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Ata da defesa de dissertacdo da mestranda Francine lane Gomes de Sa,
realizada em 24 de fevereiro de 2011, como requisito final para obtengao do titulo
de Mestre em Bioguimica e Fisiologia da Universidade Federal de Pemambuco.

As 14:00 horas, do dia 24 de fevereiro de 2011, foi aberto no Sala de Aula 1 do
Depto. de Fisiologia e Farmacologia/CCB/UFPE, o ato de defesa de dissertacao
da mestranda Francine lane Gomes de Sa, aluna do Curso de Mestrado do
Programa de P6s-Graduagdo em Bioguimica e Fisiologia/CCB/UFPE. Iniciando os
trabalhos a Prof® Dr* Gloria Isilina Boente Pinto Duarte, Vice coordenadora do
Programa, fez a apresentagdo da aluna e da Banca Examinadora composta pelos
professores doutores: Carlos José Eduardo das Dores Peres da Costa, na
qualidade de Presidente, Ana Durce Oliveira da Paixdo, Fabiano Elias Xavier,
ambos do Depto. de Fisiologia e Farmacologia/CCB/UFPE e Maria do Socorro
Brasileiro Santos, do Depto. de Educacado Fisica da UFPB. Apos as
apresentagdes, o Sr. Presidente convidou a aluna para a apresentacao de sua
dissertacéo intitulada: “Desnutrigdo e exercicio fisico no inicio da vida: estudo
de alguns parametros cardiovasculares em ratos adultos”, e informou que de
acordo com o Regimento Interno do Programa, O candidato dispée de até 50
(cingiienta) minutos para apresentagao do trabalho e o tempo de arguicdo para
cada examinador, juntamente com o tempo gasto pelo aluno para responder as
perguntas sera de 30 (trinta) minutos. A aluna procedeu a explanagao e
comentarios acerca do tema em 40 (quarenta) minutos. Apos a apresentacao da
mestranda, o Sr. Presidente convidou a Banca Examinadora para ocupar seus
lugares e passou a palavra para a Profa. Dra. Maria do Socorro Brasileiro Santos,
que agradeceu ao convite, fez alguns comentarios, deu algumas sugestoes e
iniciou sua argicdo. Ao final, a referida professora deu-se por satisfeita. Dai o Sr.
Presidente passou a palavra para o Prof® Fabiano Elias Xavier, que agradeceu ao
convite, fez alguns comentarios, deu algumas sugestdes e iniciou sua arguicao.
Ao final, o referido professor deu-se por satisfeito. Em sequida, o Sr. Presidente
passou a palavra para a Profa. Dra. Ana Durce Oliveira da Paixao, que agradeceu
ao convite, fez alguns comentarios, deu algumas sugestoes e iniciou sua arguicao.
Ao final, a referida professora deu-se por satisfeito. Continuando os trabalhos, o
Sr. Presidente na qualidade de .orientador, usou da palavra para tecer alguns
comentarios a respeito do trabalho da aluna, agradeceu a colaboracao da Banca
Examinadora. Finalmente a sessdo foi suspensa para o julgamento pela Banca
Examinadora. Ap6s alguns comentarios, a Banca decidiu, por unanimidade,
“‘aprovar’ com a exigéncia da candidata incorporar na sua dissertacao as
sugestoes dadas pela Banca num prazo de 60 (sessenta) dias, para fazer jus a
declaragdo. Nada mais havendo a fratar, lavrei a presente ata que vai assinada
por mim, Djalma Gomes da Silva - Secretario, e demais membros da Banca
Examinadora. Recife, 24 de fevereiro de 2011. {//i" /2 e _/_Iy__/_:-/7
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RESUMO

A desnutricdo nas fases iniciais da vida afeta o desenvolvimento fetal. Além
disso, a disfuncdo endotelial resultante pode causar aumento na
susceptibilidade a doencas cardiovasculares na vida adulta. O treinamento
fisico aumenta a producdo de Oxido nitrico e, portanto, melhora a funcéo
endotelial. Foram utilizados ratos submetidos a desnutricdo durante o periodo
perinatal, investigamos: (i) a influéncia da reatividade da aorta toracica nos
niveis de pressao arterial, e (ii) a influéncia do exercicio aerébico sobre esses
parametros. Ratas Wistar foram alimentados com uma dieta padrdo ou
multideficiente durante a gestagdo e aleitamento. A prole masculina foi
submetida a treinamento aerébio moderado (VOMAX 70%) durante 8 semanas.
No final do periodo de treinamento, foi avaliada a pressdo arterial sistolica,
freqUéncia cardiaca e reatividade vascular. A desnutricdo no periodo perinatal
aumentou os niveis da pressao arterial em 19 mmHg (p <0,05). O treinamento
fisico reverteu este efeito. As aortas de animais desnutridos submetidos a
treinamento fisico apresentaram menor reatividade vascular a fenilefrina (p
<0,05), maior reatividade a FE na auséncia do endotélio, e maior capacidade
de resposta a FE na presenca de L-NAME (um inibidor de NO sintase). A
hipertenséo arterial causada pela desnutricdo perinatal pode ser revertida pelo
treinamento fisico aerébio, através de um aumento na producdo de NO

endotelial.

Palavras-chave: Desnutricdo perinatal, Hipertensdo, Endotélio, Treinamento
Fisico



ABSTRACT

Malnutrition during the initial stages of life affects fetal development. Moreover,
the resultant endothelial dysfunction may cause susceptibility to cardiovascular
disorders during adulthood. Exercise training increases the production of nitric
oxide (NO) and thus improves endothelial function. Using rats subjected to
malnutrition during the perinatal period, we investigated: (i) the influence of
thoracic aorta reactivity on blood pressure levels; and (ii) the influence of
aerobic exercise on these parameters. Female Wistar rats were fed a standard
or multideficient diet during mating, pregnancy and lactation. Male offspring
underwent moderate aerobic training (VOwax 70%) for 8 weeks. At the end of
the training period, we evaluated the systolic blood pressure, heart rate, and
vascular reactivity. Malnutrition during the perinatal period increased the blood
pressure levels by 19 mmHg (p < 0.05). Exercise training reversed this effect.
The aortas of malnourished animals subjected to physical training showed lower
(p < 0.05) reactivity to phenylephrine (PHE), higher reactivity to PHE in the
absence of endothelium, and greater responsiveness to PHE in the presence of
L-NAME (an inhibitor of NO synthase). It appears that the hypertension caused
by perinatal malnutrition can be reversed by aerobic exercise, through an

increase in endothelial NO production.

Key-words: perinatal undernutrition, Hypertension, endothelium, Physical
Training.



1. INTRODUCAO

1.1  Desnutricdo: Conceitos e Classificagao

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a desnutricdo
caracteriza-se por um desequilibrio celular entre o aporte nutricional e a
demanda necesséria para a manutencao das atividades basais e o crescimento
corporal, freqientemente acontece devido a pobreza. Fatores fisiologicos,
elementos politicos, sociais, econdmicos e culturais estdo envolvidos. Apesar
de estar sendo combatida ha varios anos, a desnutricdo ainda persiste e
mostra ndo responder as tentativas de erradicacdo pelas politicas publicas (De
onis e cols., 1993; OMS, 1999).

