram

determinados pelo software de imagem PROPLUS (Infaimon, Barcelona, Espanha).

22 ETAPA — 2° Artigo original

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar da col6nia do biotério de criacdo do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos
em biotério com temperatura de 23 * 2°C, ciclo claro-escuro invertido de 12/12h (claro: 17:00 hs
as 05:00 hs e escuro: 05:00 hs as 17:00 hs) e livre acesso a alimentacdo (LABINA, Purina Brasil)
e agua. Apds o periodo de lactacdo, 23 dias de vida, somente os filhotes machos foram utilizados
no experimento e a alimentagdo continuou a dieta padréo do biotério.

Atividade Fisica Voluntaria

Ao desmame, 0s grupos experimentais (n=10) foram formados de acordo com a
realizacdo de atividade fisica voluntaria. O grupo controle, inativo (C, n=05 por gaiola, n=20 por
namero de animal) que permaneceram em gaiolas tipo padrdo de biotério, quatro animais por
gaiola (gaiolas de polipropileno - GP com dimens&o de 43x43x20 cm). O grupo ativo (A, n=05
por gaiola, n=20 por animal) foi formado pelos animais transferidos para a “gaiola de atividade
fisica voluntaria” (GAFV) a fim de realizarem atividade fisica voluntaria em cicloergbmetro
(tabela 5). As GAFVs sdo gaiolas de acrilico transparente com 60 cm de largura, 50 cm de altura
e 80 cm de comprimento (figura 4). Estas gaiolas, que comportam 4 animais, contém quatro
cicloergbmetros para que os ratos realizem atividade fisica voluntéria. Para a identificacdo do
animal no claro, cada um deles foi pintado com tinta atoxica em diferentes partes da cauda. Eles
foram filmados por uma camera de infra-vermelho localizada a frente da gaiola, conectada a um

computador que registrava as informacgdes sobre a movimentacdo dos animais na gaiola. No
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escuro, essa identificacdo ndo pode ser utilizada. Os animais foram observados diariamente para
avaliacdo quanto a realizacdo de atividade fisica com utilizacdo do cicloergdmetro. Aos 90 dias
de idade, todos os animais foram sacrificados para retirada dos tecidos (figura 5).

Cicloergdmetros

Comedouro Camera Bebedouro

Figura 4: Gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV).

Tabela 5: Formacédo dos grupos experimentais (n=10) de acordo com o tipo de gaiola em que

permanece dos 23 aos 90 dias de vida.

Caracteristicas N N
Grupos por gaiola Por animal Gaiola
23 aos 90 dias
Controle (C) 05 20 GP*
Ativo (A) 05 20 GAFV*

* GP: Gaiola padréo de biotério, GAFV: Gaiola de atividade fisica voluntaria.
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Controle (inativo), n=05

v v

Gestagdo Lactagao H 23 dias _W

Desmame

A A A A
Ativo (GAFV), n=05

Sacrificio
Equilibrio nutricional: Dieta padrao de biotério (Labina)

Figura 5: Desenho experimental representando a formacdo dos diferentes grupos, quanto a

atividade fisica e o periodo em que foram sacrificados.

Avaliacdo da atividade fisica voluntaria

Os animais ativos foram observados diariamente para avaliagdo da atividade fisica
voluntaria com o cicloergdbmetro através da filmagem obtida. Em cada hora do dia o nimero de

ratos que estavam em atividade no cicloergémetro foi registrado em valor absoluto e percentual.

Avaliacdo do peso e do comprimento corporal

Medidas de peso corporal

Os filhotes foram pesados individualmente a cada sete dias durante todo o periodo de
experimento (PIRES-DE-MELO et al, 2009).

Peso corporal - O peso corporal dos animais foi registrado através de balanga eletrnica
digital — Marte, modelo S-4000, com capacidade de 4kg e sensibilidade de 0,1g.

Ganho de peso corporal - O ganho de peso corporal (GPC) € o percentual de peso ganho
em relacdo ao primeiro dia de vida. Foi calculado através da seguinte formula: ganho de peso
corporal em percentual = (Peso de cada dia subsequente x 100 / Peso ao nascer) — 100, ou seja, %

GPC = (Pyxx 100/P;) — 100.
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Medidas de comprimento corporal

Foi utilizado uma régua milimetrada para mensuracdo semanalmente da medida
muriométrica (SILVA et al., 2007).

Eixo Longitudinal do Corpo - O eixo longitudinal foi medido, contendo delicadamente o
corpo do animal com os dedos de forma que o corpo fosse mantido sob os dedos anular e médio e
a cauda sob o indicador, causando uma rapida imobilizacdo. Dessa forma com ajuda de uma
caneta, os pontos entre o focinho e a base da cauda foram marcados e a distancia entre estes,
efetuada com régua.

Indices de sobrepeso / obesidade

Com os dados do peso e do comprimento corporal, foram avaliados os indices de
sobrepeso e obesidade dos animais semanalmente, exceto a circunferéncia abdominal registrada
aos 90 dias de vida (NOVELLLI et al., 2007):

indice de massa corporal - O indice de massa corporal é determinado pelo peso corporal
(g) / comprimento ? (cm).

Circunferéncia torécica - A circunferéncia toracica é determinada pela circunferéncia
medida imediatamente apds as patas anteriores.

Circunferéncia abdominal - A circunferéncia abdominal é determinada € medida pela

circunferéncia do ponto médio entre as patas anteriores e posteriores.

Avaliag¢éo do consumo alimentar
Os indices a seguir foram calculados segundo DEIRO, 1998.
Ingestdo alimentar absoluta (IAA): corresponde a quantidade de ragcdo ingerida em gramas

pelos animais de uma mesma gaiola semanalmente. O valor € obtido através da formula: IAA =
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QO — QR, onde, I1AA ¢ a ingestdo alimentar absoluta (quantidade ingerida), QO ¢ a quantidade

oferecida e QR é a quantidade rejeitada.

Ingestdo hidrica absoluta (IHA): corresponde a quantidade de agua ingerida em mililitros
pelos animais de uma mesma gaiola semanalmente. O valor é obtido através da formula: IHA =
QO - QR, onde, IHA é a ingestdo hidrica absoluta (quantidade ingerida), QO é a quantidade

oferecida e QR é a quantidade rejeitada.

Avaliacdo de parametros bioquimicos do sangue

Retirada do sangue

Aos 90 dias de idade os animais foram sacrificados, apds 12 horas de jejum. O sangue foi
removido apos decaptacdo por guilhotinha e coletado em tubos com EDTA.

