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Estudos epidemiologicos mostraram que aproximadamente
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RESUMO

Uma dieta materna pobre em proteinas resulta em danos morfologicos e funcionais aos
coragdes dos filhotes. O exercicio fisico moderado, por outro lado, € sabido que melhora o
metabolismo e a funcdo do coracdo, melhorando a satude de forma geral na idade adulta.
Assim, especulamos que o exercicio moderado realizado durante o desenvolvimento pos-natal
poderia melhorar o dano cardiaco resultante de uma privacao proteica perinatal. Foi utilizado
0 modelo de restricdo protéica em ratos durante a gestacdo e lactacdo para avaliar o efeito do
exercicio fisico moderado pds-lactacdo sobre parametros de estresse oxidativo no coragéo.
Foram utilizadas ratas divididas em dois grupos: normoproteina (NP) recebendo 17% de
caseina na dieta e baixa proteina (LP), recebendo 8% de caseina. Aos 30 dias de idade, os
filhotes do sexo masculino de cada grupo foram submetidos ao protocolo de treino com
intensidade moderada a 50% da capacidade maxima subdivididos em: grupos controle (NP e
LP) e exercitados (ENP e ELP). Com aproximadamente 52 dias de vida, os ratos foram
sacrificados, tendo o sangue e coracdo coletados para as analises bioguimicas. No&s
observarmos nos ratos ndo exercitados do grupo LP aumento significativo na oxidagédo
lipidica e protéica, com reducdo do sistema anti-oxidante enzimatico. A aplicacdo do
exercicio moderado neste grupo, entretanto, resultou em reducgdes significantes (> 2 vezes) da
oxidacdo lipidica e protéica que se correlacionou com uma aumento na defesa antioxidante
ndo enzimatica e diminuicdo significativa nos triglicerideos séricos. Com esses dados,
sugerimos que o a desnutricdo materna causa dano cardiaco na prole, o que pode ser
amenizado com o exercicio fisico moderado durante a infancia, promovendo uma melhora a

salde de forma geral na vida adulta.

Palavras-chave: Ratos Desnutridos. Exercicio Fisico. Treinamento Moderado. Dieta
hipoproteica.



ABSTRACT

A maternal diet low in protein results in morphologic and functional damage to the hearts of
her offspring. Moderate exercise, on the other hand, is thought to improve heart metabolism
and function, improving the overall health in adulthood. Thereby, we speculate that moderate
exercise performed during early post-natal development could ameliorate the cardiac damage
resulted from a perinatal protein deprivation. In the present study we used a rat model of
protein restriction during gestation and lactation to assess the effect of moderate post-lactation
physical exercise on oxidative stress parameters in the heart. Pregnant rats were divided into
two groups: normoprotein (NP) receiving 17% casein in the diet, and low-protein (LP),
receiving 8% casein. At 30 days of age, male pups from each group were submitted to a
training protocol with a moderate intensity of 50% of the maximum capacity subdivided into:
control group (NP and LP) and exercised (ENP and ELP).. At approximately 52 days of age,
the rats were sacrificed and blood and heart were collected for biochemical analysis. Our
results showed significant increases in lipid and protein oxidation, and reduction in enzymatic
anti-oxidant systems in the un-exercised rats on LP group. Application of moderate exercise
to this group, however, resulted in significant > 2-fold reductions in both lipid and protein
oxidation that correlated with an increase in non-enzymatic antioxidant defense and a
significant decrease in serum triglycerides. Taken together we suggest that cardiac damage
occurring in children born to mothers lacking protein during early childhood development
could be ameliorated to an extent with moderate physical exercise designed to improve

cardiac oxidative balance.

Keywords: Weaned rats. Physical Exercise. Moderate Training. Low-protein diet.
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1 INTRODUCAO

Uma das atuais prioridades das politicas publicas para o combate as doencas crénico-
degenerativas esta na educacdo e conscientizacdo frente a alimentacdo adequada e mudancas
do estilo de vida, como a prética regular da atividade fisica desde idades precoces. Uma série
de evidéncias experimentais e epidemioldgicas tém reforcado que a deficiéncia nutricional na
infancia pode aumentar o risco para o desenvolvimento de doencas tais como, obesidade e
doencas correlatas (hipertensdo, diabetes tipo I, dislipidemias, hiperinsulinemia e outras

doencas cardiovasculares) em idades posteriores.

A desnutricdo vem sendo apontada como um dos principais fatores ‘“ambientais”
implicados na génese dessas doengas supramencionadas. Os mecanismos subjacentes parecem
estar associados ao desequilibrio oxidativo induzido pela desnutri¢cdo durante o periodo critico

do desenvolvimento do individuo.

Sabendo que varios distdrbios cardiovasculares podem estar relacionados com o
desbalanco oxidativo no coracdo induzidas por insultos nutricionais durante o
desenvolvimento, o entendimento dos mecanismos celulares e moleculares de tais
enfermidades propicia subsidios para que estratégias de intervencdo sejam melhores
implementadas. O exercicio fisico moderado esta relacionado a diversas adaptacdes
bioquimicas; ja existem estudos na literatura mostrando que individuos ativos possuem menor
risco de desenvolver obesidade e cardiopatias. Dessa maneira, a pratica do exercicio fisico
moderado de forma regular, poderia ser uma préatica terapéutica com o intuito de minimizar os

possiveis efeitos deletérios induzidos por insultos nutricionais e com menor custo financeiro.

Nesse sentido, o intuito do presente estudo foi verificar se o exercicio fisico moderado
durante a infancia (i.e. de 30 a 52 dias de vida) reverte os efeitos deletérios induzidos pela
desnutricdo proteica durante a gestacdo e lactacdo. Como hipotese trabalhamos a seguinte

questéo:

O exercicio fisico moderado praticado desde a infancia diminui o estresse oxidativo

cardiaco causado pela desnutri¢do proteica na gestacéo e lactacao.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 GERAL

Avaliar o balango oxidativo no coracdo de ratos jovens desnutridos submetidos ao

treinamento fisico moderado em esteira.

1.1.2 ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do treinamento fisico moderado no tecido cardiaco de ratos jovens

submetidos a desnutri¢do proteica durante a gestacdo e lactacdo sobre:

I — Biomarcadores de estresse oxidativo
1. Peroxidacéo lipidica (MDA);
2. Oxidacdo proteica (Carbonilas).
Il — Defesa antioxidante enzimatica
1. Atividade da enzima antioxidante Superoxido dismutase (SOD);
2. Atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT);
3. Atividade da enzima antioxidante Glutationa-S-transferase (GST)
111 — Defesa antioxidante ndo-enzimatica
1. Quantificacdo do balanco REDOX - glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG);
2. Quantificacdo dos grupos tidis totais (Sulfidrilas).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DESNUTRICAO

A desnutricdo é um estado onde ha um desequilibrio de energia, proteina, dentre
outros micro e macronutrientes, ocasionando uma desordem em aspecto bioquimico e
fisioldgico dos tecidos (STRATTON; GREEN; ELIA, 2003). Em adicdo, a Organizagédo
Mundial de Saude (2005) caracteriza a desnutricdo como o resultado da relacdo entre
alimentacdo, estado de salde e condicdo socioeconémica. Podemos considerar que educagéo e
salde, a fonte de producédo e 0 acesso a aquisicao de alimentos estdo intimamente associadas
ao estado nutricional do individuo (MONTEIRO et al., 2010; MONTEIRO; CONDE, 2000).
A desnutricdo esta intimamente relacionada com aspectos bioldgicos, sociais e psicolégicos
como pobreza e abuso de drogas (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). Estudos ainda
demonstram que os efeitos deletérios associados a desnutri¢do proteica tém fatores agravantes
nas geracbes seguintes, uma vez que intervencGes para uma reabilitacdo educacional,
comportamental e nutricional devem ser propostas de forma intensiva para poder alcancar
geracOes e diminuir os efeitos da desnutricdo (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).

Estudos epidemiol6gicos mostraram que aproximadamente 15,5% da populacao
mundial, sendo um terco dessa parte criangas, sao atingidas pela desnutricdo, constituindo-se
um sério problema de saude publica (MONTEIRO et al., 2006; BITTENCOURT et al., 2009;
UNITED NATIONS, 2013).

Segundo o Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF; 2016) cinco em cada
seis criangas do mundo com menos de dois anos ndo estdo recebendo nutricdo adequada para
o crescimento e desenvolvimento. O UNICEF mostrou que apenas metade das criangas entre
6 e 23 meses sdo alimentadas com o minimo de nutrientes por dia necessarios para sua idade,
e que, tanto em paises desenvolvidos, quanto em desenvolvimento, grandes periodos de
amamentacdo estdo associados a niveis mais altos de inteligéncia. A UNICEF afirmou ainda a
necessidade de investimentos governamentais para programas e politicas alimentares que

priorizem a nutri¢do na infancia.

No Brasil de acordo com os dados da Pesquisa Nacional de Demografia — PNDS 2006,
7% das criangas menores de cincos apresentam desnutricdo crénica (déficit de altura).
Quando verificados dados de criangas de cinco a oito anos, 4,1% apresentam desnutri¢cdo
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aguda (POF 2008-2009) e 6,8% das criancas apresentam desnutricdo cronica. E segundo o
Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAM) no Relatério do Estado Nutricional
dos individuos acompanhados por periodo, no Brasil no més de julho de 2017, cerca de 15,26
% das gestantes apresentaram um estado nutricional de baixo peso, e 17,36 % desse total
pertence ao Nordeste do nosso pais. Dificuldades no desenvolvimento fisico, muscular e
0sseo, complicacOes fisiologicas, imunoldgicas e neurais sdo resultados severos que a
desnutricdo pode causar em criancas (CONDE; MONTEIRO, 2006; BITTENCOURT et al.,
2009; UNITED NATIONS, 2012).

A partir de estudos epidemioldgicos por volta dos anos 80, Barker et al. (1993; 1997),
observaram a relacdo entre o crescimento intrauterino, caracteristicas fenotipicas e
desenvolvimento de doencas cardiovasculares a longo prazo. Uma alimentacdo pobre em
proteinas no periodo critico de desenvolvimento afeta diversos tecidos, trazendo efeitos
deletérios sobre o crescimento de varios 6rgdos e consequentemente do individuo (HALES,
1997; MILLER; GERMAN, 1999; PARK et al., 2003; MONTEIRO et al., 2010).

Wu et al. (2013) discutiram a existéncia de uma correlagdo com o0 baixo peso ao
nascer e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, metabolicas e enddcrinas no
decorrer da vida adulta. Estudos em animais ja demonstram que proles submetidas a uma
ingestdo de alimentos pobre em proteinas reflete em alteragdes metabdlicas, como pressdo
arterial elevada no decorrer do crescimento e alteragcbes nos niveis de catecolaminas
(PASSOS et al., 2000).

A desnutricdo cronica ou baixa estatura altera a regulacdo dos mecanismos
bioquimicos e fisiologicos de conservacdo de energia e depdsito de gordura, podendo
promover obesidade na vida adulta (SAWAYA et al., 1998; HOFFMAN et al., 2000;
SAWAYA et al.,, 2003; SAWAYA, 2006). Criancas desnutridas e que nao conseguem
recuperar sua estatura tendem a apresentar um quociente respiratério maior do que as que nao
sofreram desnutricdo. Um quociente respiratorio elevado € inversamente proporcional a
oxidacdo de gorduras. A criangca cresce menos, ganha menos tecido muscular e 0sseo. A
desnutricdo tambem afeta outros mecanismos metabolicos, como o de controle da pressao
arterial (SAWAYA et al., 1998; HOFFMAN et al., 2000; SAWAYA et al., 2003; SAWAYA,
2006).