O estado nutricional € definido por alguns indicadores antropomeétricos
que verificam o crescimento e, indiretamente, o estado nutricional (Hoffman,
1995). O desenvolvimento e a manutencdo das dimensdes corporais
apropriadas necessitam de condi¢cOes viaveis, principalmente em relacdo a
ingestdo e utilizacdo bioldgica de calorias e proteinas pelo corpo. De modo
geral, a ma nutricdo deve ser considerada em todo o seu contexto e nao
apenas com enfoque na desnutricdo energético-protéica, isto €, aquela
decorrente da caréncia de calorias e proteinas por falta exclusiva de alimento.
O conceito de ma-nutricdo se refere a todos os desvios no status nutricional em
relacdo ao adequado e 6timo. O organismo desnutrido se torna mais
susceptivel a doengas, como infeccbes e problemas crénicos, tais como,
doencas cardiacas de origem congénita, fibrose cistica, faléncia renal cronica e
doencas neuromusculares (Grover e Ee., 2009).

Estudos descrevendo a prevaléncia de desnutricio sao bastante
conflitantes e possuem prevaléncias bastante distintas. Acredita-se que isto
ocorre devido a falta de critérios médicos padronizados para a classificacao da
desnutricdo (Joosten e Hulst., 2010), além da dificuldade em caracterizar e
classificar a totalidade de sindromes relacionadas a desnutricAo e ainda,
correlacionar o diagnéstico clinico com medidas antropométricas adequadas
para o crescimento infantil (Das e cols., 2009). Em todo mundo, cerca de 50%
da totalidade de mortes infantis acontece em decorréncia da desnutricdo

(Pelletier e cols., 2003). Em criancas hospitalizadas na Franca, Estados Unidos
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e Reino Unido, a desnutricdo grave variou entre 6 e 14%, enquanto que na
Alemanha 1,7% dos pacientes encontravam-se gravemente malnutridos. No
Brasil representavam cerca de 10% da populacéo estudada (Hendricks e cols.,
1995; Marteletti e cols., 2005; Moy e cols., 1990; Pawellek e cols., 2008;
Waitzberg e cols., 2001).

Quando se analisou 53 paises através de 28 estudos epidemioldgicos,
observou-se que o risco de mortalidade era de 8,4% para as criangas que se
encontram em estado de desnutricdo severa, 4,6% e 2,5% para desnutricdo
moderada e leve, respectivamente. Além disso, de 16 a 80% da mortalidade
infantil esteve relacionada a desnutricdo, mesmo aquela considerada leve ou
moderada é responsavel por 46-80% da mortalidade na populacdo estudada
(Pelletier e cols.,1993).

Com relacdo a idade, o maior risco de desnutricdo foi observado em
criancas com menos de um ano em um estudo na Alemanha. Cerca de 30%
encontravam-se com quadro de desnutricao leve instalada, 14,3% moderada e
7,1% desnutricdo severa. Nos pacientes desnutridos, 42,8% possuiam
esclerose multipla, 40% retardo mental, 34% doencas infecciosas e 33%
fibrose cistica (Pawellek e cols., 2007).

No Brasil, inquéritos recentes revelam uma elevada freqiéncia de baixa
estatura e reduzido peso corporal, caracteristicas antropométricas indicativas
da ocorréncia da desnutricdo em diferentes estagios dos periodos iniciais do
ciclo vital (Monte, 2000; Acuné e Cruz, 2004). No semi-arido brasileiro criancas
com menos de dois anos de idade sdo muito susceptiveis a desnutricdo em
484 municipios (34,3% do total de 1.444), e mais de 10% das criancas nessa
faixa etaria encontram-se com quadro de desnutricdo instalado (UNICEF,
2005). Na regiao sudeste, 4000 pacientes com menos de 18 anos, internados
em hospitais publicos foram analisados. Destes, 48,1% estavam desnutridos,
sendo 12,5% com quadro de desnutricdo severa instalada e apenas 7,3% do
total de pacientes possuiam algum tipo de acompanhamento nutricional
(Waitzberg e cols., 2001).

A desnutricdo energético-protéica € causada por uma dieta cuja
quantidade de aminoécidos e calorias é insuficiente. Esta desnutricdo por
caréncia de energia (calorias) e proteinas é a forma mais letal de ma nutricédo e

tem um papel significativo em pelo menos metade das 10,4 milhdes de mortes
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anuais de criancas nos paises em desenvolvimento (OPAS/OMS, 2000). A
desnutricdo energético-protéica lesa uma em cada quatro criangcas em todo o
mundo, destas, 150 milhdes (26,7%) possuem baixo peso ao nascer e 182
milhdes (32,5%) possuem o desenvolvimento atrasado. Geograficamente, 70%
das criancas com caréncias energetico-protéicas vivem na Asia (principalmente
no oeste asiatico), 26% na Africa e 4% na América Latina e Caribe (UNICEF,
1998).

A desnutricdo energético-protéica freqientemente provoca dois tipos de
sindromes clinicas: marasmus e Kwashiorkor. Freglientemente, também se
pode encontrar criangas que apresentam caracteristicas das duas sindromes
ao mesmo tempo. Kwashiorkor geralmente ocorre em criangas que estdao na
idade escolar, e resulta da ingestdo de uma dieta pobre em proteina, mas que
contétm uma quantidade razoavel de calorias e, geralmente ocorre
concomitante a infecgbes. Seu quadro clinico caracteriza-se por peso proximo
ao normal para a idade, edema generalizado, dermatoses, cabelo
despigmentado, distensdo abdominal e hepatomegalia. Deficiéncias nos niveis
de potéassio sérico, hipoalbuminemia e perda excessiva de eletrélitos pelos rins
estdo envolvidos na patogénese do edema. Criancas com Kwashiorkor s&o
mais propensas a desenvolver complicagbes metabdlicas, insuficiéncia
cardiaca e possui concentracbes mais elevadas de biomarcadores para
estresse oxidativo, bem como, menor concentracdo de antioxidantes no
sangue, do que aquelas que apresentam apenas marasmus (Grover e Ee.,
2009; Manary e cols., 2000; Ndekha., 2008).

O marasmus é caracterizado por deplecdo nos estoques de gordura
subcuténea, perda muscular e auséncia de edema, sintomas que acontecem
em consequéncia a adaptacao fisiolégica do organismo a fome por conta da
privacdo severa de calorias e nutrientes. Essa crianga encontra-se com
bradicardia, hipotenséo e hipotermia, por esta razédo é letargica e fraca. A pele
€ seca, enrugada e frouxa devido a perda de gordura subcutanea.
Normalmente, a perda de massa muscular comeca na axila e na virilha, em
seguida, na coxa e nas nadegas, seguido pelo térax e abdémen e, finalmente,
0s musculos faciais, que sdo metabolicamente menos ativos (Grover e Ee.,
2009).
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Criancas desnutridas possuem maior inclinacdo a se tornarem adultos
de baixa estatura, desenvolver menor desempenho educacional, acarretando
fracasso escolar e também status econémico menor na idade adulta (Victora e
cols., 2008). A caréncia de um micronutriente, como o ferro, entorpece a
resposta imunitaria, reduzindo a capacidade bactericida dos fagocitos e ha
indicios de alteragdes em outros aspectos da imunidade celular e humoral, do
ganho ponderal, do crescimento, assim como anemias (Neiva e cols., 1999;
Arruda e Arruda, 1994).

Alteracbes na nutricdo e no estado enddcrino durante os periodos
embrionario, fetal e neonatal também podem desencadear respostas
adaptativas no desenvolvimento, provocando mudangcas estruturais
permanentes, o que predispde o individuo a doencas -cardiovasculares,

metabdlicas e enddcrinas na vida adulta (Barker, 1993a).