Avaliacdo de pardmetros bioquimicos do sangue

As amostras de sangue coletadas em tubos contendo EDTA foram imediatamente
centrifugadas a 1.500 rpm por 20 min a 4° C. O plasma foi congelado em nitrogénio liquido e
estocado a -80° C. Para determinacdo do colesterol, triglicerideos, proteina e glicose foi utilizado
200 pL do plasma para analise através do kit comercial Biosystem em espectrofotdmetro BEL

1105 (Photonics, New Jersey, USA) (TOSTE et al., 2006).

Consideracdes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE (Parte
1. protocolo n° 23076.000904/2009-01 e Parte 2: protocolo n® 23076.021764/2008-18), em
anexo. Para o correto manuseio dos animais, os pesquisadores foram devidamente treinados e as

normas de biosseguranca e do biotério foram rigorosamente seguidas. A manipulagdo e os
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cuidados com os animais seguiram o estatuto da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de

Laboratorio (SBCAL) e Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Analise estatistica

A analise da atividade fisica voluntaria foi descritiva considerando a porcentagem
semanal dos animais que utilizaram o cicloergbmetro em cada hora do dia. Férmula: percentual
semanal de animais que utilizaram o cicloergdbmetro durante um determinado horario do dia =
(ndimero total de animais que utilizaram o cicloergbmetro na semana durante um determinado
horério do dia x 100) / namero total de animais em gaiolas de atividade fisica voluntaria. Os
demais valores sdo expressos em média e erro padrdo da média (EPM). Para comparacao entre 0s
grupos experimentais dos animais sob treinamento fisico, dados paramétricos, foi aplicada a
Analise de Variancia (ANOVA two-way). Quando a ANOVA revelou existéncia de diferenca, foi
utilizado o Teste de comparacBes mdltiplas Bofferroni. Para comparacGes entre 0s grupos
considerando a analise em apenas um momento utilizou-se o teste t-student. O nivel de
significancia foi mantido em 5% para todas as analises, utilizando o programa GraphPad Prism 4

para Windows.
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Abstract

Aim. To verify if moderate physical training affects leptin content in visceral and subcutaneous
adipose tissue of adult rats subjected to a low protein diet during the perinatal period. Methods.
Male Wistar rats were divided into two groups according to their mother’s diet during gestation
and lactation: control (17% casein, C, n=12) and low-protein (8% casein, LP, n=12). On postnatal
day 60, half of each group was submitted to moderate physical training (8 wks, 5 d.wk™, 60
min.d?, at 70% of VOamna, T) or not. After the physical training period, visceral and
subcutaneous adipose tissues were removed. Leptin content was evaluated by western blotting.
Results. Starting from the fifth week on, T pups showed a reduction in the body weight.
Similarly, LP+T offspring showed a lower body weight starting from the sixth week on. Western
blotting analysis showed that leptin content in the visceral tissue was higher in the LP rats (p <
0.01) and it was reversed in LP+T. no difference was found in the subcutaneous tissue.
Conclusions. Moderate physical training acts as a positive environmental stimulus that reverts

the effects of a perinatal low-protein diet on the leptin content in visceral adipose tissue.

Key-words: Perinatal undernutrition, physical exercise, programming, leptin, visceral adipose

tissue



44

Introduction

In recent decades, findings from retrospective human epidemiological studies and
experimental animal models have shown that nutritional experience during early periods of life
(fetal and immediate postnatal) can contribute to the development of the metabolic syndrome via
developmental plasticity [1]. The term “developmental plasticity” is used to explain that during
early ontogeny, the developing organism passes throughout ‘critical windows’ of sensitivity or
plasticity, during which environmental factors generate long-lasting phenotype adjustments [1-3].
The maternal low-protein diet model is one of the most extensively studied models of
developmental plasticity [4]. A low-protein diet (8% casein) during gestation and lactation
followed by a normal diet throughout the life-course is associated with growth restriction, slightly
elevated systolic blood pressures, age-dependent loss of glucose tolerance, insulin resistance,
hypertension and obesity [4, 5]. Insulin resistance and hyperinsulinemia have also been related to
several dysfunctions of the adipose tissue, such as changes in levels of adiponectin and leptin [5].

Leptin is a hormone mainly produced by mature white adipocytes and it regulates body
weight and the adipose tissue mass [5]. It acts mainly on the hypothalamus decreasing food
intake and increasing energy expenditure, reduces the release of orexigenic neuropeptides and
stimulates the increase of anorexigenic neuropeptides in the arcuate nucleus [5]. Maternal protein
restriction (81g protein/kg-8% of energy) increased relative fat mass, and induced
hyperglycemia, hypercholesterolemia, and hyperleptinemia in adult offspring (9 mo) [6]. In
addition, maternal low protein diet during gestation and lactation permanently alters the gene
expression of enzymes involved in lipogenesis in adipose tissue from adult rats and can be related
to early onset of obesity [7].

Strategies for prevention of obesity have emphasized restriction of dietary energy intake,

with increases in general physical activity or physical training [8]. Indeed, physical exercise is a
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well-known inductor of positive organic adaptations, but its beneficial effects depends directly on
the intensity/duration/type of effort [9]. The intensity of exercise is widely expressed as a
percentage of an individual’s maximal oxygen consumption (VOzmax) [10]. VOomax IS the
maximum capacity of an organism to transport and utilize oxygen during incremental exercise
[10]. Exercise is considered moderate when oxygen consumption is around 50-70% of VOzmax
and it has been reported to lower body weight and body fat, blood glucose, lipogenesis and
improved insulin signaling in skeletal muscle and adipose tissue [11]. In rats, moderate physical
training was effective in preventing the development of leptin resistance [12]. Recently, we
demonstrated that controlled moderate- to low-intensity physical training (treadmill, 5 d/week, 60
min/d, at 70% VO.max) attenuated the effects of a perinatal low-protein diet (8% casein) in the
immune response and proportion of fibre types in skeletal muscle [13, 14].

In order to test the hypothesis that physical training attenuates the effects of a perinatal
low-protein diet on the leptin synthesis in adipose tissue, the aim of the present study was to
verify the effects of a moderate physical training on the leptin content in visceral and
subcutaneous adipose tissue of adult rats submitted to a low protein diet during gestation and
lactation.

Materials and methods

The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the Biological
Sciences Center (protocol number 23076.000904/2009-01), Federal University of Pernambu%
Brazil and followed the Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals [15].