Barreto et al. (2016) concluiram que a desnutricdo em criancas além de diminui¢Ges

na modulacdo parassimpatica do sistema nervoso autondmico, também reduz a pressdo
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arterial sistolica e diastdlica e eleva a frequéncia cardiaca em criangas. Outros estudos
evidenciam que a deficiéncia nutricional materna, aumenta o risco para o desenvolvimento da
obesidade na geragéo futura e consequentemente de doencas cronicos degenerativas na idade
adulta (HALES e BARKER, 1992; SAWAYA et al., 1995; LEVIN, 2006). Estudos adicionais
também relatam que o crescimento e o desenvolvimento da crianca ndo estdo relacionados
apenas a fatores genéticos, mas também a estimulos do meio, como por exemplo, a falta da
pratica regular de exercicio fisico (HALES, 1997; MILLER; GERMAN, 1999; PARK et al.,
2003; MONTEIRO et al., 2010).

Ja é bem estabelecido que estresses ambientais no periodo de organogénese, periodo
tido como critico do desenvolvimento, a qual compreende a formacdo dos 6rgdos, podem
favorecer o aparecimento de doencas (LUCAS, 1991). Segundo Lucas (1991), a nutricdo, €
um fator ambiental chave, pode ser considerada como um dos mecanismos indutores de
“programacédo”, ou insultos que influencia o estado de satde de um individuo em longo prazo,

podendo ser duradouro.

Lucas, Fewtrell e Cole (1999) enfatizam a importéncia de estudos na linha da
compreensdo da biologia chamada “programacao”, pois achados na influéncia dos fatores
ligados ao periodo pré-natal interferindo no pos-natal, como no aparecimento de disfungdes
na vida adulta, seriam de grande importancia para o desenvolvimento de politicas publicas
baseadas em pesquisas cientificas, estimulando um olhar especial para os estudos associados
ao periodo critico do desenvolvimento (LUCAS, FEWTRELL E COLE 1999). A partir de
estudos clinicos, experimentais e epidemioldgicos foi observada uma forte tendéncia ao
desenvolvimento de sindrome metabolica em adultos que sofreram insultos tanto
farmacologicos como nutricionais, constatando-se que a patogénese ndo estd somente
alicercada na expressdao de genes induzida por uma adaptacdo a mudancas diversas no
ambiente (VICKERS, 2011).

Estudos observando os efeitos deletérios da desnutricdo proteica durante o
desenvolvimento vem mostrando alteragdes nos niveis de estresse oxidativo em tecidos
adultos, que podem acarretar mudancas subseqtientes na funcdo desse tecido. Instapad et al.
(2014) avaliando no sistema cardiovascular, verificou que a desnutricdo afetou o controle da
pressdo arterial e estava associado com o estresse oxidativo (INTAPAD S et al., 2014). Em
adicdo, um estudo em modelo experimental de nosso laboratorio, mostrou que a restrigdo

proteica durante a gestacdo e lactagdo pode prejudicar a bioenergética mitocondrial, com
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aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO's) e diminuicdo na atividade de
enzimas antioxidantes resultando no estresse oxidativo em coracdo de ratos adultos
(NASCIMENTO et al., 2014).

Estudos adicionais do nosso grupo de pesquisa mostraram que as alteracdes induzidas
pela desnutricdo podem ser re-moduladas em tecidos centrais e periféricos responsaveis pelo
controle da presséao e frequéncia cardiaca a depender da melhora nos niveis de antioxidantes
(SOUSA et al., 2017; BRAZ et al., 2017).

A andlise mostrou claramente que o efeito prejudicial da dieta materna com restricdo
proteica foi revertida quando a idade reprodutiva nas fémeas foi alcancada onde os niveis de
estrogénio apresentavam-se elevados em relacdo a idade com baixos niveis do hormonio
(SOUSA et al., 2017; BRAZ et al., 2017).

Esses dados sugerem que os efeitos deletérios da desnutricdo ndo séo definitivos, e que
a préatica de exercicio fisico moderado, poderiam reduzir o risco para o desenvolvimento e
aparecimento de doencas cardiovasculares induzidas pela desnutricdo proteica materna

durante periodos criticos do desenvolvimento.

2.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E ESTRESSE OXIDATIVO

Radical livre € o termo genérico podendo ser definidos como espécies reativas que sao
capazes de existéncia independente, apesar de ter em seu ultimo orbital elétrons
desemparelhados (HALLIWELL, 1994). Quimicamente a estabilidade de uma molécula
depende do pareamento dos elétrons em suas Orbitas, um exemplo é o atomo de hidrogénio
com um préton e um unico elétron em sua Ultima Orbita, sendo assim um importante
sequestrador de elétrons de qualquer tipo de biomolécula para alcangar sua estabilidade
(HALLIWELL, 1994).

Segundo Halliwell (1994), o surgimento das defesas antioxidantes ocorreu em virtude
da maior oferta de moléculas de oxigénio. Nos primoérdios da vida, na Terra, a predominancia
era de organismos anaerdbicos, e que conseguiram se adaptar ao aumento progressivo do
oxigénio atmosférico. Os seres que conseguiram evoluir desenvolveram uma forma de
sintetizar moléculas para combater as formas toxicas do oxigénio, desenvolvendo assim um
mecanismo de defesa antioxidante. Os seres conhecidos como aerdbicos, sdo justamente

aqueles que além da capacidade de combater, conseguiram desenvolver todo um aparato para
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a producéo de energia e sobrevivéncia tendo como a principal organela, a mitocéndria, que €
responsavel por cerca de 80 % da producdo de ATP (HALLIWELL, 1994).

A concentracdo ideal de oxigénio para um organismo em hemostasia deve ser
respeitada, pois 0 aumento ou uma diminuicdo pode gerar efeitos prejudiciais. Foi visto que
os efeitos deletérios e concentragcfes ideais de oxigénio nos organismos aerobios depende de
fatores como idade, estado nutricional e estado fisiolégico (HALLIWELL, 1994). Na busca
de um entendimento mais amplo de como o0 oxigénio causava danos no metabolismo surgiram
teorias e finalmente percebeu-se que as espécies reativas de oxigénio formadas eram as
moléculas responsaveis pelos danos observados, sendo entdo consagrada pela descoberta da
superéxido dismutase, enzima responsavel pela dismutacdo de superdxidos formados no
organismo (GERSCHMAN K. et al., 1954; FRIDOVICH I., 1986; HALLIWELL, 1994).

Dentre esses radicais livres, mais especificamente as espécies reativas de oxigénio,

destacam-se as seguintes moléculas:

1) O anion superoxido (O2), que é produzido pela reducdo da molécula de oxigénio, (O2)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007):

O2+e — 02" (Reagéo 1)
2) Perdxido de Hidrogénio (H202) (HALLIWELL, 1994):
202" + 2H* — 02 + H202 (Reagéo 2)

3) O radical hidroxila (OH"), formado geralmente pelas reacfes de fenton ou haber-weiss
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Fe’* + Oz — Fe3* + Oz (Reagdo 3)

20% + 2H* — O2 + H20:2 (Reagdo 4)

Fe* + H202 — Fe® + OH" + OH* (Reacdo 5)
ReacgOes Haber-Weiss;

Fed* + 02" — Fe?* + O2(Reacéo 6)

Fe?* + H202 — Fe®* + OH + OH' (Reagdo 7)

O2 + H202 — O2 + OH + OH: (Reagéo 8)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Redu%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio

22

Ou ainda além dessas reacdes de ions metalicos com H20», pode ocorrer a partir de

radiacdo ionizante uma fissdo hemolitica do peroxido de hidrogénio. Como esquematizado:
H-0O-0O-H —-UV— 20H" (Reacao 9)

4) O peroxinitrito (ONOO-) obtido pela reagdo entre o O¢xido nitrico e 0 Oy
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007):

H202 + O2 — ONOO™ + H20 (Reacéo 10)

Segundo Halliwell e Guterridge (2007) mesmo em organismos menos complexos, 0s
niveis de oxigénio podem influenciar tanto de forma favordvel como de forma desfavoravel
esse organismo, podendo o oxigénio assumir configuracdes reativas que atuariam de forma a

sequestrar elétrons de composto importantes do metabolismo desse organismo.

A reatividade dessas espécies depende bastante de como elas estdo sendo apresentadas
(HALLIWELL, 1994), por exemplo, a formacdo de peroxinitrito pode ser classificada como

uma reacao gue traz danos as moléculas, pois € formado a partir de dois radicais livres:
H202 + O — ONOO™ + H20 (Reagéo 11).

Havendo a formacdo de um radical livre com uma molécula estavel, sabendo-se que a
maioria das moléculas do nosso organismos sdo estaveis, isso significa que teria dano as
moléculas proporcionando uma reacdo em cadeia negativa para o0 organismo. Podendo esses
radicais reagir com cadeias laterais de acidos graxos de lipoproteinas e membranas

plasmaticas iniciando o processo de peroxidacao lipidica, como adiante:
CH+R* — -C'+ RH (Reacao 12)
C'+ 02— -COz2" (Reagéo 13)
CO2 + -CH — -CO2H + -C* (Reagéo 14)

O processo de peroxidagdo lipidica estdo associados com o desenvolvimento de
inimeras doencas, tais como aterosclerose, de mesma forma negativa, quando as espécies
reativas de oxigénio reagem com o acUcar desoxirribose e as bases de purina e pirimidina do
nosso &cido desoxirribonucléico (DNA) causando danos a biomolécula constantemente
presente no cancer e em outras patologias (BECKMAN et al,1990; HALLIWELL,
ARUOMA, 1993; BOUSQUET-SANTOS et al., 2006; SIMMONS, 2006; GIUSSANI et al,
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2012; GUPTA et al, 2014; NASHED; BALENKO; SINGH, 2014;
VARGHESE; PATEL; YADAYV, 2017).

Os efeitos das espécies reativas de oxigénio nas membranas, promove a peroxidacao
lipidica, onde essas moléculas atuam nas ligacdes lipidicas dos acidos graxos, produzindo
uma variacdo de produtos e degradacdo (BECKMAN et al.,1990). A propagacgédo, desses
efeitos produz danos a lipideos préximos. Havendo a perda da fluidez das membranas
(MACHLIN; BENIDICH, 1987; SOUTHORN; POWIS, 1988).

Figura 1: Esquema das principais rea¢fes ocorridas durante o processo de peroxidagdo lipidica

R~ T LH

Iniciag&o 1
-H*
R f:/I‘C/\R- L
Propagagio R /\-.‘ /\_/\R
Terminagéo L*+L* = LL

LOO* +LOO*— L-OH + L=0

LOO " +L"— LOOL

Fonte: LIMA; ABDALLA, 2001.

As espécies reativas de oxigénio estdo sendo produzidas o tempo todo nas células
tanto para fins metabdlicos especificos, como também resultados de quadros patoldgicos
(HALLIWELL, 1994). Para combater o excesso das moléculas reativas e minimizar seus
efeitos, existe tanto um sistema de defesa como de reparo. O primeiro atua de forma a
estabelecer os niveis fisiologicos de espécies reativas de oxigénio; ao passo que 0 segundo
atua reparando as biomoléculas que chegaram a ser atingidas por essas espécies reativas. Ao
nivel do DNA, ja se tem estudos que associam a atividade da proteina ATM "ataxia
telangectasia mutated” como a principal enzima de reparo contra os danos do estresse
oxidativo (HALLIWELL, 1994; BERRA; MENCK; MASCIO, 2006; BALZER et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nashed%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24293110
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nashed%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24293110
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24293110
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A atuacdo do sistema antioxidante é primordial para manutencdo da vida aerdbica
saudavel com a manutencdo das espécies reativas em niveis fisioldgicos. O anion superéxido,
por exemplo, pode reagir com enzimas importantes do nosso metabolismo como, por
exemplo, inibindo o complexo dinucleétideo de nicotinamida e adenina reduzida (NADH)
desidrogenase, que desempenha papel fundamental na respiracdo mitocondrial
(HALLIWELL, 1994).