1.2  Desnutricdo: Alteragbes Cardiovasculares

Programacao fetal € um termo proposto por Barker que define o
processo através do qual as alteracdes na qualidade ou quantidade dos
alimentos ingeridos durante a gestacao resultam em alteragbes permanentes
na estrutura, fisiologia e metabolismo da prole (Barker, 2000). A nutricdo
materna é fator determinante para o crescimento do feto, podendo causar
alteracdes no genoma fetal, e assim trazer consequéncias na vida adulta.
Estudos epidemiologicos demonstram que existe uma correlacdo entre baixo
peso ao nascer e 0 desenvolvimento de doencas cardiovasculares, enddcrinas
e metabdlicas ao longo da vida (Payne e Wu, 2001).

Estudos pioneiros mostram que o periodo compreendido a partir da nona
semana de gestacdo é caracterizado por intensa divisdo celular, por isso
chamado comumente de “periodo critico” (Widdowson e McCance, 1975) e
cada tecido responde de forma particular, apresentando seu proprio relogio
bioldgico. O desenvolvimento destes tecidos depende de nutrientes e oxigénio
e, a principal adaptacdo fetal a sua auséncia € diminuir a taxa metabdlica,
especialmente dos que se encontram na fase de maior divisdo celular. A

desnutricdo, por sua vez, ocasiona um adiamento nesta divisdo celular, de
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forma direta ou indireta, através da acao diferenciada de horménios (Barker,
1995).

Alguns modelos de estudo, utilizando véarias formas de desnutricdo sédo
encontrados na literatura. Um desses modelos de desnutricdo é o de
manipulacédo do percentual de dieta que é fornecida ao animal, podendo variar
de 30 a 70% da ingestéo diaria do consumo normal do animal controle utilizado
no mesmo estudo (Woodall e cols., 1996; Bayol e cols., 2004). Os resultados
demonstram que a restricdo de 30% na dieta causou hipertenséo arterial na
vida adulta além de atraso no crescimento (Woodall e cols., 1996). Bayol e
cols., (2004) também observaram uma diminuicdo no crescimento da prole de
maes alimentadas com 40% da ingestéo diaria do consumo normal dos animais
do grupo controle, os quais receberam dieta padrdo. Ja& em outros estudos,
usando outro modelo de desnutricdo, aumenta-se o numero de filhotes por
ninhada durante a amamentagdo, levando a diminuicdo de leite materno
disponivel para cada animal (Bell & Slotkin, 1988).

Além desses modelos, encontramos ainda o modelo que utiliza a oferta
de dieta normoprotéica (18% de proteina) ou dieta hipoproteica (8% de
proteina) durante diferentes periodos do desenvolvimento, podendo ser
oferecido durante a gestacgéo, lactacdo e/ou pés-desmame. Quando o periodo
reservado a desnutricAo acaba, toda a prole volta a dieta normoprotéica.
(Bennis-Taled e cols., 1999; Snoeck e cols., 1990). A prole de matrizes
submetidas a dieta pobre em proteina exibe ao longo da vida muitas alteragfes
em nivel metabdlico, tais como pressao arterial elevada na vida adulta, numero
reduzido de glomeérulos, elevacdo nos niveis de catecolaminas, entre outros.
(Passos e cols., 2000).
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TABELA 1 — Alguns modelos experimentais de desnutricdo com rato

Modelo Proposto Autores

- Desnutricéo intra-uterina:
9,0% de caseina; - Kawamura e cols., 2007
Restricdo alimentar - Franco e cols., 2002;

- Franco e cols., 2007

Dieta basica Regional. -Vieira-Filho e cols., 2009

- Desnutricdo durante os periodos de gestacéo e lactacao:

Restricdo alimentar na ingestao diaria - Kawamura e cols., 2007

- Desnutricao durante o aleitamento:
Aumento do numero de filhotes; - Velkoska e cols., 2008

Desnutricdo da fémea nutriz. - Sherman e Langley-Evans, 1998

- Desnutricdo nos periodos de acasalamento e intra-uterino:

Dieta Bésica Regional - Monteiro e cols., 2001

- Desnutricdo na lactacédo e no pos-desmame:
Restricdo alimentar na ingestao diaria. - Woodall e cols.,1996
- Bayol e cols., 2004

- Desnutricdo em geracdes sucessivas: -Paixao e cols., 2005

No nosso estudo, o modelo de desnutricdo materno-fetal utilizado foi
desenvolvido a partir de uma enquete alimentar feita na zona da mata do
estado de Pernambuco, chamada de a Dieta Basica Regional (DBR). A DBR é
deficiente em proteinas, lipideos, vitaminas e minerais, sendo preparada a
base de feijao mulatinho, farinha de mandioca, batata doce e carne de charque,
isto €, possui 0s mesmos constituintes alimentares consumidos por

comunidades carentes no Nordeste do Brasil (Teoddsio e cols., 1990).
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Ratos submetidos a DBR apresentam atraso na maturacdo e na
evolucdo da atividade motora, configurando um efeito nocivo para o
desenvolvimento somatico e a maturagcdo do sistema nervoso. As ingestdes de
DBR por longos periodos acarretam elevacdo da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca, aumento do tonus simpatico, reducdo do tdonus vagal
cardiaco, aumento dos niveis plasmaticos do colesterol total, LDL, bem como
alteracdes locomotoras (Barros e cols., 2006; Urbano, 2006).

Lago e cols., (1997), em um estudo acerca da duracédo do tempo de vida
de ratas desnutridas e utilizando a DBR, observaram uma reduc&o na curva de
crescimento e uma duracdo de vida menor nos animais desnutridos quando
comparados aos normonutridos, porém a curva de crescimento manteve-se
similar para ambos os sexos. Pessoa e cols., (2000), estudaram em 159 ratos,
em trés geracOes sucessivas, 0s efeitos cumulativos do consumo da DBR
sobre o crescimento corporal e o desenvolvimento dos érgdos e observaram
diminuicdo acentuada da curva ponderal, do ganho do peso, do comprimento
da cauda e do consumo alimentar. Outros estudos também foram realizados
utilizando o modelo DBR tais como: desnutricdo intra-uterina induzida por DBR
e modificagbes na hemodinamica renal e morfometria glomerular decorrentes
deste tipo de desnutricdo (Paixao e cols., 2001); efeito do exercicio fisico sobre
o crescimento corporal e desenvolvimento de Orgdos em ratos jovens
desnutridos (Prazeres e cols., 2004), entre outros.

A sensibilidade barorreflexa e a pressdo sanglinea de animais
desnutridos pela DBR foram analisadas. Os animais foram desnutridos durante
o periodo de acasalamento e gestacao (grupo 1) e durante a lactacéo e 10 dias
posteriores ao desmame. A sensibilidade barorreflexa manteve-se inalterada
nos animais do grupo 1 quando comparados ao controle, porém os animais do
grupo 2 apresentaram propensdo a elevacdo no reflexo de taquicardia e
diminuicdo no peso corporal (Monteiro e cols., 2001). Entretanto, Sant’'Helena
(2009) observou niveis de Pressao Arterial Sistolica (PAS), normais e reducao
da Frequéncia Cardiaca (FC) em ratos alimentados cronicamente com DBR.
Ainda em relacdo a diminuicdo do peso corporal, Paixdo e cols., (2005)
observaram que ratos machos apresentavam menor peso em relacdo aos
animais mantidos em dieta padrdo, o mesmo fato foi observado em fémeas

desnutridas.
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Quando a DBR foi utilizada durante a gestacédo, Vieira-Filho e cols.,
(2009) observaram uma correlagdo entre desnutricdo intra-utero, aumento do
estresse oxidativo placentério, atividade anormal de transportadores renal de
Na® e alteracBes na sinalizagcdo da Angiotensina Il na prole, o que poderia
contribuir mais tarde na programacao de distirbios na mobilizacéo renal de Na*
e no controle da PA como consequéncias especificas do crescimento intra-
uterino prejudicado no animal adulto.