Animals and Diet

Male Wistar rats (Rattus novergicus) were obtained from the Department of Nutrition,

Federal University of Pernambuco, Brazil. Rats were maintained at a room temperature of 23 +

1°C and in a light—dark cycle (light 6:00 a.m. - 6:00 p.m.). Rats were kept in groups of six pups,



randomly distributed into two nutritional groups according to their mother’s diet during gestation
and lactation: a well-nourished group (control, C, n=12) fed by mothers (n= 6) receiving a 17%
protein (casein) diet and a low-protein group (LP, n=12), fed by mothers (n= 6) receiving an 8%
protein (casein) isocaloric diet ad libitum. During the suckling period, offspring were kept in
litters 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. After weaning (on the 25" day of age), animals
were kept in the collective cage and received animals’ standard laboratory chow (Labina, Purina,
Sé&o Paulo, Brazil) ad libitum. At the 63™ day after birth, animals were divided into four groups
according to physical training: control (C, n=6), undernourished (LP, n=6), control and submitted
to training (T, n=6), and undernourished and submitted to training (LP+T, n=6). Trained rats run
in a treadmill over a period of 8 weeks (5 days.wk™, 60 min.day™, at 70% VOamax) [9].

Protocol of physical training

The protocol of physical training was performed according to Leandro et al [9]. Briefly,
rats ran in a treadmill (EP-131®, Insight Equipments, SP, Brazil) during 8 weeks (5 days.wk™, 60
min.day™). The protocol was divided into four progressive stages in each session: (i) warm-up (5
minutes); (ii) intermediary (10 minutes); (iii) training (30 minutes), and (iv) cool-down (5
minutes) periods. The percentage of VO,nmax during the sessions of training was kept around 6@17
70%; the exercise was classified as aerobic with moderate intensity of effort. The non-trained
group remained in their cages. Animals were not submitted to any kind of reinforcement during
exercise.

Offspring body weight and body length

The body weight of pups was weekly recorded all through the experiment with a Marte
Scale, AS-1000, approaching 0.01 g. The body length of pups was recorded on days 21 to 63 of

life by measuring the external surfaces (nose-to-anus length) using a digital caliper (0.01 mm



accuracy). The body weight and body length were used to determine the body mass index (BMI,
grams/lengh?) [16].

Western blotting

At 118 days of age, forty-eight hours after the last session of physical exercise, animals
were anesthetized v.ip. with uretana (12.5 mL/100 g body weight) and cloralose (0.5 mL/100 g
body weight). Fat tissues were homogenized on ice-cold lysis buffer (50mM-Hepes, pH 6,4,
1mM-MgCI2, 10mM-EDTA, Triton X-100 1%, 1 mg/mL aprotinin, 1 mg/mL leupeptin, 1
mg/mL SBTI). Total protein content of the supernatants was determined by BCA™ method
(Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, USA). Samples with10 pg total
protein were separated by SDS-PAGE (12%) and transferred to a nitrocellulose membrane
(Hybond P, Amersham Pharmacia Biotech's Inc., Bucks, London, UK). Membranes were blocked
for 90 min with 5% non-fat dry milk in TBS-T (20 mM Tris, 0.5 M NaCl, 0.1% Tween 20).
Membranes were washed three times with T-TBS and incubated overnight with primary antibody
anti-leptin (rabbit monoclonal - 1:1000, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). They were
washed and incubated for 1 h with secondary antibody anti-rabbit (goat anti-rabbit conjugated
with HRP 1:1000, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). After the membrane
had been washed three times with T-TBS, antibody-binding was visualised using 34%
diaminobenzidine tetrahydrochloride (10mg in 15 ml Tris buffer, 0.1M, pH 7.4). Results were
normalized with actin. Densitometry analyses of the immunoreactive bands were determined by
Proplus image software (Infaimon, Barcelona, Spain) [17].

Statistical analysis

Results are presented as the mean + the standard error of the mean. Comparisons between
the control and the low-protein groups were performed using Student’s t-test. For statistical

analysis, intra-litter analyses were performed and found not to be significant. Data were analysed



by two-way repeated measure ANOVA, with the mother’s diet (C, LP) and physical training (T,
T+LP) as factors. Bonferroni’s post hoc test was used. Significance was set at P <0.05. Data
analysis was performed using the statistical program Graphpad Prism 5® (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA).
Results

Pups’ birth weights were lower in the LP pups than in the C pups. From weaning to 30" d,
body weight, body length, and BMI were lower in LP pups than that in control pups (Table 1). At
60 d old, LP pups showed a lower body weight but normalized the body length and BMI (Table
1).
Table 1 — Body weight, body length (nose-to-anus length), and body mass index (BMI,
grams/lengh?) of pups from mothers fed either an LP diet (casein 8%) or a normoproteic diet

(casein 17%) during gestation and lactation. Data are presented as means + S.E.M.

Body weight Body length BMI
n Mean S.E.M. Mean S.E.M. Mean S.E.M.
Birth weight C 12 6.4 0.1 - - - -

LP 12 5.0% 0.1

Weaning C 12 51.3 1.0 12.6 0.06 0.3 0.003

LP 12 29.2° 1.1 11.0° 0.01 0.25% 0.004

30" d C 12 112.7 35 16.1 0.02 0.43 0.003

LP 12 80.9% 4.0 14.0°% 0.02 0.39% 0.003

60" d C 12 239.1 8.5 221 0.03 0.48 0.002

LP 12 209.3% 7.0 21.5 0.1 0.45 0.002

#p < 0.05 by t-test student.

At 60 d old, half of the number of pups in each group was submitted to a protocol of
moderate physical training for 8 weeks. All of the groups showed an increase in body weight gain
throughout the weeks, and LP pups did not change when compared with C pups (Fig. 1). During

the protocol with moderate physical training, starting from the fifth week on, T pups showed a
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reduction in the body weight. Similarly, LP+T pups showed a lower body weight starting from

the sixth week on (Fig. 1).
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Figure 1. Body weight (g) during the weeks of physical training of the control rats (C, maternal
17% casein diet), perinatal low-protein diet rats (LP, maternal 8% casein diet), trained rats (T,
maternal 17% casein diet) and perinatal low-protein diet and trained rats (LP + T, maternal 8%
casein diet) [n = 6 for each group]. ®P<0.05 vs. C, and ® P<0.05 vs. LP by using two-way
ANOVA and Bonferroni’s post hoc test. VValues are expressed as mean + SEM.

Western blotting analysis showed that leptin content in the visceral tissue (2a) was higher
in the LP rats (p < 0.01) and it was normalized in LP+T rats but no difference was found in the

subcutaneous tissue among the groups (Fig. 2b).
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Figure 2. Leptin content in the visceral adipose tissue (a) and subcutaneous adipose tissue (b) of
the control rats (C, maternal 17% casein diet), perinatal low-protein diet rats (LP, maternal 8%
casein diet), trained rats (T, maternal 17% casein diet) and perinatal low-protein diet and trained
rats (LP + T, maternal 8% casein diet) at 118 days-old (n = 6 for each group). Actin was used as
internal control. Data are representative of three independent experiments of Western blot.
%P<0.05 vs. C, and ° P<0.05 vs. LP by using two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.
Values are expressed as mean + SEM.