Outra relacdo negativa desses compostos reativos é a reacdo entre o 6xido nitrico e o
superoxido tendo como produto dessa reacdo o peroxinitrito, interferindo na capacidade do
oOxido nitrico de promover o relaxamento da musculatura lisa dos vasos sanguineos, induzindo
entdo os quadro patolégicos de hipertensdo arterial e/ou aterosclerose (CHANCE; SIES;
BOVERIS, 1979; FRIDOVICH, 1986; HALLIWELL, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1989).

Dentre as defesas antioxidantes, ndo se identificou uma enzima ou molécula especifica
para a detoxificacdo do radical hidroxila, sendo umas das espécies mais danosa para a célula
(HALLIWELL, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Entretanto, até 0 momento, a
enzima superéxido dismutase é a primeira forma enzimatica de combate a producdo de
espécies reativas de oxigénio, age por meio da dismutagdo do ion superdxido, tendo como co-

fator ions metalicos:
enzima-Cu2* + O2” — enzima-Cu* + Oz (Reagdo 15)
enzima-Cu*+ Oz + 2H* — enzima-Cu2* + H20: (Reacéo 16);
Mn(111) *O2 — [Mn(III)- O2"]— Mn2* + Oz (Reagéo 17)
Mn2* + O2” — [Mn2* O2"] + 2H"*— Mn(l11)+ H202 (Reacéo 18)
Fe(l11)-enzima+ 02 — Fe2"-enzima+ O2 (Reagéo 19)
Fe2*-enzima+ 02"+ 2H+ — Fe (I11)-enzima+ H202 (Reacéao 20)

Outra enzima antioxidante encontrada é a catalase, que possui forma tetraédrica com
uma por¢do heme central. Tem como fungdo catalisar a reacdo de formagéo de didxido e dgua
a partir de peroxido de hidrogénio, na presenca de um grupo ferro heme (HALLIWELL,
1994). Encontrada nos peroxissomos, com maior expressao e atividade em tecidos como rins,

figado e nas hemécias, responsavel pela seguinte reacdo (HALLIWELL, 1994):
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2 H202 — 2 H20 + O2 (Reagéo 21)

O sistema das glutationas é formado tanto por enzimas como pela glutationa reduzida
(GSH) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A enzima glutationa peroxidase possui uma
selenocisteina como centro catalitico responsavel pela reducdo de perdxidos a &gua, utilizando
como co-fator duas moléculas de glutationa em sua forma reduzida, as quais sofrem oxidacéao

do seu residuo cisteina e formam glutationa oxidada (GSSG) por uma ligagéo disulfeto:
2GSH + H202 — GSSG + H20 (Reacéo 22)

2GSH + ACIDO GRAXO-O0OH — GSSG + ACIDO GRAXO-OH + H20

(Reacao 23)

A enzima glutationa redutase atua na manutencao dos niveis de (GSH) ajudando na
atividade da glutationa peroxidase. Essa enzima é uma flavoproteina que atua regulando os
niveis celulares da GSH através da reducdo da GSSG a GSH, em um processo dependente de

Nicotidamina Adenina Dinucleotideo Fosfato em sua forma reduzida.
GSSG + NADPH + H*— 2GSH + NADP*(Reacdo 24);

E a enzima glutationa-S-transferase que tem como funcédo a protecdo da célula contra
agentes toxicos enddgenos e exdgenos, contra xenobidticos. Sua atuacdo € conjunta com a de
outras enzimas, como a y- glutamilcisteina sintetase (yGIluCysS) e a glutationa sintetase (GS)
e seguida de etapas como mostra o esquema a seguir (HALLIWELL; CHIRICO, 1993;
HUBER; ALMEIDA; FATIMA,; 2008; FERREIRA; LAGRANHA, 2013):

Estudos sugerem que uma deficiéncia em qualquer uma dessas enzimas de defesa ndo
é tdo facilmente revertido por uma alimentacao rica em antioxidantes, acarretando o acumulo
de espécies reativas, resultando no processo de envelhecimento celular (HALLIWELL;
CHIRICO, 1993; HALLIWELL, 2012).
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Figura 2: Detoxificacdo de xenobi6ticos via dcidos mercaptiricos.
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Fonte: HUBER; ALMEIDA; FATIMA,; 2008

Uma outra categoria de enzimas responsaveis pela detoxificacdo do perdxido de
hidrogénio sdo as peroxiredoxinas quais apresentam uma atividade catalitica que permite o
peroxido de hidrogénio seja um sinalizador de transicdo (HALLIWELL, 2012). As
peroxiredoxinas (Prxs) sao uma familia de peroxidases que reduzem os peroxidos, com um
residuo de cisteina conservado (o Cys peroxidatico) que serve como o local da oxidacdo por
peréxidos (RHEE; WOO, 2011).

Xreduzida + H202 (peroxidase + cofator) — Xoxidada + H20 (Reacéo 25)

Além dessas defesas antioxidantes supra mencionadas, existe outros agentes
antioxidantes derivado da dieta, como por exemplo vitamina E, vitamina C, carotendides e/ou
flavonoides (HALLIWELL; CHIRICO, 1993):

aTH + LOO®* — oT" + LOOH (Reacéo 26)
aT* + ascorbato —aTH + ascorbato*(Reacéo 27)

O termo estresse oxidativo é justamente o desequilibrio entre a producdo exacerbada
de espécies reativas de oxigénio e/ou reducdo da capacidade do sistema de defesa antioxidante
que pode ser ocasionado, por exemplo, pela ingestdo inadequada de nutrientes; levando o

organismo a tentativa de aumento de suas defesas e/ou acionando o sistema de reparo
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(GUTTERIDGE, 1986; HALLIWELL; CHIRICO, 1993; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Estudos mostram que a manifestacdo de algumas patologias tem suas caracteristicas
iniciais associadas as modifica¢cGes no estado REDOX das células, caracterizado pelo estado
de equilibrio entre Glutationa Oxidada e Glutationa Reduzida (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007).

2.3 EXERCICIO FiSICO MODERADO E ESTRESSE OXIDATIVO

A Organizacdo Mundial de Saude afirma que atividade fisica fornece beneficios
fundamentais para a sadde de criancas, jovens e adultos (WHO, 2011). A inatividade fisica é

um fator de risco chave para a génese e progressao de doencas crénicas (WHO, 2014).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, na sua Pesquisa
Nacional de Saude - PNS (2013), a pratica regular de exercicios fisicos ou esportes é
considerada como fator de protecdo a salde das pessoas. Ainda assim, no Brasil a proporcao
de adultos classificados na condicdo de insuficientemente ativos foi de 46,0%. Estes
individuos ndo praticaram atividade fisica ou praticaram menos do que 150 minutos por
semana de atividade fisica considerando os trés dominios: lazer, trabalho e deslocamento para
o trabalho. Nas mulheres foram observadas propor¢des ainda maiores de inatividade. Nos

homens estas proporgdes variaram de 37,3% no Nordeste a 41,0% no Sudeste (IBGE, 2013).

Um trabalho realizado no hospital Metodista de Houston, no Texas (EUA) com
pacientes, concluiu que o exercicio fisico € um componente essencial da reabilitacdo cardiaca
e um tratamento seguro, eficaz e orientado para a melhora da qualidade de vida e diminuigéo
de morbidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Ressaltando ainda a adapta¢éo de uma
prescricdo de exercicios pautada nas preferéncias, habilidades e individualidades fisiologicas
do paciente para uma melhor adeséo e prazer ao exercicio (ALVAREZ; HANNAWI; GUHA,
2016).

Ja esté estabelecido que com o treinamento fisico de intensidade moderada e de longa
duracdo, ha o estimulo para o0 aumento da capacidade oxidativa no musculo, principalmente a
oxidagdo de acidos graxos (FARREL et al., 1998; ZONDERLAND et al., 1999). E possivel
afirmar que a pratica regular de exercicio fisico esta intimamente ligada a prevencdo de
doencas cronico-degenerativas e a promoc¢éo da saide (BOUSQUET-SANTOS et al., 2006).
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Também se observam a eficacia do exercicio fisico na diminuicdo das complicacOes
cardiovasculares relacionadas a diabetes mellitus (DE ANGELIS et al., 2000). Inclusive na
diminuicdo de danos oxidativos e da producdo de pré-oxidantes, otimizando
significativamente a defesa antioxidante e aumentando a resisténcia de tecidos e 6rgdos contra

os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (POLIDORI et al, 2000).

Estudos em modelo animal de insuficiéncia cardiaca demonstraram que 0 exercicio
fisico melhora a capacidade funcional do coracdo. Independentemente das alteracdes
estruturais sofridas durante a insuficiéncia cardiaca, o estresse oxidativo aumenta, no entanto
o0 exercicio fisico regula genes que atuam na defesa oxidativa como um agente normalizador
desses niveis (GOMES et al., 2016).

O exercicio de longa duracdo e baixa intensidade em pacientes cardiacos nao traz
riscos, em analise com grupo controle o exercicio ndo mostrou danos a funcdo cardiaca nem
alteracdo nos biomarcadores da funcdo cardiaca, e sim uma diminui¢cdo subclinica da
contratilidade do ventriculo esquerdo e do enchimento diastélico precoce do ventriculo direito
(BENDA et al, 2016). O exercicio fisico pode melhorar os indices de desempenho cardiaco e
pulmonar, tanto em idade média quanto em pacientes idosos com insuficiéncia cardiaca
(ACANFORA et al, 2016). Em dados experimentais, foi ja relatado que a combinagdo do
exercicio fisico com o 6leo de coco promove reducao da pressdo arterial, como ainda atua na
reducdo do estresse oxidativo em ratos com hipertensdo espontanea (NAIANE et al., 2013;
SCHIMIDT et al., 2014).

Gimenes et al. (2015) com um protocolo de exercicio de baixa intensidade com
duracdo de oito semanas observou reducdo do estresse oxidativo miocérdico e melhora na
remodelacdo e funcdo miocardica em ratos diabéticos de tipo 1, visto que a diabetes induz
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e diminuicdo da capacidade
antioxidante devido a reducdo da atividade das enzimas antioxidantes. No estudo, o exercicio
fisico de baixa intensidade impediu o aumento da peroxidacdo lipidica (GIMENES et al.
2015).

O exercicio fisico exerce também seus efeitos pela supressdao de vias inflamatdrias e,
portanto, inibe fontes proeminentes de geracdo espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio,
além de ativar fatores de transcricdo sensiveis ao estado REDOX, principalmente como o
PGC-1a, sendo um mecanismo de defesa antioxidante ao regular a expresséo e atividade das

enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase, Glutationa Transferase - GPX,
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Glutationa Redutase - GSR, Glutationa S Transferase - GST e Thioredoxin reductase-1 -
TrxR1 (SALLAM; LAHER, 2015). Além do controle das proteinas de reparo, complexo do
proteossoma e atividade da telomerase (SALLAM; LAHER, 2015).

O exercicio atua prevenindo doencas cardiacas, por combater e regular os niveis de
estresse oxidativo, sendo assim um agente terapéutico. Dados da literatura demonstraram que
0 exercicio apés infarto de miocardio tem funcdo positiva na remodelacéo cardiaca através da
regulacdo do sistema de defesa antioxidante e inibicdo da peroxidacdo lipidica, com uma
reposta somatéria a funcdo cardiaca apdés o infarto. Um estudo em animais mostrou
diminuicdo da peroxidacdo lipidica e aumento dos niveis da GPx, associados a uma
diminuicdo da area do infarto, indicativo dos efeitos benéficos do exercicio fisico contra
lesGes oxidativas no tecido cardiaco em nivel de remodelacdo e modificacdes nos midcitos
(RANJBAR; NAZEM; NAZARI, 2015).

O exercicio aumenta o fornecimento e extracdo de oxigénio no miocardio, reduz a
fibrose miocéardica e a apoptose dos cardiomidcitos, promove a angiogénese, e também
melhora a funcdo e sobrevivéncia de cardiomiodcitos em vérias doencas cardiovasculares
(TAO et al., 2015).