Em animais, também, a desnutricdo protéica crbnica, imposta a varias
geracoes, resultou em alteracdes irreversiveis na musculatura esquelética que
se propagam a geracdo seguinte (Oliveira e cols., 1999). Acarretam, além
disso, uma baixa resisténcia vascular renal, fluxo de sangue renal elevado,
alteracdes no desempenho reprodutivo, com alteragcdes também durante a
gestacao e a lactacéo (Pessoa e cols., 2000; Paixdo e cols., 2001). Em alguns
sistemas as alteracbes sao revertidas com a recuperagao nutricional, enquanto
em outros, estas alteragfes sao irreversiveis (Hoy e Cols., 1999; Magalhdes e
cols., 2006; Mastorci e cols., 2009).

A desnutricdo intra-utero desencadeia uma série de alteracdes em
orgdos-chave como os rins, coracdo e cérebro, os quais geralmente exibem
mudancas funcionais e na sua estrutura. Mesmo pequenas variagcdes no status
nutricional materno ja sdo capazes de acarretar alteracbes significativas na
programacao fetal, visto que esta plasticidade nos 6rgéos e tecidos mudara a
forma como estes responderdo ao ambiente na vida adulta. Esse periodo de
intensa plasticidade € particularmente importante, pois sdo fases criticas do
desenvolvimento (Langley-Evans., 2008). Um individuo submetido a estas
condicbes se torna mais susceptivel a doencas cardiovasculares e a seus
fatores de risco, como: obesidade, hipertensdo e diabetes, interferindo na sua
qualidade de vida e longevidade. Até hoje os mecanismos biolégicos da
programacao ainda ndo foram completamente explicados. Estudos investigam
como ocorrem as possiveis adaptacdes epigenéticas do fendbmeno (Langley-
Evans, 2001; Singhal e cols., 2004, Armitage e cols., 2004; Neu, 2007).

Uma série de estudos de coorte feitos com humanos, em Hertfordshire,
Inglaterra (Barker e cols., 1989; Barker e cols., 1990; Barker e cols., 1993;
Hales e cols., 1991) apresentam correlacfes epidemioldgicas entre baixo peso

ao nascer e o risco de doencas cardiovasculares na vida adulta. Individuos que
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nasceram com baixo peso entre 1911 e 1933, exibiram maiores indices de
morte por doencga isquémica cardiaca e elevados indices de hipertenséo
arterial.

A desnutricdo protéica intra-utero causa reducdo no namero de néfrons
da prole adulta (Woods e cols., 2004; Langley-Evans e cols., 1999; Vehashari e
cols., 2001), indicando que a desnutricio materna poderia acelerar o declinio
da funcédo renal na vida adulta, o que contribuiria para o desenvolvimento de
hipertenséo arterial (Brenner e Cherton, 1993). No cérebro, o resultado da dieta
pobre em proteina reduz a densidade dos capilares encontrados no cortex
cerebral (Bennis-Taleb e cols., 1999) e a densidade de neurdnios relacionados
com o apetite (Plagemann e cols., 2000).

As alteracdes estruturais decorrentes da desnutricAo materna no
coracao da prole adulta ainda ndo estdo completamente elucidadas, ainda que
a prole de matrizes expostas a desnutricdo protéica durante a gestacao
apresente o coragdo com o tamanho reduzido. Saraiva e cols (1992) realizaram
um estudo eletrocardiografico em criancas oriundas de regibes pobres da
cidade do Recife e da Zona da Mata de Pernambuco que sofriam com
desnutricdo calorico-proteica, e demonstraram que 95% apresentavam
modificacdes na repolarizagdo ventricular e baixa voltagem do QRS no plano
frontal e o estudo ecocardiografico demonstrou diminuicdo da massa estimada
para o ventriculo esquerdo.

A prole de maes desnutridas apresentam, nas duas primeiras semanas
de vida, uma fragcdo de ejecdo significativamente menor e, um evento que
parece estar associado ao aumento da apoptose dos cardiomiécitos. Essa
queda foi posteriormente recuperada na 40° semana de vida. Em relacdo ao
didmetro interno da parede do ventriculo esquerdo, a avaliacdo da espessura
revelou, inicialmente, o afinamento da parede seguido por um espessamento
progressivo. Este remodelamento podera vir a se tornar um componente para
disfuncbes cardiacas na vida adulta. (Cheema e cols., 2005; Tappia e cols.,
2005). Corroborando estes resultados, estudos realizados em nosso laboratério
com ratos desnutridos durante toda a vida, mostraram alteracfes histologicas
nos ventriculos, caracterizadas por células em apoptose, necrose, e sinais de
processos inflamatérios, alteracbes semelhantes aquelas observadas na

insuficiéncia cardiaca congestiva (Sant’Helena, 2008).
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Com relacdo ao sistema vascular, a prole de matrizes submetidas a
desnutricdo intra-Utero através de restricdo alimentar cuja diminuicdo na oferta
da dieta foi de 50%, apresenta um significante remodelamento vascular com
enrijecimento dos vasos sanguineos, diminuicdo da angiogénese, aumento da
resisténcia vascular periférica e alteracbes na estrutura de vasos de
condutancia e de resisténcia (Khorran e cols., 2007). Estes resultados
sugerem, portanto, que a desnutricdo fetal ativa mecanismos para o
desenvolvimento do remodelamento cardiaco e vascular na vida adulta, em
combinacdo com efeitos do aumento da presséo arterial (Kawamura e cols.,
2007). Diversos estudos correlacionam tais alteracdes relativas a desnutricdo
com a disfuncéo endotelial.

O endotélio ndo atua apenas como uma barreira celular, ele
desempenha diversas e importantes funcdes que garantem a homeostase do
sistema vascular. O endotélio na conservacdo do fluxo sanguineo laminar,
preserva a fluidez do sangue, e inibe a proliferacdo e a migragéo celular. Além
disso, modula fung¢des, como inflamacdo, coagulacdo e controle de fluxo
sanglineo local. Através do balanco entre a liberagdo de substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras, o endotélio exerce ainda importante funcao
na manutencao do tonus vascular (Furchgott e cols., 1983).

O Oxido nitrico (NO) é talvez o mais importante fator de origem
endotelial. Ele desempenha importante papel em praticamente todas as
funcBes celulares no organismo. O NO é sintetizado a partir do aminoacido L-
arginina e do O, pela atuacdo da enzima NO sintase (NOS), existente sob 3
isoformas: a neuronal ou nNOS (Tipo I) encontrada em tecidos neuronais; a
induzivel ou INOS (tipo Il), a qual foi originalmente identificada como sendo
induzida por citocinas inflamatorias e lipossacarideos; e a endotelial ou eNOS
(tipo 1) localizada no endotélio vascular. Cada isoforma € codificada por
diferentes genes e possuem propriedades moleculares, cataliticas e
imunologiocas diferentes (Wu e cols., 2002). A sintese do 0xido nitrico depende
ainda de outros co-fatores, dentre eles a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (forma reduzida — NADPH), tetrahidrobiopterina (BH,), flavina adenina
dinucleotidio (FAD) e flavina mononucleotidio (FMN). Como fator de
relaxamento, mediador da resposta imune, neurotransmissor, citotoxico e

importante molécula de sinalizacdo, a descoberta do NO unificou diversas
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areas de pesquisa tradicional em nutricdo, fisiologia, imunologia, patologia e
neurociéncias (Alderton e cols., 2001).