Discussion
Maternal protein restriction is positively correlated with low birth weight, an impaired

offspring growth rate and a loss of lean mass during development [18]. Indeed, pups from LP
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mothers showed a reduced birth weight and a reduced body weight until 60 d old. Our results are
in accordance with previous studies [4, 13, 14]. In trained animals, body weight was lower in
comparison with the pair’s non-trained matching counterpart. It is well established that regular
moderate physical exercise increases the utilisation of fatty acids as fuel by skeletal muscles [19].
In addition, moderate physical training (50 - 70% VO2max) results in negative energy balance and
potentiates the thermic effects of food in lean subjects and this response may be enhanced in the
obese [9]. In humans, male adolescents showed an enhanced lean muscle mass and prevention of
body weight gain in response to aerobic exercise (12 weeks, 65% to 85% maximum heart rate)
[20]. In the present study, LP + T animals showed a reduced gain of body weight during the
weeks of moderate physical training. Our findings demonstrated that moderate physical training
is a positive environmental stimulus and can be a possible strategy to attenuate long-term effects,
to reduce the maternal environmental insult associated with obesity.

Leptin is a regulator of energy homeostasis that also affects placental and fetal
development [5]. In mice, maternal food restriction results in decreased serum leptin levels, and
the early leptin depletion may be one mechanism by which food restriction imprints the animal
to develop higher fat mass and food intake at adulthood [21, 22]. In the present study, maternal
low-protein diet during gestation and lactation resulted in unchanged leptin content in
subcutaneous adipose tissue but higher leptin content in visceral adipose tissue at adulthood.
The fact that leptin is produced differently in the two types of adipose tissue, confirms previous
data that dissociate the adipose mass from leptin serum concentration. In fact, other models of
developmental plasticity present higher leptin content in the visceral adipocyte, such as neonatal
leptin treatment and nicotine exposure during lactation or lower leptin content in the visceral
adipocyte in the model of postnatal early overnutrition [5, 23, 24]. The relative lower leptin

production seems to indicate a dysfunctional adipocyte because it is expected a higher leptin
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production in larger adipose cells. Indeed, it was demonstrated that leptin production is
inversely correlated with the severity of metabolic syndrome in humans [25]. Perhaps the
adipose tissue becomes exhausted with the obesity advance, and releases less leptin, and this
alteration paralalles the pancreatic beta-cells failure. On the other side, in the other two previous
models and in the LP model here reported, there are a compensatory leptin overproduction in the
visceral adipose tissue that can be important to maintain some of the leptin functions. The
effects of a perinatal low-protein diet on the leptin content in visceral adipose tissue were
attenuated in trained rats. The moderate exercise training normalizing other metabolic
dysfunctions also normalize this compensatory leptin increase.

It has been well established that moderate physical training accompanies changes in leptin
and/or adiponectin concentrations and decreases the visceral body fat content [9, 26, 27].
Miyazaki et al [27] verified that daily training (treadmill, 6-7 weeks, 90 min/d at 30 m/min)
induced a reduction in the size of adipocytes leptin mRNA expression, leptin secretion in
epididymal and inguinal adipose tissue. Conversely, in female judo athletes, plasma leptin
increase in 5 d with no-training [28]. Eight weeks of voluntary wheel running induced a lower
lipogenesis and higher lipolysis in adipose tissue of adult rats [29]. Fiebig et al [30] verified that
moderate physical training (2 h d*, 5 d wk™, during 10 wks) reduced fatty acid synthase activity,
the rate-limiting enzyme for hepatic lipogenesis, and the accumulation of visceral body fat in
adult rats. Taken together, it can be suggested that developmental plasticity can be modulated by
positive environmental stimuli in adult life, such as moderate physical training.

The present study showed for the first time that moderate physical training attenuates the
effects of a low-protein diet on the leptin content in visceral adipose tissue. Additional
experiments on studying the underlying mechanisms that include activation of PPARgamma,

AMP-activated protein kinase, and mitochondrial biogenesis would be worthwhile to perform.
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Resumo

Introdugdo: A atividade fisica regular estd associada a diminuicdo do risco de desenvolver
obesidade e doencas relacionadas. Nos protocolos de atividade fisica voluntaria para roedores
existentes, os animais permanecem isolados durante o experimento atrapalhando seu convivio
social e gerando estresse. Objetivo: Avaliar o nivel de atividade fisica voluntaria para ratos
Wistar respeitando seu convivio social. Métodos: Ratos Wistar (23 dias de idade) foram divididos
em dois grupos: controle (C, n = 05 gaiolas, 20 animais), ativos (A, n = 05, 20 animais). Os
animais foram mantidos em ciclo claro-escuro invertido e avaliados semanalmente. O grupo
ativo, dos 23 aos 90 dias de idade, realizou atividade fisica voluntaria utilizando o
cicloergbmetro. O grupo controle permanecia em gaiola padrdo de biotério. Medidas de peso e
comprimento, consumo alimentar e hidrico foram registrados durante todo o experimento. Aos 90
dias de idade, as medida da circunferéncia toracica e abdominal foram realizadas e em seguida os
animais foram sacrificados. O sangue foi removido para a andlise bioquimica de glicose,
colesterol, triglicerideos e proteina total. Resultados: Quanto a atividade fisica voluntaria, os
animais realizaram atividade durante o periodo escuro apresentando dois periodos com um maior
naumero de animais no cicloergbmetro. O primeiro momento entre as 06:00 e 09:00h e o segundo,
menor que o anterior, entre as 15:00 e 16:00h. Os animais ativos mostraram maior peso corporal
que o controle a partir dos 63 dias de idade. O percentual de ganho de peso foi maior no grupo
ativo a partir dos 70 dias de idade. A partir dos 42 dias de idade, o consumo alimentar foi maior
no grupo ativo a partir dos 42 dias de vida. A bioquimica sérica avaliada indicou menor glicemia
nos ratos ativos. Conclusdo: Adaptacdes fenotipicas a atividade fisica (peso corporal,

circunferéncia toraxica e abdominal e glicemia) podem ser evidenciadas.