Além dos efeitos no metabolismo cardiaco, o exercicio fisico auxilia no crescimento e
desenvolvimento na infancia, modulando sistemas imunoldgico, nervoso e enddcrino
(NEMET et al.,, 2013). Esses efeitos ndo sdo privilégio de estudos clinicos, estudos
experimentais também mostraram que o exercicio fisico moderado em ratos juvenis também
tem efeito positivo sobre o sistema imunoldgico, modulando a viabilidade e funcdo dos

neutrofilos em ratos jovens (BRAZ et al., 2015).

2.4 EXERCICIO FISICO MODERADO E DESNUTRICAO

Estudos evidenciam que a elevagdo dos niveis pressoricos causados por uma
desnutricdo proteica no periodo perinatal é diminuida através do exercicio fisico, via

disponibilidade e/ou liberagdo de 6xido nitrico no endotélio (SA et al., 2011).

N&o é incomum a desnutrigdo estar associada a doenga pulmonar obstrutiva crénica. A
perda de peso e a perda de musculos ndo se mostra reversivel quando combatida apenas com
terapia nutricional, no entanto, os resultados apontaram um papel potencial da combinacdo de

suporte nutricional e exercicio de baixa intensidade no manejo de pacientes desnutridos com
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doenca pulmonar obstrutiva cronica, com reducdo significativa dos niveis de citocinas
inflamatdrias (SUGAWARA et al., 2010).

Na Austria, um estudo com idosos, onde a fragilidade imunoldgica e a desnutri¢io s&o
muito comuns e podem acarretar sérios riscos para a saude, tais como aumento da
mortalidade, morbidez, dependéncia e redugdo da qualidade de vida, o exercicio fisico
associado a uma alimentacao adequada se mostrou efetivo para combater os efeitos negativos
da desnutricdo (DORNER et al., 2013).

Um estudo experimental utilizando restricdo proteica materna demonstrou que o
exercicio fisico é capaz de reduzir o impacto negativo da dieta pobre em proteinas sobre o
consumo de oxigénio durante a gestacéo e sobre a taxa de crescimento da prole (AMORIM et
al., 2009).

E possivel sugerir que estimulos ambientais positivos, como o treinamento fisico
moderado possa reverter os insultos negativos sofridos no inicio da vida. Dados ja publicados
mostram que a desnutri¢do proteica perinatal prejudica o ganho no peso corporal durante o
crescimento e altera a propor¢do de fibras musculares em animais na idade adulta
(LEANDRO et al., 2012). Em contrapartida, o treinamento fisico moderado atua como terapia
ndo farmacoldgica eficaz revertendo os efeitos da desnutricao proteica perinatal sobre o ganho
de peso corporal e que diminuem os efeitos de uma dieta perinatal de baixa proteina sobre a

proporcao de tipos de fibras no musculo esquelético (LEANDRO et al., 2012).

Os diversos efeitos deletérios que a desnutricdo proteica perinatal pode provocar ao
organismo, estudos em animais demonstraram que filhotes de ratas desnutridas apresentam
um aumento nas concentracfes séricas de glicose e colesterol quando na idade adulta e o
treinamento fisico moderado antes e durante a gestacdo atenuou os efeitos da desnutricdo
perinatal sobre o crescimento somatico nos niveis séricos de glicose e colesterol na prole
(TEBAS et al., 2012).

Segundo Brito et al. (2011) o treinamento fisico de modo aerobio com a modalidade
natacdo em fases mais avancadas da vida de animais desnutridos no periodo de aleitamento
mostrou-se, de forma parcial, um fator contribuinte para atenuar as alteragdes provocadas pela

desnutri¢do, pois aumentou o diametro luminal da aorta tordcica (BRITO et al. 2011).

Estudos realizados em conjunto com nosso grupo de pesquisa apontaram que O

exercicio fisico moderado, em ratos adultos, reduz os danos causados no tecido cardiaco pela
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desnutricdo proteica no periodo de gestacdo e lactagdo, por aumentar a capacidade de
oxidacdo dos &cidos graxos e metabolismo oxidativo (CARTHAGENES et al, 2017). Em
adicdo, vimos que a desnutricdo proteica além de prejudicar o metabolismo oxidativo, reduz a
capacidade enzimatica antioxidante e altera negativamente a morfologia cardiaca, ao passo
que o exercicio fisico moderado foi capaz de reduzir esses efeitos (CARTHAGENES et al,
2017).
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS E DIETA

Ratas fémeas da linhagem Wistar provenientes da coldnia do Centro Académico de
Vitoria da Universidade Federal de Pernambuco foram mantidas em biotério de
experimentacdo com temperatura de 22°C, ciclo claro escuro de 12/12 horas. As ratas foram
acasaladas na proporcao de 2 fémeas para 1 macho e a possivel gestacdo foi confirmada
através do esfregaco vaginal, correspondendo portanto ao dia zero. As ratas prenhas foram
divididas em dois grupos de acordo com a dieta fornecida: controle (C, caseina a 17%) e
desnutridas (D, caseina a 8%) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). As fémeas
permaneceram com a manipulacdo nutricional durante toda a gestacdo e lactacdo. Apos o
nascimento foram selecionados aleatoriamente 8 neonatos machos para composi¢do dos
grupos experimentais, estando seu peso entre 6-8g. Apds o desmame (21 dias) estes passaram
a receber dieta comercial de biotério (Labina), e foram subdivididos em quatro grupos de
acordo com a pratica ou ndo de treinamento fisico: Controle sedentario (CS); Controle
treinado (CT); Desnutrido sedentario (DS) e Desnutrido Treinado (DT). O protocolo de
treinamento fisico comegou quando os animais completaram 30 dias e as analises ocorreram
guando os animais completaram cerca de 52 dias (i.e. ao final do periodo de treino). A
manipulacdo e os cuidados com os animais seguiram as recomendagfes do COBEA (Processo
namero: 23076.017809/2014-04).

Figura 3: Modelo Experimental

Controle 17% Sedentirio
_ Controle 17% Exercitado
Desnutrido 8% Sedentario -
Controle Dieta Desnutrido 8% Exercitado ANALISES
Proteina 17% Comercial| LABORATORIAIS

* *

Exercicio Fisico
Moderado

Desnutride 0 Desmame 130 dias 53 dias
Proteina 8% 21 dias LY—’

Teste
26 — 28 dias
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3.2 PROTOCOLO DE TREINO

Os animais foram submetidos no 26°, 27° e 28° dias de vida a um teste de corrida
aerobia incremental até a fadiga. Onde foi avaliado o desempenho dos animais com
progressdo da velocidade em 3m/min a cada 3 minutos (BROOKS; WHITE, 1978). A fadiga
foi definida como um ponto em que 0s animais ndo eram mais capazes de manter o ritmo da
esteira por mais de 10 segundos. Apds 48 h do teste incremental, os animais dos grupos
treinados e desnutrido treinado, foram submetidos a um programa de treinamento fisico, em
esteira ergométrica para ratos (modelo AVSprojetos) utilizando o seguinte protocolo
experimental (60 min/dia, 5 dias/semana, 4 semanas e a 50% da capacidade maxima atingida
para os determinados grupos experimentais). Os grupos sedentarios permaneceram nas
gaiolas, e no mesmo ambiente e tempo dos animais em treinamento (BELLO-KEIN et al.,
2000; BRAZ et al., 2015).

3.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Ao finalizarem o periodo de treinamento fisico e atingirem a idade experimental o0s

animais foram sacrificados e submetidos a cirurgia para a remocao do tecido cardiaco.

3.4 DOSAGEM DE PROTEINA

A concentracdo de proteina da suspensdo do tecido foi determinada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). O complexo formado com a amostra no método utilizado foi
lido em um comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia foi considerada diretamente
proporcional a concentracdo de proteina na solucao analisada, onde uma solucéo de albumina

de soro bovino a 1% foi utilizada como padréo.

3.5 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

3.5.1 Dosagem de peroxidacéo lipidica (TBARS):

Para a dosagem de lipoperoxidagdo foi utilizada a técnica colorimétrica previamente
publicada (BUEGE; AUST, 1978), uma técnica utilizada para avaliar oxidacdo de lipidios,
pois o acido tiobarbitdrico reage com os produtos da peroxidacdo lipidica, entre eles o
malondialdeido e outros aldeidos. Foram adicionados 500 microgramas de proteinas da
amostra, acido tricloroacético 30%(TCA) (p/v) e Tris-HCL 10 mM (pH 7,4), no mesmo
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volume, 0s quais passaram por agitacdo sequenciais de 1 minuto. Quando totalmente
homogeneizadas, as amostras (500 microgramas proteinas) foram centrifugadas por 10 min a
2500xg a 4°C e ao seu sobrenadante, uma aliquota de TBA 0,73% em igual volume foi
adicionado. Esta mistura foi incubada por 15 minutos a 100°C e imediatamente resfriada e
transferidas para cubetas de quartzo, onde foram quantificadas em espectrofotbmetro a uma
absorbancia de 535nm. Os resultados formam expressos em um de MDA por mg de proteina
(DA SILVA et al., 2014).

3.5.2 Medida dos niveis de oxidacdo de proteinas (Carbonilas):

A avaliacdo da oxidacdo de proteinas foi realizada através da técnica das carbonilas. 1
ML de TCA 30% foi adicionado em 500 microgramas de proteinas da amostra, agitado ao
vortex e em seguida levado a centrifuga por 5 minutos a 4000 RPM. Apoés centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10mM de 2,4 dinitrofenilhidrazina
(DNPH) e incubado em sala escura a temperatura ambiente por uma hora com agitacbes
programadas a cada 15 minutos. Ap6s periodo de incubacdes, as amostras foram lavadas no
tampéo etil/acetato e centrifugadas trés vezes e o pellet ressuspendido em 6M de hidrocloreto
de guanidina, incubado por 30 minutos a 37°C e a absorbancia quantificada a 370nm. Os
resultados foram expressos em um/mg proteina (REZNICK; PACKER, 1994; ZANATTA;
MOURA; et al., 2013; ZANATTA et al., 2013).

3.6 AVALIACOES DA DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICA

3.6.1 Atividade da enzima antioxidante Superoxido Dismutase (SOD):

A atividade da superdxido dismutase foi avaliada através do método da oxidacdo da
adrenalina, o qual compete com a SOD podendo ser medido em espectrofotémetro a 480nm.
Em uma cubeta de quartzo de 1 ML, foram adicionados tampé&o carbonato 0,1M (pH 10,2),
EDTA 0,ImM, 500 microgramas de proteina, e adrenalina 150mM. A diminui¢cdo na
absorbancia foi seguida por 90 segundos a 37°C no comprimento de onda de 480nm e o0s
resultados expressos em U/mg proteina a partir do coeficiente de extincdo da adrenalina,
4020m™* cm™* (MISRA; FRIDOVICH, 1972).
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3.6.2 Atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT):

A atividade da catalase foi avaliada através da taxa de decomposicdo do peroxido de
hidrogénio, quantificada na absorcao de 240 nm, numa temperatura de 20°C. Em um meio de
reacdo, contendo tampdo fosfato 50 mM (pH7,0), 500 microgramas de proteinas e H.O:
0,3mM. A absorbancia foi monitorada durante 3 minutos e os resultados expressos em U/mg

de acordo com coeficiente de extingdo 2,3 microM™* cm™ (AEBI, 1984).

3.6.3 Atividade da enzima antioxidante Glutationa-S-Transferase (GST):

A atividade da glutationa-S-transferase foi verificada através do seguinte processo,
adicdo de tampdo fosfato de potassio 0,AM (pH 6,5); EDTA 1mM; GSH 1mM; 500
microgramas de proteina e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 1nM. A atividade da enzima
foi avaliada a partir da formacdo de 2,4-dinitrofenil-s-glutationa (DNP-SG) por minuto a
30°C, o qual foi monitorado via espectrofotdmetro em comprimento de onda igual a 340nm.
A atividade da enzima foi expressa em U/mg proteina baseada no coeficiente de extingdo do
CDNB 9,6 mM™ cm™ (HABIG et al. 1974a, 1974b).