Uma variedade de estimulos (fisicos ou quimicos), tais como,
acetilcolina, bradicinina, trombina, ionéforo de célcio (A23187), substancia P,
adenina difosfato (ADP), alteracBes da velocidade de fluxo sangiineo (shear
stress) e agregacao plaquetéaria, sdo capazes de induzir a sintese e liberacéo
de 6xido nitrico pelas células endoteliais. Estes estimulos promovem aumento
dos niveis de Ca*? nas células endoteliais, levando & formacao do complexo
Ca*?-calmodulina (Rapopport & Murad, 1983). Isto induz a atividade da eNOS
com conseqlente formacdo de NO. Quando o NO ¢é liberado e se difunde para
as células muasculares lisas da parede do vaso, a enzima guanilato-ciclase
soluvel (GCs) é ativada nestas células causando hidrélise do 3'5’-monofosfato
ciclico de guanosina (GTP) em GMPc. No musculo liso vascular, 0o GMPc atua
através da ativacdo de uma proteina cinase dependente de GMPc (PKG), que
leva a fosforilagdo de varias proteinas resultando na diminuicdo da
concentracdo dos niveis intracelulares de Ca*?, induzindo vasorelaxamento
(Hisamoto et al., 2001).

Dessa forma, o NO est& envolvido na regulacdo do ténus vascular e da
resisténcia periférica, contribuindo assim, para a o controle da pressao arterial
(PA). O NO participa também na modulacdo da contratilidade cardiaca, em
mecanismos anti-ateroscleroéticos, inibe a agregacao plaquetaria e adeséo da
parede vascular e previne a liberacdo do fator de crescimento derivado de
plaguetas, o qual estimula a proliferacdo de células musculares lisas. Estas
acOes contribuem para reducao da trombose e do recrutamento de leucadcitos,
além de outras acdes vasoprotetoras do NO (Naseem 2005). Além da
hipertensdo, algumas alteracdes funcionais do sistema vascular tém sido
evidenciadas neste modelo de desnutricdo intra-uterina; a grande maioria
destas alteracdes esta relacionada ao endotélio vascular. Nestas condi¢cdes a
célula endotelial se torna disfuncional, com diminuicdo da biodisponibilidade de
fatores de relaxamento (p.ex. o Oxido nitrico, NO) e aumento de fatores
vasoconstritores. Estas alteracdes tém sido apontadas como importante
mecanismo associado a génese/manutencdo de doencas cardiovasculares,
incluindo a hipertenséo. A atividade bioldgica de NO pode ser modificada por

espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como anion superoxido. Elevadas
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concentracbes de ROS (desequilibrio REDOX) tém sido relacionadas a
diminuicdo de NO e consequentes danos celulares associados a disfuncédo
endotelial (Franco e cols., 2002a).

Mesmo quando os individuos adotam um perfil nutricional balanceado, a
desnutricdo fetal provoca danos ao sistema cardiovascular que perduram
durante a vida adulta. Por outro lado, a pratica regular de atividade fisica pode
trazer grandes beneficios a saude, incluindo melhoria das condi¢des
cardiovasculares.

Sabe-se que a pratica de o exercicio fisico altera o estado de inatividade
do organismo, aumentando a sua demanda metabdlica ao gerar um estado de
relativa hipdxia que implica adaptacdes metabdlicas com o objetivo de manter a
homeostasia celular, levando a modificacbes morfofuncionais do sistema
cardiovascular para um melhor controle e distribuicdo do fluxo sanguineo,
garantindo adequado aporte de oxigénio para o musculo em atividade
(AFONSO E cols., 2003). De acordo com a modalidade, intensidade, duracao e
freqiéncia, o exercicio atua como fator de estresse fisioldégico para o
organismo devido a sobrecarga energética imposta, levando a diversas
adaptacbes hemodindmicas e autondmicas que diferenciam individuos
treinados de sedentérios e tem efeito, principalmente sobre a frequéncia
cardiaca, contratilidade do miocardio e pressao arterial (Monteiro e Sobral
Filho, 2004; Moraes 2005).

1.3  Desnutricdo e Exercicio Fisico

O American College Sports Medicine (ACSM) recomenda para adultos
saudaveis, 30 minutos de atividade aerdbica diaria de intensidade moderada, 5
vezes por semana ou 20 minutos de atividade de intensidade alta por 3 dias
para a manutencdo da saude. Um parametro bastante utilizado para
delimitacdo da intensidade de exercicio fisico € o VO2max, que representa o
consumo maximo de oxigénio por um individuo. E considerada a medida mais
fidedigna na avaliacdo da aptiddo aerdbica e reflete a interacdo entre os
sistemas cardiovascular, respiratério e muscular (ACSM., 1998; Brum., 2004;
Moraes., 2005).
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O aporte de oxigénio aos tecidos varia de acordo com a frequéncia
cardiaca e o volume de ejecédo sistblico, correspondentes ao débito cardiaco.
Sabe-se que o condicionamento fisico acarreta diminuicdo da frequéncia
cardiaca devido a elevacdo do volume de ejecdo sistdlico. A captacdo do
oxigénio tecidual também esta elevada, em razdo do aumento na densidade
vascular, e consequente ampliacdo da capacidade aerdbica e do VO2max
(Brum, 2004; Moraes 2005).

Diferentes protocolos experimentais tém sido utilizados para simular os
efeitos da atividade fisica em ratos, seja através de atividade voluntaria ou
forcada, com uso de esteira ou natacéo livre ou ainda utilizando sobrecarga de
peso (Medeiros e cols., 2000; Lana, Paulino e Gongalves, 2006; Voltarelli,
Mello e Duarte, 2007).

Animais submetidos a desnutricdo com dieta hipoprotéica durante a
gestacdo e lactacdo, e posteriormente recuperados do ponto de vista
nutricional, ndo apresentaram reversao dos prejuizos do crescimento corporal e
do desenvolvimento cardiaco, pela administracdo isolada de uma dieta pos-
desmame balanceada. Porém, quando a oferta desta dieta estava associada
ao treinamento fisico moderado, um efeito positivo no ganho de peso e na
reversdo dos danos do coracdo desses animais pode ser verificado (Aradijo,
2008).

Prazeres e cols. (2004) estudaram os efeitos do exercicio fisico sobre o
crescimento corporal e o desenvolvimento de 6Orgdos em ratos jovens
desnutridos durante toda a vida e ratos recuperados da desnutricdo. Os
resultados revelaram que o exercicio fisico em animais cronicamente
desnutridos diminuiu o0 consumo alimentar, o peso absoluto do coracao, o peso
absoluto e relativo do cérebro. Tais efeitos ndo foram observados nos animais
recuperados da desnutricdo; no entanto, nesses animais tanto a desnutricéo,
como o exercicio fisico, reduziram o peso corporal, o Coeficiente de Eficacia
Alimentar, o comprimento da cauda e o peso absoluto da tibia.