Palavras-chave: Atividade fisica voluntaria, parametros somaticos, consumo alimentar e hidrico.
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Abstract

Introduction: Regular physical activity is associated with decreased risk for obesity and related
diseases. In the voluntary exercise protocols exist for rodents, the animals remained isolated
during the experiment disturbing their social and generating stress. Objective: Evaluate the level
of voluntary physical activity for Wistar rats. Methods: Wistar rats (23 days old) were divided
into two groups: control (C, n = 05 cages, 20 animals), active (A, n = 05, 20 animals). The
animals were kept under reversed light-dark cycle and evaluated weekly. The active group, from
the 23" to the 90™ day of age, performed voluntarily physical activity using the cycle ergometer.
The control group remained in standard vivarium cage. Measurements of weight and length, feed
and hydric intake were recorded throughout the experiment. At 90 days of age, the extent of the
thoracic and abdominal circumference were performed and then the animals were sacrificed.
Blood was removed for biochemical analysis of glucose, cholesterol, triglycerides and total
protein. Results: As for the voluntary physical activity, the animals underwent activity during the
dark period featuring two periods with a greater number of animals in the cycle ergometer. The
first time between 06:00 and 09:00 h and the second, lesser than the previous one, between 15:00
and 16:00 h. The active animals showed higher body weight than the control from as from 63
days old. The percentage of weight gain was higher in the active group at 70 days old. Food
consumption was higher in the active group from 42 days of life. The serum biochemistry
showed lower blood glucose measured in active rats. Conclusion: Phenotypic adaptations to
physical activity (body weight, chest and abdominal circumference and blood glucose) can be

evidenced.

Keywords: Physical activity, somatic parameters, food and water consumption
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Introducéo

O termo atividade fisica refere-se a qualquer movimento do musculo esquelético que
requeira gasto energeético acima da taxa metabolica basal [1]. Um individuo pode ser classificado
como ativo quando o nivel de atividade fisica representa uma despesa igual ou superior a 1.500
Kcal/semana acima do metabolismo basal. Atividades fisicas incluem caminhada, tarefas
domeésticas e outras ocupacdes [1]. O nivel de atividade fisica diaria em humanos pode ser
avaliado indiretamente através de questionarios e calculo da taxa de gasto metabdlico [2]. Ou
avaliada por métodos objetivos com o0 uso de peddmetros e acelerdmetros que quantificam o
gasto energético associado com as atividades diarias [3]. A atividade fisica regular esta associada
a diminuicéo do risco de desenvolver obesidade e doencas relacionadas [4].

Evidéncias dos beneficios da atividade fisica para a salde pode ser observado em estudos
em humanos e animais [5]. Individuos ativos (determinado pelo nivel de atividade da vida diaria)
apresentaram reducdo das dobras de adiposidade subcutaneas abdominal e de 12 a 14% no risco
de desenvolver doencas cardiovasculares [6, 7]. Adolescentes que realizam atividade fisica
possuem 33% menos de chance de desenvolver a sindrome metabolica [8]. E bem estabelecido
que a atividade fisica atenua as dislipidemias, reduzindo os triglicerideos séricos e aumentando o
colesterol HDL [9-12]. Houve também um aumento da expressao de receptores de insulina no
tecido adiposo e muscular [10-12]. Em ratos, a atividade fisica voluntaria (corrida em
cicloergométro por 5 semanas) diminuiu o percentual de gordura na regido epididimal [5].

Modelos experimentais de exercicio fisico em roedores podem ser por
exercicio/treinamento fisico forcado ou atividade fisica voluntaria.  Os modelos de
exercicio/treinamento fisico forcado (natacdo ou corrida em esteira) Sdo vantajosos por
padronizar distancias, tempo e velocidades. Porem, induzem a condicOes estressantes e nao

fisioldgicas visto que os animais por vezes realizam o exercicio para evitar o afogamento
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(natacdo) ou o choque (corrida em esteira) e, por vezes, em horarios inadequados (diurno) [13].
No entanto, a atividade fisica voluntaria, apesar de ser de dificil controle, é realizada pelos
animais espontaneamente, em ambientes ndo estressantes e respeitando seu ciclo de sono/vigilia
[13].

Existem protocolos para atividade fisica voluntaria em ratos que envolvem a corrida em
cicloergbmetro [14]. Porém, os animais permanecem isolados durante o0 experimento
atrapalhando seu convivio social. Sabe-se que animais que vivem em isolamento apresentam um
nivel de estresse que perturba o ritmo circardiano de ratos, podendo prejudicar a atividade fisica

[15]. Considerando os beneficios da atividade fisica e a importancia da relagdo social entre os

animais, desenvolveu-se uma gaiola para atividade fisica voluntaria para ratos avaliando o
comportamento dos animais diante da atividade fisica voluntaria, o peso e comprimento corporal,
circunferéncia toracica e abdominal, consumo alimentar e hidrico, concentracdes séricas de
colesterol, triglicerideos, proteina total e glicose.

Meétodos

A pesquisa experimental foi aprovada pelo Comité de Etica para pesquisa em animais
do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (Brasil) e as diretrizes
de cuidados e uso de animais em laboratério foram seguidas.

Animais e dieta

40 ratos Wistar (Rattus novergicus), aos 23 dias de idade foram obtidos do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os animais foram
mantidos a temperatura ambiente (23 + 1°C), ciclo claro-escuro invertido (luz 06:00h as 18:00h),
com livre acesso a dgua e ragdo (56,81% de carboidratos, 23,27% de proteina, 4,24% de lipideos

e 358,48 Kcal; Labina, Purina, Sdo Paulo, Brasil). Foram formados dois grupos experimentais:
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controle (C, n = 05 gaiolas, 20 ratos) e ativos (A, n = 05 gaiolas, 20 ratos). Os animais controle
permaneceram em gaiolas do tipo padrdo de biotério (gaiolas de polipropileno com dimensdes de
43x43x20 cm). O grupo ativo permaneceu em gaiolas de atividade fisica voluntéria.

Protocolo de atividade fisica voluntaria

Os animais ativos foram colocados em gaiolas de atividade fisica voluntaria (GAFV) de
acrilico transparente com 60 cm de largura, 50 cm de altura e 80 cm de comprimento, contendo
quatro cicloergbmetros em cada gaiola. Os ratos foram filmados por uma céamera de
infravermelho localizada na frente da gaiola e conectado a um computador que registra as
informacBes sobre a movimentacdo dos animais na gaiola. Os ratos foram observados
diariamente para avaliacdo da atividade fisica voluntaria com o cicloergbmetro através da
filmagem obtida. Em cada hora do dia o nimero de ratos que estavam em atividade no
cicloergébmetro foi registrado.

Peso, comprimento corporal, cintura toracica e abdominal

O peso corporal dos animais foi registrado semanalmente durante todo o experimento em
balangca Marte Scale, AS-1000, acuraria de 0,01g. Do peso corporal foram calculados o
percentual de ganho de peso e a taxa de crescimento. Percentual de ganho de peso = [peso
corporal (g) x 100/ peso no primeiro dia de vida (g)] — 100. A taxa de crescimento é o nimero de
gramas ganas por dia: Taxa de crescimento (g) = peso do dia anterior — peso de cada dia
subsequiente. O comprimento corporal foi mensurado do nariz ao anus, utilizando uma régua
milimetrada. O peso e comprimento corporal foram usadas para determinar o indice de massa
corporal [IMC = peso (g)/comprimento® (cm?)] [16]. A circunferéncia toracica e abdominal foi
determinada aos 90 dias de idade com uso de uma fita meétrica [17]. A primeira consiste na
circunferéncia apos as patas anteriores. A segunda consiste na circunferéncia do ponto medio

entre as patas anteriores e posteriores.
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Consumo alimentar e hidrico

O consumo alimentar foi avaliado semanalmente de acordo com a seguinte formula:
Ingestao absoluta de racdo (IAR) = quantidade ofertada — a quantidade rejeitada (g).