3.7 AVALIACAO DA DEFESA ANTIOXIDANTE NAO-ENZIMATICA

3.7.1 Quantificacdo do balanco REDOX (razdo GSH/GSSG):

Para se quantificar o estado REDOX, o meio de ensaio foi composto por tampéo
fosfato 0,1M (pH 8,0) contendo EDTA 5mM, 500 microgramas de proteina os quais foram
incubado com o-phthaldiadehyde (OPT) 1mg/ML em temperatura ambiente por 15 minutos.
Depois de incubado, o ensaio teve sua fluorescéncia verificada em um comprimento de
excitacdo e emissdo de 350nm e 420nm, respectivamente. Para a determinacdo dos niveis de
GSH, as amostras foram comparadas a uma curva padrdo de GSH com concentracGes

conhecidas, e o calculo foi feito através da equacéo da reta gerada (HISSIN; HILF, 1976).

Para a determinacdo dos niveis de GSSG, 500 microgramas de proteina foram
primeiramente incubadas com N-ethylmaleimida (NEM) 0,04M, por 30 minutos a

temperatura ambiente seguido da adicdo do tampdo NaOH 0,1M ao meio. ApOs esse
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procedimento, as amostras também foram incubadas com o-phthaldiadehyde (OPT) 1mg/ML
em temperatura ambiente, por 15 minutos e tiveram sua fluorescéncia comparada a uma curva
de concentragdes conhecidas de GSSG (HISSIN; HILF, 1976).

3.7.2 Quantificagdo dos grupamentos Tiois Totais:

A quantificacdo dos tiois totais foi avaliada atraves da incubagdo de 500 microgramas
de proteinas com DTNB (10mM de (5,5’-Dithiobis2-Acido nitrobenzoico)) durante 30 min. A
absorbancia foi realizada em um comprimento de onda de 412nm conforme descrito por
Ellman (1959). O caélculo foi realizado a partir da divisdo na absorbancia a 412 nm pelo
coeficiente de extingdo. Vezes a concentragdo proteica em mg (ELLMAN, 1959).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente os dados passaram por um teste de normalidade (Kalmogorov-Smirnov),
para verificacdo da distribuicdo gaussiana. O teste de analise de variancia realizado foi o
(ANOVA) two-way, seguido do pos-teste de multiplas comparacdes de Tukey. O banco de
dados foi realizado no programa Excel (versdo 2011, Microsoft, USA) e as andlises no
Graphpad Prisma 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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Abstract

A maternal diet low in protein results in morphologic and functional damage to the hearts of her
offspring. Moderate exercise, on the other hand. is thought to improve heart metabolism and function,
improving the overall health in adulthood. Thereby. we speculate that moderate exercise performed
during early post-natal development could ameliorate the cardiac damage resulted from a perinatal
protein deprivation. We used a rat model of protein restriction during gestation and lactation to assess
the effect of moderate post-lactation physical exercise on oxidative stress parameters in the heart.
Pregnant rats were divided into two groups: normoprotein (NP) receiving 17% casein in the diet, and
low-protein (LP), receiving 8% casein. At 30 days of age, the male offspring born to each group were
further subdivided into control (NP and LP) and exercised (ENP and ELP) groups. At approximately
55 days of age. the rats were sacrificed and blood and heart were collected for biochemical analysis.
We observed significant increases in lipid and protein oxidation, and reduction in enzymatic anti-
oxidant systems in the un-exercised rats on LP group. Application of moderate exercise to this group.
however. resulted in significant > 2-fold reductions in both lipid and protein oxidation that correlated
with an increase in non-enzymatic antioxidant defense and a significant decrease in serum triglycerides.
We suggest that cardiac damage occurring in children born to mothers lacking protein during early
childhood development could be ameliorated to an extent with moderate physical exercise designed to

improve cardiac oxidative balance.

Keywords: Maternal low-protein diet; Childhood exercise; Heart; Oxidative stress
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Introduction

According to World Health Organization, United Nations International Children's Fund and
World Bank Group Interagency estimates, in 2016, 22.9 percent of children under 5 years of age
exhibited low height-for-age (stunting) and 7.7 percent showed low weight-for-height (wasting). These
children may never attain a normal height or normal brain function, and remain vulnerable to disease
and an early death (Group 2017).

It has become clear over the last decades that long-term survivors of early malnutrition can
sustain permanent damage resulting in chronic disease in later life, as evidenced by negative
correlations of birth weight with coronary heart disease (Barker et al. 1989) diabetes/impaired glucose
tolerance (Hales et al. 1991) and other chronic diseases, leading some authors to posit a ‘fetal origins
hypothesis’ to explain the prevalence of several high morbidity diseases of adulthood (Barker 1995).
Cardiovascular disease remains an especially critical consequence of poor early nutrition as it remains
the major cause of death in the developed. and increasingly in the developing world. and a number of
studies have examined the relationship between maternal malnutrition/ poor early diet and such
precursors of cardiovascular disease as endothelial dysfunction and hypertension (Hanson et al. 2005).

Experimental studies in rodent models have shown, moreover. that heart disease can be
‘developmentally programmed’ by nutritional deficits experienced during the intrauterine period
(Barker 1995; Hanson and Gluckman 2005; Thornburg 2015: Zohdi et al. 2015). Similarly, obesity, an
important independent risk factor for cardiovascular disease (Hubert et al. 1983), may be
developmentally programmed through  biochemical and structural changes that result from
malnutrition during gestation (Remacle et al. 2004: Bieswal et al. 2006: Remacle et al. 2011).

Although much of the nutritional programming for adult cardiovascular disease involves low
protein effects on risk factors such as insulin resistance, serum lipoprotein and elevated blood pressure
(Barker 1995) it has also been shown that protein restriction during the critical perinatal developmental
period can cause direct adverse effects on cardiac morphology, remodeling and muscle function
(Tappia et al. 2013). Tappia et al (2013) have linked the changes in heart muscle to an alteration of
cardiac glucose metabolism. but studies from other laboratories, including our own, point to increased

oxidative stress as a major driver of cardiac damage, and damage to other critical organs associated
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with malnutrition during the perinatal period (Nascimento et al. 2014; Ferreira et al. 2016a; Ferreira et
al. 2016b; Braz et al. 2017; Ferreira et al. 2018).

Physical exercise, on the other hand, is recognized to lessen the risk of developing
cardiovascular disease by reducing risk factors such as obesity and hypertension (Blair et al. 1989:
Smith 2010: Youtz et al. 2014). Moreover, it has been shown that exercise up-regulates antioxidant
defense mechanisms that lead to an improvement in the cellular resistance to oxidative stress (Ji 2002:
Radak et al. 2008 Silva et al. 2017). Exercise. therefore would appear to have potential as a
countermeasure against cardiovascular disease resulting from perinatal protein deprivation, in part by
up-regulating antioxidant defenses that reduce oxidative stress in the heart.

The efficacy of moderate physical exercise during childhood in protecting protein-restricted
offspring from cardiovascular disease. however. remains largely unknown. Therefore, we designed the
present study to investigate the effect of moderate physical exercise applied post-weaning to male
offspring of protein-deprived rats on oxidative stress parameters and antioxidant mechanisms in the

heart.

Material and methods

Drugs and reagents
All drugs and reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and

Sovereign (Sao Paulo, Brazil).

Animals and experimental design

All experiments were carried out with offspring from an outbred colony strain of Wistar rats
obtained from the Nutrition Department of the Federal University of Pernambuco (Brazil). All
experiments were performed in accordance with the guidelines of the Institutional Ethics Committee
for Animal Research (approval protocol no. 23076.017809/2014-04), complying with the “Principles of
Laboratory Animal Care” published by the National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA. Females
aged between 80-90 days were mated in a ratio of 1 male to 2 females, and then were checked daily for
the appearance of spermatozoa in the in vaginal smear to determine the day of conception. Pregnant

rats were initially divided into two groups, based on diet: a normoprotein group receiving 17% casein
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in the diet (n=4) and a low-protein group receiving 8% casein (n=8) maintained throughout the
perinatal period (i.e gestation and lactation). Both diets had the same energetic value and were prepared
at the Laboratory of Dietetic Technic at the Academic Center of Vitoria — the Federal University of
Pernambuco-UFPE according to previous studies (Nascimento. Freitas et al. 2014: Ferreira, Liu et al.
2016b: Ferreira. Pedroza et al. 2018). Twenty-four hours after delivery. the litters were standardized to
8 pups each and female pups maintained only to keep the litters at a constant size. No adoption was
used in this study. To avoid any variability due to litter influence. at weaning. four male animals from
each mother were randomly chosen to continue in the study. At 30 days of age, offspring from mothers
that had received either a low-protein diet or a normal diet were again divided into separate groups. this
time based on the presence or absence of a moderate physical training regimen. A total of four groups
were formed: control — 1) normoprotein diet without exercise (NP), 2) low-protein diet without

exercise (LP): 3) normoprotein diet with exercise (ENP): and 4) low-protein diet with exercise (ELP).

Treadmill exercise

Indirect maximal oxygen consumption was determined 3 times throughout the protocol to
standardize the exercise at 60% indirect VO, max. The first measurement was taken one day before
beginning treadmill exercise, the second VO, max test was taken 9 days after the initial test. and the
third 9 days later to assure that a moderate exercise intensity was attained. Exercise was performed for
1 h per day, 5 days per week. during a 4 week period. The protocol was as follows: 5 min warm-up
(average speed of 0.3 to 0.4 km/h), 50 min main speed (average speed of 0.5 to 0.7 km/h, at the
beginning and towards the end of protocol training). and 5 min cool-down (average speed of 0.3 to 0.4
km/h). This protocol has effectively improved cardiovascular (Bello-Klein et al. 2000) and immune
system (Braz et al. 2015) performance in juvenile rats in previous studies. The activity of citrate
synthase. an important Krebs cycle enzyme commonly used as a marker of oxidative metabolism was
measured at the end of the training period. More than 40 years ago. Holloszy and his colleagues first
reported that endurance exercise training improves oxidative metabolism and it is generally recognized
that endurance exercise training elevates the activities of mitochondrial enzymes (Holloszy et al. 1970).
Rats from the control groups were placed on the treadmill as were the exercised animals, but the
treadmill remained off. Twenty-four hours after the last exercise session. all rats had their hearts

collected for biochemical analysis. All animals completed the experimental protocol.
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Serum lipids

At 55 days of age, trunk bloods of all four groups were collected for measurement of total
serum cholesterol and triglycerides. After 5 min of centrifugation of blood at 903 x g. serum samples
were assayed using an automatic analyzer for clinical chemistry (Pioway, model PW2280. China)

according to the manufacturer's protocol (Biotecnic, MG, Brazil).

Heart preparation for biochemical analysis

Rat hearts were collected as previously described (Nascimento, Freitas et al. 2014). Atria were
removed and discarded and the ventricles were completely homogenized in cold buffer containing 50
mM-TRIS and ImM-EDTA (pH 7.4). with the addition of 1 mM-sodium orthovanadate and 1.1 mM
phenylmethyl sulfonyl fluoride using a sampling homogenizer (Tecnal, Sao Paulo, Brazil). Ventricular
homogenates were centrifuged at 4000 RPM for 10 min at 4°C and the supernatants were saved.
Protein concentration was determined in the supernatant using the Bradford protocol (Bradford 1976)

and this supernatant was used for the biochemical analyses described below.

Evaluation of malondialdehyde production

A total of 0.2 mg/ml ventricle homogenate was used to measure malondialdehyde production
(MDA) following reaction with thiobarbituric acid (TBA) at 100 °C according to the method of Draper
(Draper et al. 1993). In the TBA reaction. malondialdehyde (MDA) or MDA-like substances react to
produce a pink pigment with a maximum absorption at 535 nm. The reaction was developed by the
sequential addition to the sample of 30% trichloroacetic acid (TCA) and Tris-HCI (3mM) followed by
thorough mixing and centrifugation at 2500 x g for 10 min. Supernatant was transferred to another tube
and 0.8% TBA (v/v) was added before mixing and boiling for 30 min. After cooling, the absorbance of
the organic phase was read at 535 nm in a spectrophotometer, Results were expressed as nmol per mg

of protein (Cardoso et al. 2012).