O exercicio de intensidade moderada, do tipo aerdbico ou resistido, pode
ser utilizado como abordagem terapéutica e preventiva para o controle da
pressdo arterial. Varios trabalhos relatam que o exercicio fisico provoca uma
acao hipotensora em individuos normotensos e hipertensos, nestes com maior

magnitude (Kingwell e Jennings, 1993, Forjaz e cols., 1998; Whelton e cols.,
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2002; Monteiro e Sobral Filho, 2004; Forjaz e cols., 2005), uma vez que podera
ocorrer um remodelamento na complacéncia e na estrutura vascular (Kingwell
e cols., 1997).

Além de alteragcbes funcionais no sistema cardiovascular, como
diminuicdo dos niveis de pressdo arterial, o exercicio fisico pode promover
alteracdes anatdbmicas como, aumento do peso cardiaco, hipertrofia cardiaca,
principalmente do ventriculo esquerdo e hipertrofia dos cardiomiécitos
(Medeiros e cols., 2000; Franchini., 2001; Lana, Paulino e Gongalves., 2006).

Apesar de existirem diversos estudos preocupados em demonstrar as
adaptacdes provocadas pelo exercicio fisico, poucos trabalhos tem se
dedicado a investigar os efeitos da interagdo entre desnutricAo e exercicio
fisico. Silva e Melo (2000) relataram a minimizacdo dos efeitos deletérios
provocados pela desnutricdo hipoproteica em ratas prenhas e sua prole devido
ao exercicio fisico. No entanto, Alves (2009) observou que na vigéncia da
desnutricdo protéica ocorre déficit do substrato necessario para que haja
resposta ao aumento do metabolismo celular induzido pelo exercicio fisico.

Ja foi observado que a desnutricdo fetal ativa mecanismos para o
desenvolvimento do remodelamento cardiaco e vascular na vida adulta, em
combinagdo com efeitos do aumento da pressao arterial, desenvolvimento do
diabetes do tipo Il e obesidade. Entretanto, os mecanismos envolvidos na
associacdo entre este tipo de desnutricAo e as respostas adaptativas do
sistema cardiovascular, ainda ndo estdo completamente elucidados,
especialmente no que se refere a participagdo do sistema vascular (Khorran e
cols., 2007a; Kawamura e cols., 2007b). Assim como, também n&o esta muito
bem determinada a influéncia do exercicio fisico aerébico como uma provavel
ferramenta para a amenizagcdo ou mesmo prevencdo destas alteracbes
causadas pela desnutricdo. Estudos observando as possiveis interacdes entre
exercicio fisico e desnutricdo podem fornecer meios de prevenir e tratar
doencas correlacionadas aos disturbios nutricionais. Desta forma, pretende-se
elucidar os efeitos do treinamento aerébico moderado na funcao cardiovascular

de ratos submetidos a desnutricdo no periodo intra-utero e durante a lactagao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

» Estudar os efeitos do treinamento fisico sobre alguns parametros
cardiovasculares em ratos adultos normonutridos e desnutridos durante

a gestacéo e lactacao.

2.2 Objetivos Especificos

* Investigar os efeitos do treinamento fisico sobre o peso corporal a
pressao arterial e sobre a frequéncia cardiaca de ratos desnutridos e
normonutridos.

» Avaliar o efeito do treinamento fisico sobre a reatividade vascular a
fenilefrina, em aortas de ratos desnutridos e normonutridos.

» Estudar nestas artérias a influéncia do endotélio e do 6xido nitrico no
efeito do treinamento fisico sobre o efeito contratil induzido pela

fenilefrina
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Abstract

Malnutrition during the initial stages of life affects fetal development. Moreover,
the resultant endothelial dysfunction may cause susceptibility to cardiovascular
disorders during adulthood. Exercise training increases the production of nitric
oxide (NO) and thus improves endothelial function. Using rats subjected to
malnutrition during the perinatal period, we investigated: (i) the influence of
thoracic aorta reactivity on blood pressure levels; and (ii) the influence of
aerobic exercise on these parameters. Female Wistar rats were fed a standard
or multideficient diet during mating, pregnancy and lactation. Male offspring
underwent moderate aerobic training (VOuax 70%) for 8 weeks. At the end of
the training period, we evaluated the systolic blood pressure, heart rate, and
vascular reactivity. Malnutrition during the perinatal period increased the blood
pressure levels by 19 mmHg (p < 0.05). Exercise training reversed this effect.
The aortas of malnourished animals subjected to physical training showed lower
(p < 0.05) reactivity to phenylephrine (PHE), higher reactivity to PHE in the
absence of endothelium, and greater responsiveness to PHE in the presence of
L-NAME (an inhibitor of NO synthase). It appears that the hypertension caused
by perinatal malnutrition can be reversed by aerobic exercise, through an

increase in endothelial NO production.

Key-words: perinatal undernutrition, Hypertension, endothelium, Physical

Training.
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Introduction

Malnutrition during either pregnancy or lactation, or sequentially during each
period, can irreversibly impair physiological development [2]. For example,
blood pressure may be increased when malnutrition occurs during intrauterine
life [8,12,16] or sequentially during intrauterine life and lactation [16]. Several
researchers have studied the pathophysiology of hypertension originating
during intrauterine life [4,6,9,13]. Some of these investigations have
demonstrated a reduction in the vasodilator response supplied by the
endothelium, for example a decrease in acetylcholine, bradykinin, and nitric
oxide (NO) [6] or a decrease in NO alone [4]. One of the few studies to
investigate pathophysiological diseases originating sequentially during periods
of intrauterine life and lactation revealed structural changes in the aorta,

including a decrease in the thickness and elastin content [17].

Moderate physical exercise can prevent the onset of cardiovascular disease
[19]. The increase in NO bioavailability [5,14] and reduced production of
reactive oxygen species (ROS) contribute to the benefits of aerobic exercise
training [5,14]. Physical exercise also promotes an increase in the shear stress

of the vessel wall; this induces increased expression of eNOS [15].

Using rats subjected to malnutrition during the perinatal period, we evaluated
the role of moderate aerobic exercise training in ameliorating or preventing
cardiovascular disease. We investigated (i) the influence of thoracic aorta
reactivity on blood pressure levels and (ii) the influence of aerobic exercise on

these parameters.

Methods

Animals

All surgical and experimental procedures involving animals described in this
study were approved by and done in accordance with the guidelines of the
Committee for Ethics in Animal Experimentation of the Federal University of

Pernambuco.Dams were given a multideficien diet, throughout mating,
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pregnancy and lactation (Undernutrition group) or standard diet (control group).
Throughout pregnancy, the dams were maintained in individual cages and fed
the standard or multideficient diet and water ad libitum. All animals from our
study were maintained in a room at 23 £ 2 € with a 12 h light cycle and 55 +
5% humidity. At 25 days of age, the male offspring were weaned on standard
diet. Following parturition, the offspring were weighed and in order to prevent
any variation in neonatal growth through availability of milk intake during
suckling, litter size was standardized to 6 pups at day 1, preferentially keeping
male pups. After weaned, all of the rats were weighed weekly and maintained
on a standard diet ad libitum. The experiment was initiated when the rats
reached an age of 7 wk and the animals were randomly assigned into one of
four groups: a non-exercise control (NC, n=10), exercise control (EC, n=10),
non-exercise undernutrition (NU, n=10) and exercise undernutrition (EU, n=10).
Some animals were withdrawn from the study because of its unwillingness to

run.