O consumo hidrico foi avaliado semanalmente de acordo com a seguinte formula:
Ingestdo absoluta de agua (IAA) = quantidade ofertada — a quantidade rejeitada (mL).

Preparacdo do sangue

Aos 90 dias de idade os animais foram sacrificados, ap6s 12 horas de jejum. O sangue foi
removido apds decaptacdo por guilhotinha e coletado em tubos com EDTA. As amostras do
tecido foram centrifugadas para obtencdo do soro, armazenados individualmente em ependorf
mantidos em frezer a — 80°C até a analise.

Bioquimica sérica

Os indices séricos de glicose, colesterol, triglicerideos e proteinas foram analisados
utilizando Kkits comerciais Biosystem em espectrofotdmetro BEL 1105 (Photonics, New Jersey,
USA) [18].

Anélise estatistica

A anélise da atividade fisica voluntaria foi descritiva considerando a porcentagem
semanal dos animais que utilizaram o cicloergémetro em cada hora do dia. Férmula: percentual
semanal de animais que utilizaram o cicloergdmetro durante um determinado horéario do dia =
(ndmero total de animais que utilizaram o cicloergbmetro na semana durante um determinado
horario do dia x 100) / nimero total de animais em gaiolas de atividade fisica voluntaria. Os
demais resultados sdo apresentados como média e erro padrdo da média, com significancia de
0,05. Para comparac@es entre 0s grupos considerando a analise em apenas um momento utilizou-

se o teste t-student. ComparagGes entre 0s grupos, considerando a analise em varios momentos da
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vida, foram realizadas utilizando ANOVA — two-way. A analise de variancia foi seguida pelo
pos-teste de Bonferroni.

Resultados

Comportamento dos ratos diante da atividade fisica voluntaria

Os ratos realizaram atividade fisica voluntaria dos 23 aos 90 dias de idade, totalizando 10
semanas de atividade. A primeira semana foi caracteristica do processo de adaptacdo ao ciclo
claro-escuro e a atividade fisica voluntaria. No periodo da 6% a 10* semana de atividade,
observou-se um maior percentual de ratos em atividade fisica voluntaria que nas cinco primeiras
semanas. Pode ser observado maior percentual de animais realizando atividade fisica no ciclo
escuro (06:00 as 18:00h), apesar de mostrar alguma atividade no ciclo claro (18:00 as 06:00h).
Nas semanas seguintes (segunda a décima semana) 0s animais estavam adaptados, observando
quase auséncia de atividade fisica no ciclo claro. Alguns animais iniciavam a atividade fisica uma
hora antes de iniciar o ciclo escuro (05:00h). Um maior percentual de animais ativos realizava
atividade nas primeiras horas do ciclo escuro (entre 06:00h e 09:00h) caracterizando um primeiro
pico de atividade. Da primeira a quinta semana de atividade, a partir das 10:00h houve uma
diminuicdo na frequéncia de atividade fisica (entre 10:00 e 14:00h). Entre 15:00 e 16:00h, h4d um
aumento do percentual de animais realizando atividade fisica, caracterizando o segundo pico de
atividade, porém menor do que o primeiro. O segundo pico de atividade € ausente da sexta a
décima semana de atividade, quando se observa uma diminuicdo continua da freqiiéncia de
atividade apds o primeiro pico. Diminuicdo acentuada no percentual de animais em atividade
fisica pode ser notada quando se inicia o ciclo claro, apesar de observar a atividade de alguns
animais ate duas horas apés o inicio desse ciclo (entre 18:00 e 20:00h). Na seqiiéncia (21:00 e

04:00h) houve auséncia de atividade fisica voluntaria (figuras 1).
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Figura 1. Percentual de animais ativos realizando atividade fisica voluntaria, por semana, de acordo com
a hora do dia. A — primeira a quinta semana em realizagdo de atividade fisica voluntaria. B - sexta a
décima semana de atividade fisica voluntéria.

Efeitos da atividade fisica voluntaria sobre peso e comprimento corporal, cintura

toracica e abdominal

Ao iniciar a atividade fisica voluntaria (23 dias de idade), o peso corporal dos grupos foi

semelhante. Em ambos 0s grupos o peso corporal aumentou com a idade, no entanto, 0 grupo

ativo apresentou maior peso a partir do 63° dia de idade. O percentual de ganho de peso

aumentou com a idade em ambos 0s grupos, no entanto, desde o 70° dia 0 grupo ativo apresentou

maior percentual de ganho de peso que o grupo controle. O indice de massa corporal foi
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semelhante em todas as idades, exceto aos 70 dias de idade (figura 2). Aos 90 dias de idade o

grupo ativo apresentou maior circunferéncia toracica e abdominal que o grupo controle (figura 3).
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Figura 2. A — Peso corporal (em gramas), B — comprimento corporal (comprimento do nariz ao
anus, em centimetros), C — percentual de ganho de peso (%) e D - IMC (peso/comprimento?,
g/cm?) de ratos controle e ativos. Valores sdo expressos em média + S.E.M. * C vs A, p < 0.05,
n=05. Comparacéo entre os grupos foi realizada utilizando ANOVA two-way com pos-teste de
Bonferroni.
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Figura 3. Circunferéncia toraxica (A) e abdominal (B) aos 90 dias de idade de ratos controle e
submetidos a atividade fisica voluntaria. VValores expressos em média £+ SEM. * Cvs A, p <
0.05, n=05. Comparacdo entre os grupos foi realizada utilizando o teste t-student.

Efeitos da atividade fisica voluntaria sobre consumo alimentar e hidrico

O consumo alimentar aumentou com a idade, estabilizado a partir dos 42 dias de idade.
No entanto, a partir de 42 dias de idade (exceto 49° 63° e 70° dia de idade), o grupo ativo
consumiu maior quantidade de ragcdo que o grupo controle (figura 4A). Quanto ao consumo

hidrico aumentou com a idade, em ambos os grupos. O grupo ativo apresentou maior consumo

hidrico absoluto que o controle nas idades de 35, 49, 63, 84 e 90 dias de idade.
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Figure 4. Consumo semanal alimentar absoluto (A), em gramas, e hidrico absoluto (B), em
mililitros, aos 90 dias de idade de ratos submetidos a atividade fisica voluntaria. Valores
expressos em média + S.EIM. * C vs A, p < 0.05, n=05. Comparagdo entre os grupos foi
realizada utilizando ANOVA two-way com poés-teste de Bonferroni.