Evaluation of protein oxidation

Reactive oxygen species (ROS) can induce the oxidation of amino acid residues on proteins.

thus yielding protein carbonyls. Protein carbonyl content, the most widely used marker of oxidative
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modification of proteins, was measured here using the procedures described by Reznick and Packer
(1994). Briefly, TCA of 30% (w/v) was added to the sample on ice, and then this mixture was
centrifuged for 15 min at 1180 x g. The pellet was suspended in 10 mM 2.4-dinitrophenylhydrazine
and immediately incubated in a dark room for 1 h with shaking every 15 min. Thereafter. the samples
were centrifuged and washed three times with ethyl/acetate buffer, and the final pellet was suspended
in 6 M guanidine hydrochloride and incubated for 5 min in a water bath, at 37°C. Absorbance of the
reaction product was measured at 370 nm. Results were expressed as pmol/mg protein (Reznick et al.

1994 Braz et al. 2016).

Measurement of Superoxide dismutase (SOD) (EC' 1.15.1.1) activity

The determination of total superoxide dismutase enzyme activity (t-SOD) was performed
according to the method of Misra and Fridovich (Misra et al. 1972). Supernatants (0.1 mg/ml) collected
from homogenized ventricle following centrifugation were incubated with 880 ul sodium carbonate
(0.05%, pH 10.2, 0.1 mM EDTA) at 37°C before development of the reaction by the addition of 30
mM epinephrine (in 0.05% acetic acid) and determined by measuring the kinetics of the inhibition of
adrenalin auto-oxidation at 480 nm expressed as U/mg protein (Misra and Fridovich 1972: Cardoso et

al. 2014).

Measurement of Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) activity

CAT activity was measured according to the method described by Aebi (1984). The principle
of the assay is based on the determination of the rate constant (k) of H,O, decomposition, which under
our conditions of temperature and pH. was defined as 4.6 x10’. The assay mix consisted of 50 mM-
phosphate buffer (pH 7.0), 300 mM H,0, and 0.3 mg/mL sample. The rate constant of the enzyme was
determined by measuring change in absorbance (at 240 nm) per minute over a 4-minute period at 30

°C. CAT activity was expressed as U/mg protein (Aebi 1984).

Measurement of Glutathione-S-Transferase (GST) (EC 2.5.1.18) activity
GST activity was measured as described previously by Habig (1974). Two hundred pg of
protein was added to 0.1 M-phosphate buffer (pH 6.5) containing ImM-EDTA at 30° C and the assay

was initiated with 1 mM I-chloro-2.4-dinitrobenzene and 1 mM glutathione reduced (GSH). The
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formation of 2.4-dinitrophenyl-S-glutathione was monitored at 340 nm absorbance and enzymatic
activity was defined as the amount of protein required to catalyze the formation of 1 pumol-2.4-

dinitrophenyl S-glutathione (Habig et al. 1974; da Silva et al. 2015).

Measurement of citrate synthase (CS) (EC 2.3.3.16) activity

CS activity was determined as previously described (Wiegand et al. 1986). For citrate
synthase activity, 0.3 mg/ml of sample was incubated in a reaction mixture containing (in mM) 100
Tris-HCI (pH 8.1), 1 MgCl,, 1 EDTA, 0.2 5.5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (e=13.6
umol'mI” ‘em™), 0.1 acetyl-CoA, and 0.5 oxaloacetate at 25 °C. CS activity was measured by
assessing the rate of change in absorbance at 412 nm over a period of 3 min at 30 s intervals (Braz,

Freitas et al. 2016).

Measurement of Redox Status (GSH and GSSG)

We first analyzed each glutathione compound separately. To assess GSH levels, the samples
were diluted 10-fold in 0.1 M phosphate buffer containing 5 mM-EDTA (pH 8.0) and an aliquot from
the diluted sample was incubated with 1mg/ml o-Phthaldialdehyde (OPT) at room temperature for 15
min and the fluorescence intensity was assessed at 350 excitation and 420 nm emission wavelengths,
respectively.

To determine glutathione oxidized (GSSG) levels, the samples were incubated with 0.04 M N-
ethylmaleimide for 30 min in RT followed by addition of 0.1 M NaOH buffer up to 0.2 mL. Aliquots
of the mix were incubated with OPT and fluorescence intensity assessed as described for GSH. Both
GSH and GSSG values were compared to standard curves with known concentrations of GSH and
GSSG and the Redox State determined as the ratio of GSH/GSSG (Hissin et al. 1976; Braz, Emiliano et

al. 2017).

Measurement of total sulfhydryl (SH) groups

Quantification of sulfhydryls was based on the reduction of DTNB by thiols as described by
Aksenov and Markesberkv (2001). Briefly, an aliquot of the homogenate (200 pg of protein) was
incubated in the dark with 30 pL. of DTNB 10 mM and a final volume of 1 mL was obtained with the

addition of extraction buffer (pH 7.4). Absorbance at 412 nm was read in a spectrophotometer LIBRA
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S12 UV / VISIBLE. Results were expressed as mmol/mg of protein (Ellman 1959. Aksenov et al.

2001; Ferreira, Pedroza et al. 2018).

Statistical analysis

Analyses were performed using GraphPad Prizm, version 6.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). For
nonparametric data, the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-test were used: for parametric
data. two-way ANOVA followed by the Tukey post-test were used. Values are expressed as mean =

standard error of mean (SEM). Comparisons were considered as statistically significant at p<0.05.

Results

Serum lipids

Table 1 compares serum cholesterol and triglyceride levels among the four groups receiving normal
protein or low protein either with or without the addition of an exercise regimen. Results show that the
protein content of the maternal diet had no effect on the serum content of either lipid. However the
addition of exercise to rats born to either normal protein or protein-deprived mothers resulted in
approximately 10% and 30% reductions in cholesterol and triglycerides, respectively. with only the

difference in triglycerides reaching significance.

Confirmation of effect of exercise on citric acid cycle

To confirm that the exercise regimen employed was sufficient to alter cardiac metabolic rate, we
measured citrate synthase in rat hearts from all four groups (Figure 1). Results showed that exercise
increased citric synthase in ventricles the in the NP and LP animals by approximately 3-fold and 2-fold,
respectively. compared with their respective controls. confirming that the level of exercise employed

achieved the desired goal of increasing cardiac metabolism.

Oxidative stress biomarkers

Measurements of lipid peroxidation and protein oxidation were made to assess the degree of oxidative
stress in the ventricle in each group (Figure 2). Results showed that an LP diet significantly elevated
levels of both oxidized lipid (Fig 2A) and oxidized protein (Fig 2B) by approximately 2-fold compared

to their respective normal protein controls. Moreover. although exercise had no effect on either lipid or
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protein oxidation in normally fed animals, it significantly reduced the LP-associated increases these
parameters back toward normal levels (Fig 2A and B), suggesting that moderate exercise regimen
applied in this study was sufficient to protect the ventricles of low-protein animals from oxidative

damage.

Enzymatic antioxidant system

The antioxidant enzymes, SOD. CAT, and GST are responsible for the protection of cells from
oxidative damage caused by ROS formation (Halliwell et al. 2007), and we and others have shown
them to be significantly reduced with a low protein diet(Nascimento, Freitas et al. 2014: Rodriguez-
Rodriguez et al. 2017). Fig 3 shows that consistent with the increased oxidative damage to protein and
lipid noted above, the activities of these antioxidant enzymes were overall significantly lower in the
inadequately nourished animals compared to controls. Only GST measured in the LP group did not
differ from its control (Fig 3C). SOD and CAT, on the other hand, were reduced approximately 18% in
the protein-deprived animals (SOD: NP control vs LP control, p= 0.0056: CAT: NP control vs LP

control. p= 0.0053, N= 8 per group).

Non-enzymatic antioxidant system

In addition to the enzymatic system, ROS-induced damage is also managed by non-enzymatic
means, with GSH and the thiol group representing the two major compounds involved in reducing
oxidative stress. Measurement of these anti-oxidant compounds (Figure 4) in the four treatment groups
showed that most non-enzymatic means of controlling oxidative stress in the heart ventricles were
significantly increased by moderate exercise. Moreover. exercise was able to restore the significantly
elevated GSSG level in the LP group back toward its value in the unexercised NP group (Fig 4B).
Similarly, exercise raised the GSH/GSSG ratio in the LP group approximately 3- fold to a level

matching the ratio in the exercised NP group (Fig 4c).

Discussion
Current epidemiologic and clinical data support the hypothesis that a poor maternal diet
during a critical period of early development encompassing both gestation and lactation increases the

occurrence of cardiovascular and other chronic. non-infectious diseases in those mothers™ offspring

https://mc06.manuscriptcentral.com/apnm-pubs

47

Page 10 of 25



Page 11 of 25

290

292

293

294

295

296

297

298

299

300

302

303

304

305

306

307

308

309

310

314

315

316

317

318

319

Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism

11

later in life (Fattal-Valevski et al. 2001; Gluckman et al. 2007; Barker et al. 2009). A large body of
clinical and experimental data, moreover, suggests that physical exercise can counteract the deleterious
effects of maternal malnutrition on cardiovascular and related metabolic diseases (Smith 2010; Lee et
al. 2012; Youtz. Isfort et al. 2014; Tan et al. 2017). In the present study we examined the effects of
post-natal physical training on cardiac REDOX status in juvenile offspring that had suffered perinatal
nutritional insult. The data show for the first time that moderate physical exercise during the juvenile
period counteracts the damaging effects of maternal low protein on cardiac oxidative stress in the rat.
These findings suggest that moderate physical exercise in childhood may be useful as an inexpensive
strategy to prevent long-term cardiac injury due to matemal low-protein restriction by restoring normal
oxidative function in heart muscle.

The contribution of developmental malnutrition to adult disease is often explained by the
developmental origins of health and disease hypothesis. a theory proposing that nutritional insult
during fetal and early post-natal development induces certain physiologic adaptations in the individual
that allow that individual to survive in an adverse postnatal environment (e.g., one with limited food
resources) (Hanson et al. 2008). A number of studies have suggested that these theoretically beneficial
adaptive responses for early postnatal life may eventually lead to an increase in the risk for chronic
diseases in adulthood as. for example. when an individual with permanent changes in energy utilization
due to low protein in utero is later exposed to abundant food resources (Gluckman et al. 2008: Nettle et
al. 2013 Lin 2018).

Earlier studies have addressed the concept of using moderate physical training as a possible
treatment for the maladaptation caused by perinatal undernutrition, and have demonstrated that
adaptations in the individual induced by nutritional insult can be effectively re-modulated by the effects
of physical exercise on several cell types (Fidalgo et al. 2013: Gatford et al. 2014; Mathias et al. 2014
Senna et al. 2015). Moreover. moderate exercise protocols have been shown to ameliorate
abnormalities in cardiac metabolism, due at least in part to the beneficial modulation of lipid profiles
(Jones et al. 1967; Enger et al. 1980: Cullinane et al. 1982: Botezelli et al. 2011: Kawamoto et al. 2016:
Kim et al. 2017). The results of the present study corroborate this previous work and suggest that the
cardioprotection due to exercise may be due in part to changes in cardiac oxidative stress.