Diet

Malnutrition was induced through a deficient diet as previously described
[16,18,22]. The ingredients of the diet (g/g%) comprised beans -Phaseolus
vulgaris (18,34), manioc flour-Manihot esculenta (64,81), jerked beef (3,74) and
sweet potato-lpomea batatas (12,76), which were cooked, dehydrated at 600 C
and pulverized. All components were mixed with water. Meat fat (0,35) was
added and the mixture was shaped into balls that were dehydrated at 600 C for

24 h. The content of main dietary nutrients is shown in Table 1.

Exercise training protocol.

The training protocol for animals in the EC and EU groups was developed in a
previously reported study. This protocol was modified according to the 70%
VO2Max running program for Wistar rats. Animals of the EC and EU groups
underwent an exercise training program on the treadmill 5 days/wk for 8 wk. In
the first week of training, the animals in the both groups ran for 20 min/day at a
speed of 12 m/min on the level treadmill. The duration and intensity of the daily
exercise session was weekly increased to 60 min at a speed of 22 m/min (table

2) [7]. The front portion of the lanes of the treadmill was covered with a thick
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paper to keep the area darkness, because rats are more active in this condition.
In these studies, the animals of both groups were evaluated by body weight,
ECG, heart rate, blood pressure and vascular reactivity, 72h after termination of

the training period.

Electrocardiogram, heart rate and blood pressure

The recording of the ECG was undertaken in a non-invasive manner in
accordance with a methodology developed in our laboratory. In it, the non-
anesthetized animal remained in a polyethylene box in a resting position,
supporting its paws on the electrodes (silver rods) located on the floor of the
box in which the animal was maintained (figure 1). The ECG signal was picked
up, amplified and recorded in the computer using software (BioMed, Paraiba,
Brazil) data acquisition software system. After placement of the animal in the
box, there was a waiting period of around 5 minutes for adaptation of the
animal, and then 3 records of the ECG were carried out, in the DI derivation, for
1 minute, at intervals of 2 minutes, for around 10 minutes, totaling 3 records per
animal. Records of at least 20 consecutive cycles were considered for the
analysis. The HR was quantified through the analysis of the RR interval (RRi).
Indirect systolic blood pressure was measured at the end of exercise training
using tail-cuff plethysmography (IITC Life Science, California, United States).
Conscious rats were restrained for 10 min in 37 C, in warm and quiet room and
conditioned to numerous cuff inflation-deflation cycles by a trained operator.
Systolic blood pressure was measured, and the mean of three measurements

was recorded [1].

Vascular Reactivity

At the end of the training protocol, rats were anesthetized with pentobarbital (35
mg/kg, i.p.) and Kkilled by exsanguination. Thoracic aortas were carefully
dissected out and connective tissue was removed. For experiments, the aortas
were divided into cylindrical segments 4 mm in length. Aortic segments (4 mm
in length) were mounted between two parallel wires in 37uC organ baths
containing Krebs-Henseleit solution (KHS, in mM: 124 NaCl, 4.6 KCI, 2.5
CaCl2, 1.2 MgS0O4, 1.2 KH2PO4, 0.01 EDTA, 23 NaHCO3) and gassed with
95% 02-5% CO2 (pH 7.4). Arterial segments were stretched to an optimal
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resting tension of 1.0 g. Isometric tension was recorded using a force
displacement transducer (TSD125C, CA, USA) connected to an acquisition
system (MP100A, BIOPAC System, Inc., Santa Barbara, USA). After a 45 min
equilibration period, all aortic rings were initially exposed twice to 75 mM KCI.
The first exposure checks their functional integrity, and the second exposure
assesses the maximal tension developed. Afterwards, endothelial integrity was
tested with acetylcholine (10 mM) in segments previously contracted with
phenylephrine (1 mM). A relaxation equal to or greater than 90% was
considered demonstrative of the functional integrity of the endothelium. After a
45 min washout, concentration-response curves to phenylephrine were
determined. Single curves were performed in each segment [3]. Effects of the
nonspecific NOS inhibitor NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 100 mM)
were investigated.

The influence of the endothelium on the response to phenylephrine in all
animais was investigated after its mechanical removal, which was performed by
rubbing the lumen with a needle. The absence of endothelium was confirmed by

the inability of 10 mM acetylcholine (ACh) to produce relaxation.

Statistical analysis

All values are expressed as mean + S.E.M. Differences were analyzed using
Student’s t-test or two-way ANOVA followed by a Bonferroni test. P<0.05 was
considered significant. Contractile responses were expressed as a percentage
of the maximal response induced by 75 mM KCI. For each concentration-
response curve, the maximal effect (Rmax) and the concentration of agonist
that produced 50% of the maximal response (log EC50) were calculated using
non-linear regression analysis (GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc.,
California, United States). The sensitivities of the agonists were expressed as
pD2 (2log EC50). To compare the effects of endothelium denudation or L-
NAME on the contractile responses to phenylephrine, some results were
expressed as differences in the area under the concentration response curves

(dAUC) for the control and experimental groups.
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Drugs and reagents

L-NAME, |-phenylephrine hydrochloride, acetylcholine chloride, sodium
pentobarbital were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Salts and
reagents used were of analytical grade from Sigma-Aldrich and Merck

(Darmstadt, Germany).

Results

Evolution of Body Weight

Figures 1A and 1B show the evolution of body weight throughout the study. At
birth, the offspring of undernourished mothers had a 31% lower body weight
than did the offspring of control mothers. At weaning, the difference in body
weight between the 2 groups increased to 64% (Figure). At the start of the
physical training period (7 weeks of age), the animals subjected to perinatal
malnutrition had a 34% lower body weight than did the control group. At the end
of the aerobic exercise period (14 weeks of age), the difference in body weight
caused by perinatal malnutrition remained. Moreover, exercise training
significantly reduced the body weight in each group (by 5% in the control group
and by 30% in the malnourished group).

Heart Rate and Blood Pressure

An electrocardiogram (ECG) revealed a similar RR interval for all groups
(0.166-0.172 ms). Moreover, there was no difference in the heart rate in each
group (Figure 2A). Perinatal malnutrition resulted in systolic blood pressure
levels of >18 mmHg in the control group (NU vs. NC, Figure 2B). Exercise
training reduced the blood pressure levels of malnourished animals (EU vs. NU,
Figure 2B) by 13 mmHg but did not alter those of control animals (EC vs. NC,
Figure 2B).

Vascular Reactivity

The vascular reactivity to PHE was similar for control and undernourished
animals not subjected to physical training (NU vs. NC, Figure 3A). However, the
shift to the left made by the EU group (Figure 3B) indicated that physical

training reduced the reactivity to PHE. This finding was supported by the lower

34



Rmax value presented by the EU group compared to the EC group (88.1% =
5.4% vs. 123.1% + 7.5%, respectively).