Efeitos da atividade fisica voluntaria sobre a bioquimica sérica

As concentragdes séricas de colesterol, triglicerideos e proteinas foram semelhantes entre

0s grupos. Quanto a glicose, o grupo ativo apresentou menor glicemia em jejum comparado ao

grupo controle, aos 90 dias de idade (tabela 1).
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Tabela 1: Concentracdes séricas de colesterol, triglicerideos, proteinas e glicose, aos 90 dias de

idade, submetidos a atividade fisica voluntaria.

Controle (n=05) Ativos (n=05)
Colesterol (mg/dL) 55,42 + 16.29 67,70 £21.41
Triglicerideos (mg/dL) 30,46 £ 8.74 34,48 £ 9.39
Proteinas totais (g/dL) 6,83 + 0,42 6,57 + 0.36
Glicose (mg/dL) 115,05 + 12.04 74,87 +£40.71*

**Dados expressos em média = S.E.M. * C vs A, p < 0.05, n=05. Comparagao entre grupos usando o teste t-student.

Discusséo

Os beneficios da atividade fisica para a saide, como diminui¢do no desenvolvimento de
doengas cardiovasculares e aumento da expressdo de receptores de insulina, estdo bem
estabelecidos em humanos [6, 7, 10-12, 19]. Protocolos de atividade fisica voluntaria em ratos
com corrida em cicloergbmetro existem, porém, os animais permanecem isolados durante o
experimento o que dificulta seu convivio social [20, 21]. Nesta pesquisa desenvolveu-se uma
gaiola para atividade fisica voluntaria para ratos avaliando o comportamento dos animais diante
da atividade fisica voluntaria, o peso e comprimento corporal, circunferéncia toracica e
abdominal, consumo alimentar e hidrico, concentracBes séricas de colesterol, triglicerideos,
proteina total e glicose.

Os animais foram submetidos a atividade fisica voluntaria durante 10 semanas, do 23° ao
90° dia de idade. Protocolos de atividade fisica voluntaria para ratos variam entre 5 e 8 semanas,
sendo o presente protocolo condizente com a literatura [13, 14, 22, 23]. Esses protocolos néo
referem a primeira semana de atividade como de adaptagdo. Porém, protocolos de treinamento
fisico consideram a primeira semana de treinamento como de adaptacdo [24, 25]. No presente

estudo, a primeira semana de atividade fisica foi diferente das demais, pois, 0s animais realizaram
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atividade fisica em qualquer horario do dia, ndo respeitando seu ciclo circadiano. Em ratos, a
atividade locomotora espontanea é maior no ciclo escuro [14, 26]. Quando ndo se respeita o ciclo
cicardiano do animal, o ritmo repouso-atividade pode ser afetado causando perda de sono e

fadiga prolongada, induzindo a déficits neurocomportamentais [27]. Portanto, os animais devem

realizar atividade fisica no ciclo escuro corroborando com nossos resultados, que verificou quase
auséncia de atividade fisica no ciclo claro com realizacdo dessa atividade no ciclo escuro.

Quanto ao peso corporal, a partir do 63° dia de idade os animais ativos apresentaram
maior peso corporal e do 70° dia de idade maior percentual de ganho de peso em relacéo ao grupo
controle. Esse aumento ao longo da atividade fisica pode ser atribuido ao processo de ganho de
massa magra. A atividade fisica (corrida voluntaria em cicloergbmetro por 8 semanas) reduz o
acumulo de gordura corporal total, aumentando a massa magra [14, 28]. Ratos ativos (corrida em
cicloergométro por 5 semanas) o percentual de gordura na regido epididimal diminuiu [5]. A
massa gorda diminui com a atividade fisica para gerar energia [14]. No entanto, a massa magra
aumenta devido a maior concentracdo de glicogénio muscular com a atividade fisica que é um
potente modulador de genes envolvidos na regulacdo da massa muscular [29].

Em reposta a atividade fisica, ratos desenvolvem uma adaptacdo fenotipica a fim de
manter 0 maior potencial aerébio [14]. Alteracbes morfoldgicas de érgdos internos envolvidos na
absorcdo de nutrientes e distribuicdo energética sdo observadas em animais ativos [14]. Apds 8
semanas de corrida voluntaria em cicloergdmetro observou-se hipertrofia de 6rgdos de como
intestino delgado e grosso, figado, coracédo e rim [14]. Com o aumento no tamanho dos referidos
Orgdos as circunferéncias toracica e abdominal apresentaram-se aumentada em nosso
experimento. Esses resultados demonstram uma flexibilidade fenotipica do térax e abdémen em

conseqliéncia a hipertrofia dos érgaos viscerais, frente a atividade fisica.
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Os ratos submetidos a atividade fisica voluntaria consumiram maior quantidade de
alimento e agua que o controle. Animais ativos (corrida voluntaria em cicloergbmetro por 8
semanas) consomem mais alimentos que seus pares sedentarios, sendo a ingestdo caldrica
positivamente relacionada ao peso corporal, massa gorda e ganho de massa magra [14, 30]. Pois,
com a atividade fisica ocorre um maior gasto energético necessitado aumento da demanda por
alimento.

Apesar do aumento do consumo alimentar, a glicose dos animais da presente pesquisa foi
menor em relacdo ao controle devido ao aumento do potencial aerdbio gerado pela atividade
fisica. A atividade fisica voluntaria (cicloergbmetro por 1, 2 ou 4 semanas ou corrida em pista
rotativa por 5 semanas) hipertrofia a fibra muscular e aumenta a capacidade oxidativa do muasculo
[13, 22]. A atividade fisica (cinco semanas de execucdo roda voluntaria) aumenta a atividade da
enzima citrato sintase e da proteina GLUT4 correspondendo a um aumento da capacidade de
transporte de glicose [23].

Neste estudo, os efeitos da atividade fisica voluntaria para ratos machos Wistar
foram descritos. Adaptacdes fenotipicas a atividade fisica (peso corporal, circunferéncia toracica
e abdominal e glicemia) podem ser evidenciadas. Nossos resultados podem ser usados em
estudos destinados a demonstrar os efeitos da atividade fisica voluntaria sobre os sistemas
circulatério, digestdrio e locomotor.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A desnutricdo, em ratos, durante a gestacdo e lactagdo reduz o crescimento somético dos
animais. O déficit causado pela desnutricdo perinatal € compensado pelo treinamento fisico
moderado. Além disso, o treinamento fisico reverteu o aumento de leptina do tecido adiposo
visceral induzidos pela desnutricdo perinatal. Acredita-se que o treinamento fisico re-programe o
padrdo fenotipico adulto para paramatros somaticos e de leptinemia do tecido adiposo

determinado pela desnutricdo perinatal.