A number of earlier studies have suggested that cardiac damage can be induced by

oxidative stress (Chuang et al. 2014: Yancey et al. 2015; Cuevas-Duran et al. 2017). Tarry-Adkins et
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al. previously demonstrated that maternal poor nutrition diet induces oxidative stress in the heart, and
suggest that this effect may contribute to the development of disease in adulthood (Tarry-Adkins et al.
2013). In addition, a study from our laboratory demonstrated in adult rats that had suffered nutritional
deprivation during the perinatal period of development, an impairment of mitochondrial function (i.e
decrease in mitochondrial oxygen consumption and increase in ROS-production) associated with a
marked oxidative stress in hearts (Nascimento, Freitas et al. 2014). Taking together the present data and
the literature. we can suggest that moderate physical training in childhood can to some degree prevent
the deleterious effects of undernutrition by increasing antioxidant defenses (primarily of the non-
enzymatic variety) and diminishing oxidative stress in adult organs. These results corroborate and
extend the multiple studies demonstrating that exercise is a positive health modulator (Sanchis-Gomar
et al. 2012; Fiuza-Luces et al. 2013; Ji et al. 2016; Maessen et al. 2016: Poljsak et al. 2016: Fan et al.
2017 Del Pozo-Cruz et al. 2018: Fiuza-Luces et al. 2018).

The present data also corroborate the findings of Horowitz et al who demonstrated that endurance
training increases the skeletal muscle expression of citrate synthase, concomitant with increased
mitochondrial oxidative capacity (Horowitz et al. 2000). Our results also support those of Laker et al.
who using an experimental rat model of intrauterine growth restriction. showed that treadmill exercise
training increases skeletal muscle citrate synthase enzymatic activity in the muscle of the
undernourished offspring (Laker et al. 2012). Based on these results, we can speculate that moderate
physical training can induce an energy metabolic re-adaptation in the heart reflecting an increased
capacity for mitochondrial metabolism, thus minimizing the pathological effect of an early nutritional

insult to the heart.

Conclusion

A maternal low-protein diet in female rats results in negative changes in the cardiac redox status of
their offspring. Moderate physical training of the offspring during the juvenile stage of development
restores cardiac oxidative balance toward normal. Based on these results we speculate that early
intervention with moderate physical training in children who had suffered from poor nutrition in utero

or in early childhood can delay or prevent the occurrence of chronic diseases of developmental origin.
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Figure Captions

Table 1: Serum cholesterol and triglycerides in the male rat offspring of mothers receiving either a
low-protein diet or normal diet during the gestational and lactation periods, and either exercised or not
exercised for 4 weeks as described in Methods, beginning at 30 days of age.: normo-protein diet; LP:
low-protein diet; E: exercised group. Data are shown as mean + SEM. *p<0.05 vs. non-exercised: (NP
control vs NP exercised. N=6 per group: LP control vs LP exercised, N=4 and 6 per group,

respectively).

Figure 1: Effect of maternal low-protein diet and moderate physical training during childhood on
citrate synthase activity in male offspring. NP: normoprotein diet; LP: low-protein diet. Data are shown
as mean + SEM. *p<0.05; **** p<0.0001. (NP control vs NP, N=6 per group. LP control vs LP

exercised, N=6 per group).

Figure 2: Effect of maternal low-protein diet and moderate physical training during childhood on
cardiac oxidative stress biomarkers in male offspring. Lipid peroxidation evaluated by MDA levels (A)
and Protein oxidation evaluated by carbonyl levels (B). NP: normoprotein diet; LP: low-protein diet.
Data are shown as mean + SEM. **** p<(0.0001. (NP control vs LP control, N= 8 per group. LP

control vs LP exercised. N= 8 and 6 per group, respectively).

Figure 3: Effect of maternal low-protein diet and moderate physical training on enzymatic antioxidant
defense in male offspring. Superoxide dismutase-SOD activity (A); Catalase-CAT actvity (B) and
Glutathione-S-transferase-GST activity (C). NP: normoprotein diet: LP: low-protein diet. Data are

shown as mean + SEM. ** p<0.01.

Figure 4: Effect of maternal low-protein diet and moderate physical training during childhood on
cardiac REDOX status in male offspring. Reduced glutathione - GSH (A): oxidized glutathione -
GSSG (B). GSH/GSSG ratio (C), and total thiols - SH (D). NP: normo-protein diet; LP: low-protein

diet. Data are shown as mean + SEM. ** p<0.01.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo conclui que a restricdo proteica na gestacdo e lactacdo pode induzir
um maior risco a doencas croénicas uma vez que propicia 0 aumento do quadro de estresse
oxidativo cardiaco, associado ao desbalanco no estado REDOX em coracdo de ratos jovens.
Adicionalmente concluimos que um protocolo de exercicio fisico moderado é capaz de
atenuar os danos causados pela desnutricdo. Com esse estudo, sugerimos que o0 investimento
em politicas publicas relacionadas a adeséo a préatica de exercicio fisico moderado configuram
uma importante terapia ndo farmacoldgica capaz de minimizar o crescente nimero de doencas

cronicas degenerativas.



64

REFERENCIAS

ACANFORA, D. et al. Exercise training effects on elderly and middle-age patients with
chronic heart failure after acute decompensation: A randomized, controlled trial.
International Journal of Cardiology, v. 225, p. 313-323, 2016.

AEBI, H. Catalase in vitro. Methods Enzymol, v. 105, p. 121-126, 1984.

ALVAREZ, P.; HANNAWI, B.; GUHA, A. Exercise and heart failure: advancing
knowledge and improving care. Metodista DeBakey Cardiovasc J., v. 12, n. 2, p. 110-115,
2016.

AMORIM, M. F. et al. Can physical exercise during gestation attenuate the effects of a
maternal perinatal low-protein diet on oxygen consumption in rats? Experimental
Physiology, v. 94, n. 8, p. 906-913, 2009.

BALZER, J. et al. Non-Thermal Dielectric Barrier Discharge (DBD) Effects on
Proliferation and Differentiation of Human Fibroblasts Are Primary Mediated by
Hydrogen Peroxide. Plus One, v. 10, 2015.

BARKER, D. J. P. Maternal Nutrition, Fetal Nutrition, and Disease in Later Life.
Nutrition, v. 13, n. 9, p. 807-813, 1997.

BARKER, D. J. P.; OSMOND, C.; SIMMONDS, S. J.; et al. The relation of small head
circumference and thinness at bii to death from cardiovascular disease in adult life. Br.
Med. J., p. 306:422, 1993.

BARRETO, G. S. C. et al. Impact of malnutrition on cardiac autonomic modulation in
children. J. Pediatr., v. 92, n. 6, p. 638-644, 2016.

BECKMAN, J S. et al. Apparent hydroxyl radical production by peroxynitrite:
implications for endothelial injury from nitric oxide and superoxide. Proc Natl Acad Sci.,
v. 87, p. 1620-1624, 1990.

BELLO-KLEIN, A. et al. Effect of moderate exercise on peritoneal neutrophils from
juvenile rats. Exp. Clin. Cardiol., v. 5, n. 3, p. 149-153, 2000.

BENDA, N. M. M. et al. Impact of prolonged walking exercise on cardiac structure and
function in cardiac patients versus healthy controls. European Journal of Preventive
Cardiology, p. 1-9, 2016.

BERRA, C. M.; MENCK, C. F. M.; MASCIO, P. D. Estresse oxidativo, lesdes no genoma e
processos de sinalizagdo no controle do ciclo celular. Quim. Nova, v. 29, n. 6, p. 1340-
1344, 2006.

BITTENCOURT, S. A. et al. Care for malnourished children: na analysis of Brazilian
National Health Service Hospital Information System data. Rev. Bras. Saude Matern.
Infant. Recife, v. 9, n. 3, p. 263-273, 2009.



65

BOUSQUET-SANTOS, K. et al. Resistance Training Improves Muscle Function and
Body Composition in Patients With Hyperthyroidism. Arch. Phys. Med. Rehabil., v. 87, p.
1123-1130, 2006.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem., v. 72,
p. 248-254, 1976.

BRAZ, G. R. et al. Effect of moderate exercise on peritoneal neutrophils from juvenile rats.
Appl. Physiol. Nutr. Metab., v. 40, p. 959-962, 2015.

BRAZ, G. R. F. et al. Maternal low-protein diet in female rat heart: possible protective
effect of estradiol. Journal of Developmental Origins of Health and Disease, v. 8, n. 3, p.
322-330, 2017.

BRITO, V. C. et al. Impact of Malnutrition and Moderate Aerobic Training on the
Structure of Arterial Wall in Aging Rats. Ver. Bras. Med. Esporte, v.17, n. 4, p. 279-283,
2011.

BROOKS, G. A.; WHITE, T. P. Determination of metabolic and heart rate responses of
rats to treadmill exercise. J Appl Physiol Respir Environ Exerc Physiol., v. 45, p. 1009-
1015, 1978.

BUEGE, J. A. Aust, S. D. Microsomal lipid peroxidation. Methods Enzymol., v. 52, p. 302—
310, 1978.

CARTHAGENES, D. S. et al. Moderate physical training counterbalances harmful
effects of low-protein diet on heart: metabolic, oxidative and morphological parameters.
Motriz: rev. educ. Fis., v. 23, n. 3, 2017.

CHANCE, B.; SIES, H.; BOVERIS, A. Hydroperoxide melabolism in mammalian organs.
Physiol Rev. v. 59:527-605, 1979.

CONDE, W. L.; MONTEIRO, C. A. Body mass index cutoff points for evaluation of
nutritional status in Brazilian children and adolescentes. Jornal de Pediatria, v. 82, n. 4, p.
266-272, 2006.

DA SILVA, A. | et al. Fluoxetine treatment of rat neonates significantly reduces oxidative
stress in the hippocampus and in behavioral indicators of anxiety later in postnatal life. Can.
J. Physiol. Pharmacol., v. 92, p. 330-337, 2014.

DE ANGELLIS, K. L. D. et al. Effects of exercise training on autonomic and myocardial
dysfunction in streptozotocin-diabetic rats. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research, v. 33, p. 635-641, 2000.

DORNER, T. E. et al. Nutritional intervention and physical training in malnourished
frail community-dwelling elderly persons carried out by trained lay “buddies”: study
protocol of a randomized controlled trial. BMC Public Health, v. 13, 2013.

ELLMAN, G. L. Tissue sulfhydryl groups. Arch Biochem Biophys, v. 82, p. 70-77, 1959.



66

FARREL, S. W. et al. Influéncias dos niveis de aptiddo cardiorrespiratéria e outros
preditores sobre a mortalidade por doenca cardiovascular em homens. Medicine e
Science in Sport e Exercise, v. 30, n. 6, p. 899-905, 1998.

FERREIRA, D. J. S.; LAGRANHA, C. J. Oxidative imbalance: A biochemical mechanism
associated with cardiovascular disorders induced early in life. Neurobiologia, v. 76, p. 50-
60, 2013.

FRIDOVICH, 1. Superoxide dismutases. Methods Enzymol, v. 58, p. 61-97, 1986.

GERSCHMAN, K. et al. Oxygen poisoning and X-irradiation: a mechanism in common.
Science, v. 119, p. 623-626, 1954.

GIMENES, C. Low Intensity Physical Exercise Attenuates Cardiac Remodeling and
Myocardial Oxidative Stress and Dysfunction in Diabetic Rats. Hindawi Publishing
Corporation, 2015.

GIUSSANI, D. A. et al. Developmental Programming of Cardiovascular Dysfunctionby
Prenatal Hypoxia and Oxidative Stress. Plos One, v. 7, n. 2, 2012.

GOMES, M. J. et al. Beneficial Effects of Physical Exercise on Functional Capacity and
Skeletal Muscle Oxidative Stress in Rats with Aortic Stenosis-Induced Heart Failure.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2016.

GUPTA, R. K. Oxidative Stress and Antioxidants in Disease and Cancer: A Review.
Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 15, 4405-4409, 2014.

GUTTERIDGE, J. M. C. Aspects to consider when detecting and measuring lipid
peroxidation. Free Radic. Res. Commun., v. 1, n. 3, p. 173-184, 1986.

HABIGa, W. H. et al. The identity of glutathione S-transferase B with ligandin, a major
binding protein of liver. Proc Natl Acad Sci USA, v. 71, p. 3879-3882, 1974.