Removal of the aortic endothelium (E-) caused a shift to the right in the
concentration-response curve to PHE in the non-exercised control group (NC,
Figure 4A) and the control group subjected to physical training (EC, Figure 4B).
However, the Rnax values (NC E+, 129.5% + 2.0%; NC E-, 163.2% + 6.2%; EC
E+, 123.1% + 7.5%; and EC E-, 171.2% + 12.5%) and the logECs values (NC
E+, -5.21% + 0.33%; NC E-, -5.40% * 0.30%; EC E+, -4.90% + 0.13%; and EC
E-, -5.77% £ 0.30%) did not differ between groups. Similarly, in rats subjected
to perinatal malnutrition after removal of the endothelium (EC E- vs. EC E+ and
EU E- vs. EU E+, Figures 4C and 4D), the concentration-response curve to
PHE shifted to the right, but the Rnyax values (NU E+, 142.4% + 9.6%; NU E-,
139.1% £ 7.7%; EU E+, 88.1% + 5.4%; and EU E-, 145.2% + 9.1%) and the
logECso values (NU E+, -4.50% £ 0.12%; NU E-, -5.4% % 0.10%; EU E+, -
4.50% + 0.10%; and EU E-, -5.4% + 0.10%) did not differ between groups. The
difference in vascular reactivity between the control and malnourished groups
was more evident when the data were presented as the area under the curve
(AUC, Figure 4E). The removal of the endothelium caused significantly higher
vascular reactivity in the malnourished group subjected to physical training (EU

E-) than in all other groups.

The NO synthase inhibitor L-NAME shifted the concentration-response curve to
PHE to the right in aortas obtained from control rats not subjected to physical
training (Figure 5A) and control rats subjected to physical training (Figure 5B).
However, the Rnax values (NC, 129.5% * 2.0%; NC L-NAME, 167.5% + 10.8%;
EC, 123.1% £ 7.5%; and EC L-NAME, 139.1% * 7.7%) and the logECs, values
(NC, -5.21% * 0.33%; NC L-NAME, -5.70% + 0.10%; EC, -4.90% % 0.13%; and
EC L-NAME, -5.80% = 0.10%) did not differ between groups. Treatment with L-
NAME also produced displacement curves to the right in aortas obtained from
malnourished rats not subjected to physical exercise (Figure 5C) and in
malnourished rats subjected to physical exercise (Figure 5D). However, the
Rmax values (NU, 142.4% + 9.6%; NU L-NAME, 161.2% + 11.4%; EU, 88.08% =*
5.4%; and EU L-NAME, 172.5% + 10.0%) and the logECs values (NU, -4.50%
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+ 0.12%; NU L-NAME, -5.30% + 0.10%; EU, -4.50% * 0.10%; and EU L-NAME,
-5.40% + 0.10%) did not differ between groups. Thus, although all of the groups
showed increased contractility of the aorta in the presence of L-NAME,
comparison of the areas under the curves (Figure 5E) indicated that the EU
group was more responsive (p < 0.05) to the effect of L-NAME than any of the
other groups.

Discussion

Hypertension originating from malnutrition occurring sequentially during the
intrauterine and lactation periods has previously been demonstrated [16]. In the
present study, we have shown that elevation of the systolic blood pressure
caused by malnutrition during intrauterine life and lactation is reversed by
aerobic exercise.

We further elucidated that the decrease in blood pressure caused by aerobic
exercise is due to an increase in production of endothelial factors, specifically
NO, in animals stunted because of malnourishment and subjected to physical
training compared with control animals.

Paradoxically, the evidence implicating decreased NO bioavailability as a cause
of hypertension originating from malnutrition is restricted to intrauterine
malnutrition [4,6]. Our study demonstrates that when malnutrition extends into
the lactation period, NO production may be increased.

Our findings are supported by Desai and Hales (1997) [2], who showed that
animals subjected to malnutrition during lactation appear to have increased
longevity. A possible explanation based on the theory of the “thrifty phenotype”
proposed by Desai and Hales [2] is that low weight (Figure 1) facilitates a better
prediction of the response to physical training.

The physical training protocol used in the present study did not alter the pattern
of cardiac frequency, either in control rats or in malnourished rats (Figure 2A).
This finding was also observed when physical training was imposed for periods
ranging from 7 weeks to 9 months [10,11,21]. However, following physical

training, the EU group presented with reduced systolic blood pressure. This can
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be partially attributed to a reduction in vascular resistance caused by NO
production.

PHE, an a-adrenergic agonist, is a useful pharmacological tool because it
induces a contractile response in vascular smooth muscles, which are
modulated by the endothelium. Similarly, L-NAME, an inhibitor of NO synthase,
may directly indicate the role of NO in vasodilation. These 2 pharmacological
tools, together with mechanical removal of the endothelium [3], indicate that NO
is a vasodilator produced in larger quantities by animals subjected to
malnutrition and physical training. The importance of the endothelium in
decreasing the blood pressure of EU group [3] is highlighted in Figures 4A and
4B.

Based on previous data [17], it is not clear whether animals show hypertension
as the only determinant of impaired vascular endothelium. Other factors may
contribute, such as cardiac remodeling [8] and a decrease in the number of
nephrons, which occurs during the intrauterine period [12] and can last until the
end of nephrogenesis on the 13th day of postnatal life [20].

In summary, we have shown that hypertension originating from perinatal
malnutrition can be reversed by aerobic exercise, through an increase in

endothelial NO production.
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TABLES AND FIGURES

Table 1
Composition of diets (g/g%)
Standard Multideficient

diet® diet’
Protein 23 8.87
Carbohydrates 41 77.7
Ether extract 2.5 1.12
Fibers 9 7
Minerals 8 3.96
Vitamin
supplement ves No
Sodium 0.37 0.17
Calcium 1.8 0.25
Phosphorus 0.8 0.08
Moisture 13 10
kcal/100g 278 356

& As indicated by the manufacter (Ralston-
Purina®).

® According to the Laboratory of Experimentation
and Analysis of Food (LEAAL), Nutrition
Department/UFPE, Recife, Brazil.
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Table 2

Training protocol for exercise groups

Week intensity Duration (min)
(m/min)
1st 12 20
2nd 13 30
3rd 14,5 30
4th 16 40
5th 17,5 50
6th 19 60
7th 20,5 60
8th 22 60

Intensity was the speed of the treadmill
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Fig. 1. Body Weight of Standard and Undernutrition Groups during lactation and

at seventh week (A) and end of exercise training period (B). Values are

expressed as mean = SEM. Two-way ANOVA followed by Bonferroni test.
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EU.
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the contractions induced by KCI (75 mM). Each point represents the mean *
SEM, *p<0.05 for E+ versus E-. (E) Percentage of Area Under Curve (dAUC %)

from concentration-effect curves of all groups.; #p<0.05 for EU E+ x E- versus

NU E+ x E-.

46



0 CS 1o or 2007 4 ps
{ 7 CSLVAE v CTLNAME

A DSL-NAME

1 —T—T— 0+—-a—»
10 9 8 -7 6 5 4 -3 10 9 -8

Phenyleprine (Log M) Phenyleprine (Log M)

O_
NC EC NU EU

¥

-7

-6

5
Phenyleprine (Log M)

4

-3

LI
1 4 DTL-NAME

--10 9 8 7 6 5 4 3
Phenyleprine (Log M)

Fig. 5. (A-D) Concentration-effect curves for phenylephrine in aortic rings before
and after incubation with L-NAME (LNA, 100mM) from NC (A, n=8), NU (B,
n=9), EC (C, n=11), and EU (D, n=11). The responses are expressed as
percentage of contraction relative to the contractions induced by KCI (75 mM).
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4. CONCLUSOES

Os achados do presente trabalho sugerem que a elevagdo dos niveis
pressoricos causada pela desnutricdo no periodo perinatal pode ser revertida
através do treinamento fisico, provavelmente devido a um aumento na
modulagcdo endotelial, acarretando o aumento da liberagdo e/ou
biodisponibilidade de éxido nitrico, visto que o NO possui papel vasorelaxante
sobre a resisténcia vascular periférica. Entretanto, os mecanismos envolvidos

nestas respostas ainda precisam ser investigados.
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