A gaiola de atividade fisica voluntaria mostrou ser um meio eficaz na indugdo de
atividade fisica espontanea em ratos. Além de respeitar a vontade dos animais, sem interferir em
sua socializacdo, sendo portanto, mais fisioldgico que outros métodos de atividade fisica
voluntéria existentes. A atividade fisica voluntaria em ratos jovens leva a alteracGes fenotipicas
nos parametros somaticos (aumento do peso corporal, da circunferéncia toracica e abdominal) e

da glicemia com sua diminuicao.

AdaptacGes fenotipicas a atividade fisica voluntaria (peso corporal, circunferéncia
toraxica e abdominal e glicemia) e readaptacdes fenotipicas da desnutricdo perinatal ao

treinamento fisico (leptina no tecido adiposo) podem ser evidenciadas.
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Perspectivas

A partir do presente estudo, novas hipoteses foram construidas e algumas perpectivas
sugeridas para a continuacéo desses estudos. Dentre elas:

o Normalizar a atividade fisica voluntaria em ratos na gaiola de atividade fisica
voluntéria identifindo cada animal da gaiola.

o Avaliar as repercurssdes da atividade fisica voluntaria em ratos desnutridos no
periodo perinatal sobre: pardmetros somaticos, bioquimicos séricos (perfil lipidico e
protéico, glicemia e leptinemia), leptinemia no tecido adiposo.

o Avaliar a influéncia da atividade fisica voluntaria em criangcas com baixo peso ao
nascer sobre: parametros somaticos, bioquimicos sericos (perfil lipidico e protéico,

glicemia e leptinemia), leptinemia no tecido adiposo.
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ANEXO A
Oficio de aprovacao no CEEA da UFPE — Artigo original 1

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Recife, 13 de fevereiro de 2009
Oficio n°® 110/09

Da Comiss&o de Etica em Experimentacéo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof?. Carol Virginia Géis Leandro

Ndcleo de Nutrigdo do Centro Académico de Vitéria

Processo n° 23076.000904 / 2009 — 01

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Efeito do treinamento fisico moderado sobre os leucdcitos sanguineos,
medulares e esplénicos em ratos adultos desnutridos durante a gestagdo e lactagdo. ”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o 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 questao do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

Observagao: /\/u.()/\ut\.
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutricéo;
Animal; Ratos Wistar; Machos e Fémeas; Idade: Adultos e

filnotes do 1° ao 21° dia; Numero de animais previsto no St
protocolo: 42 animais.

CCB: Integrar para desenvolver



ANEXO B _ N
Oficio de aprovacdo no CEEA da UFPE — Artigo original 2

Universidade Federal de Pernambace
Ceatro de Clacias Biolégicas

IOt
2126 ang 212 2a%1
LB L U B A
wacblufpe.br

Recfe, 25 da margo de 2000
Oficio n* 122109

De Comissdo de Etica em Experimentacso Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof.: Carol Virginia Gois Leandro

Centro Académico de Vitdna

Processo n® 23078.021764/2008 -18

Os membros da Comissio de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) svaliaram seu projeto de
puquiamiluhdo"hbkmw]ad&mmwmdnvﬂﬁa&h:md
m&m&mwumnm:daaiﬁ“ﬂck‘”
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avalagio e julgamento pela CEEAUFPE
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cientificos

Diante do axposto, emitimos parecer favordvel acs profocolos  experimantals
realizadas
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ANEXO C

Comprovante de aprovacao do Artigo 1 - Revisédo Bibliogréafica

o Jean Louis Peytavin
Para iracemamnelo@hotmmail.com

De: Jean Louis Peytavin (jlpeytavin@gmail.com)
Erwviada: sexta-feira, 28 de outubro de 2011 05:42:29
Para:  iracermamelo@hotrnal.com

@ Sermpre mostrar conteddo para jpeytavindgrnail. com
il | 1anexo (137,1 KB)

artign 9 ., pdf

J (137,1 KB}

Baixar coma zip

Iracerma,

0 28/10/2011

do Hotrnall

Estou enwiando ern anexo o POF de seu artigo que vai ser publicado na edicdo v10n4 (julfago de 2011) de Nutricdo Brasil, para aprovagdo.

Por favor me enviar o quanto antes sus correcdes, indicando cada vez a pagina, a coluna e a linha.

Como estarmos bastante atrasados, estou esperando sua resposta para este final de semana.

Muito obrigado!

Jean Louis Peytavin
jeanlovis@atlanticaeditora.com.br
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ANEXO D

Comprovante de submissdo do Artigo Original 1

Edit Account | Instructions % Forms | Log Out | Let Help Mow

) Hormone and @| . P
':f) Metabolic Research Thleme ONE

Main Menu -+ Author Dashboard -+ Submission Confirmation

rou are logged in as Iracema Montenegro

Submission
Confirmation

Thank you for submitting your manuscript to Hormone and Metzbolic Research.

Manuscript ID: HMR-2012-01-0016

Effects of a moderate physical training on the leptin synthesis by adipose

Title: tissue of adult rats submitted to a perinatal low-protein diet
Montenegro, Iracema
Maita, Luana
do_s R_eis, Flc‘i_via
Authors: Oliveira, Elaine

Lisboa, Patricia
Moura, Egherta
Manhdes de Castro, Raul
Leandro, Caral

Date Submitted: 11-Jan-2012

@ Print @ Return to Dashboard

Concluido



ANEXO E

Comprovante de submissdo do Artigo Original 2

[RBME] Agradecimento pela Submissao

o Fernanda Colmatti 09/01/2012
Para Iracema Hermes Pires-de-Méle Montenegro

Dr. (a) Iracema Hermes Pires-de-Mélo Montenegro,

radecemos a submissdo do seu manuscrito "Efeito da a
intéria sobre o desenvolvimento somético, consumo alimentar e

uimicos de ratos do desmame até os 90 dias de idade." para

2 do Esporte. Ltravés da interface de

administragdo do sistema, utilizado para a submissio, serad possivel
acompanhar o progresso do documento dentro do processo editorial, bastando
logar no sistema localizado em:

URL do Manuscrito:

scielo.br/i /submissi

su

ission.

acemamontenegro

Em caso de idas, envie suas guestdes para este email.
uma vez considerar nossa revista como meio de transmitir
trabalho.

Agradecemos mais

Fernanda Colmatti
Revista Brasileira de

Medicina do Esporte
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