HABIGb, W. H. et al. Glutathione S-transferases. The first enzymatic step in
mercapturic acid formation. J. Biol. Chem., v. 249, n. 22, p. 7130-7139, 1974.

HALES, C. N. Metabolic consequences of intrauterine growth retardation. Acta Rediatr.,
v. 423, p. 184-187, 1997.

HALES, C. N.; BARKER, D. J. Type2(non-insulin-dependent) diabetes mellitus:
thethriftyphenotypehypothesis. Diabetologia, v. 35, p. 595-601, 1992.

HALLIWELL, B. Free Radicals and Antioxidants: A Personal View. Nutrition Reviews, v.
52, n. 8, p. 253-265, 1994.

HALLIWELL, B. Free radicals and antioxidants: updating a personal view. Nutrition
Reviews, v. 70, n. 5, p. 257-265, 2012.

HALLIWELL, B. G.; GUTTERIDGE, J. M. C. Free radical in biology and medicine. New
York: United States by Oxford University Press; 2007.



67

HALLIWELL, B.; ARUOMA, O. I. DNA and free radicals. Chichester: Ellis-Harwood,
1993.

HALLIWELL, B.; CHIRICO, S. Lipid peroxidation: its mechanism, measurement, and
significance. Am. J. Clin. Nutr., v. 57, p. 715-725, 1993.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C. Free radicals in biology and medicine, 2nd ed.
Oxford, England: Clarendon Press, 1989.

HISSIN, P. J.; HILF, R. A fluorometric method for determination of oxidized and
reduced glutathione in tissues. Anal Biochem., v. 74, n. 1, p. 214-226, 1976.

HOFFMAN, D. J. Why are nutritionally stunted children at increased risk of obesity?
Studies of metabolic rate and fat oxidation in shantytown children from S&o Paulo,
Brazil. Am. J. Clin. Nutr., v. 72, p.702-707, 2000.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; FATIMA, A. Glutationa e enzimas relacionadas: papel
biologico e importancia em processos patolégicos. Quim. Nova, v. 31, n. 5, p. 1170-1179,
2008.

IBGE. Pesquisa Nacional de Saude: Percep¢do do estado de saude, estilos de vida e
doencas cronicas. 2013.

INTAPAD, S. et al. Sex Differences in the Developmental Origins of Cardiovascular
Disease. Physiology, v. 29, p. 122-132, 2014.

LEANDRO. C. G. et al. Moderate physical training attenuates muscle-specific effects on
fibre type composition in adult rats submitted to a perinatal maternal low-protein diet.
Eur. J. Nutr., v. 51, p. 807-815, 2012.

LEVIN, B. E. Metabolic imprinting: critical impact of the perinatal environment on the
regulation of energy homeostasis. Phil. Trans. R. Soc. B., v. 361, p. 1107-1121, 2006.

LIMA, E. S.; ABDALLA, D. S. P. Peroxidacéo lipidica: mecanismos e avaliacdo em
amostras bioldgicas. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 37, n. 3, p.294-303,
2001.

LUCAS, A. Programming by early nutrition in man. Ciba Found Symp., v. 156, p. 38-50,
1991.

LUCAS, A.; FEWTRELL, M. S.; COLE, T. J. Fetal origins of adult disease-tue hypothesis
revisited. BMJ, v. 319, p. 245-249, 1999.

MACHLIN, L. J.; BENIDICH, A. Free radical tissue damage: protective role of
antioxidante nutrientes. The FASEB Journal, v. 1, n. 6, p.441-445, 2018.

MILLER, J. P.; GERMAN, R. Z. Protein Malnutrition Affects the Growth Trajectories of
the Craniofacial Skeleton in Rats. J. Nutr., v. 129, n. 11, p. 2061-2069, 1999.



68

MISRA, H. P.; FRIDOVICH, I. The role of superoxide anion in the autoxidation of
epinephrine and a simple assay for superoxide dismutase. J. Biol. Chem., v. 247, p. 3170—
3175, 1972.

MONTEIRO, C. A. et al. Narrowing socioeconomic inequality in child stunting: the
Brazilian experience, 1974-2007. Bull World Health Organ.,v. 88, p. 305-311, 2010.

MONTEIRO, C. A.; CONDE, W. L. Secular trends in malnutrition and obesity among
children in S. Paulo city, Brazil (1974-1996). Rev. Saude Publica, v. 34, n. 6, p. 52-61,
2000.

MONTEIRO, D. A., ALMEIDA, J. A., RANTIN, F. T., KALININ, A. L. Oxidative stress
biomarkers in the freshwater characid fish, Brycon cephalus, exposed to
organophosphorus insecticide Folisuper 600 (methyl parathion). Comp. Biochem.
Physiol. C., v. 143, p. 141-149, 2006.

MORGANE, J. P.; MOKLER, D. J.; GALLER, J. R. Effect of prenatal protein
malnutrition on the hippocampal formation. Neurosci. Biobehav. Rev., v. 26, p. 471-483,
2002.

NAIANE, F. B. A. et al. Coconut oil supplementation and physical exercise improves
baroreflex sensitivity and oxidative stress in hypertensive rats. Appl. Physiol. Nutr.
Metab., v. 40, p. 393-400, 2015.

NASCIMENTO, L.; FREITAS, C. M.; SILVA-FILHO, R.; LEITE, A. C.; SILVA, A. B.; DA
SILVA, A. I.; et al. The effect of maternal low-protein diet on the heart of adult
offspring: role of mitochondria and oxidative stress. Appl. Physiol. Nutr. Metab., v. 39, p.
880887, 2014.

NASHED, M. G.; BALENKO, M. D.; SINGH, G. Cancer-Induced Oxidative Stress and
Pain. Curr Pain Headache Rep., v. 18, 2014.

NEMET, D. et al. Effects of a Multidisciplinary Childhood Obesity Treatment
Intervention on Adipocytokines, Inflammatory and Growth Mediators. Horm. Res.
Paediatr., v. 79, n. 6, p. 325-332, 2013.

PARK, K. S. et al. Fetal and Early Postnatal Protein Malnutrition Cause Long-Term
Changes in Rat Liver and Muscle Mitochondria. J. Nutr., v. 133, n. 10, p. 3085-3090,
2003.

PASSOS, M. C. F. et al. Short and long term effects of malnutrition in rats during
lactation on the body weight of offspring. Nutrltton Researchpynght, v. 20, n. 2, p. 1603-
1612, 2000.

POLIDORI, M. C. Plasma levels of lipophilic antioxidants in very old patients with Type
2 diabetes. Diabetes Metab. Res. Rev., v. 16, p. 15-19, 2000.

RANJBAR, K.; NAZEM, F.; NAZARI, A. Effect of Exercise Training and L-arginine on
Oxidative Stress and Left Ventricular Function in the Post-ischemic Failing Rat Heart.
Cardiovasc. Toxicol., v. 16, p. 122-129, 2016.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nashed%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24293110
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24293110

69

REEVES, P. G.; NILELSEN, F. H.; FAHEY, G. G. Jr. Dietas purificadas AIN-93 para
roedores laboratoriais: relatério final do comité de escrita ad hoc do American Institute
of Nutrition sobre a reformulagdo da dieta de roedores AIN-76A. J. Nutr., v. 123, n. 11, p.
1939-1951, 1993.

REZNICK, A. Z.; PACKER, L. Oxidative damage to proteins: spectrophotometric
method for carbonyl assay. Methods Enzymol, v. 233, p. 357-363, 1994.

RHEE, S. G.; WOO, H. A. Multiple Functions of Peroxiredoxins: Peroxidases, Sensors
and Regulators of the Intracellular Messenger H202, and Protein Chaperones.
Antioxidants & Redox Signaling, v. 15, n. 3, p. 781-794, 2011.

RUIZ-RAMIREZ, A. et al. Cell Death and Heart Failure in Obesity: Role of Uncoupling
Proteins. Oxid. Med. Cell. Longev., 2016.

SA, F. G. et al. Desnutricdo e exercicio fisico no inicio da vida: Estudos de alguns
parametros cardiovasculares em ratos adultos. UFPE, Recife., 2011.

SALLAM, N.; LAHER, |. Exercise Modulates Oxidative Stress and Inflammation in
Aging and Cardiovascular Diseases. Hindawi Publishing Corporation, 2016.

SAWAYA, A. L. Desnutricdo: consequéncias em longo prazo e efeitos da recuperacéo
nutricional. Estudos Avancados, v. 20, p. 147-158, 2006.

SAWAYA, A. L. et al. Mild Stunting Is Associated with Higher Susceptibility to the
Effects of High Fat Diets: Studies in a Shantytown Population in Sdo Paulo, Brazil.
American Society for Nutritional Sciences, v. 128, n. 2, p. 415-420, 1998.

SAWAYA, A. L. et al. Obesity and Malnutrition in a Shantytown Population in the City
of Siio Paulo, Brazil. Obesity Research, v. 3, n. 2, 1995.

SAWAYA, A. L. et al. Os dois Brasis: quem sdo, onde estdo e como vivem 0s pobres
brasileiros. Estudos Avancados, v. 17, p. 21-45, 2003.

SCHIMIDT, H. L. et al. Memory deficits and oxidative stress in cerebral ischemia-
reperfusion: neuroprotective role of physical exercise and green tea supplementation.
Neurobiol Learn. Mem., v. 114, p. 242-250, 2014.

SILVA, J. H. C.; ALVES, A. C. S.; FERNANDES, M. P. Developmental Origins of
Cardiometabolic Diseases: Role of the Maternal Diet. Frontiersin Physiology, v. 7, 2016.

SIMMONS, R. A. Developmental origins of diabetes: The role of oxidative stress. Free
Radical Biology & Medicine, v. 40, p. 917-922, 2006.

SOUSA, S. M. et al. Oxidative injuries induced by maternal low-protein diet in female
brainstem. Nutritional Neuroscience, v. 11, p. 1-9, 2017.

SOUTHORN, P. A.; POWIS, G. Free Radicals in Medicine. Il. Involvement in Human
Disease. Mayo Clin. Proc., v. 63, p. 390-408, 1988.



70

STRATTON, R. J.; GREEN, C. J.; M ELIA, M. Disease-related Malnutrition: An
Evidence Based Approach to Treatment. Wallingford, Oxon. CABI Publishing, 2003.

SUGAWARA, K. et al. Effects of nutritional supplementation combined with low-
intensity exercise in malnourished patients with COPD. Respiratory Medicine, v. 104, p.
1883-1889, 2010.

TAO, L. et al. Exercise for the heart: signaling pathways. Oncotarget, v. 6, n. 25, p.20773-
20784, 2015.

TEBAS, F.; et al. Maternal low-protein diet-induced delayed reflex ontogeny is
attenuated by moderate physical training during gestationin rats. Br. J. Nutr., v. 107, p.
372-377, 2012.

UNICEF. From the first hour of life. 2016.

UNITED NATIONS. World Population Prospects the 2012 Revison: Highlights and
Advance Tables. New York, 2013.

VARGHESE, J. F.; PATEL, R.; YADAV, U. C. S. Novas informac6es sobre o0 estresse
oxidativo induzido pela sindrome metabolica e a aterosclerose mediada por inflamacéo.
Curr. Cardiol. Rev., 2017.

VICKERS, M. H. Developmental programming of the metabolic syndrome - critical
windows for intervention. World J. Diabetes, v. 2, n. 9, p. 137-148, 2011.

WHO. World Health Statistics. 2011.
WHO. World Health Statistics. 2014.

WU, G. et al. Impacts of arginine nutrition on embryonic and fetal development in
mammals. Amino Acids, v. 45, p. 241-256, 2013.

ZANATTA A. et al. Disturbance of redox homeostasis by ornithine and homocitrulline in
rat cerebellum: a possible mechanism of cerebelar dysfunction in HHH syndrome. Life
Sci., v. 93, n. 4, p. 161-8, 2013.

ZANATTA, A. et al. Neurochemical Evidence that the Metabolites Accumulating in 3-
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase Deficiency Induce Oxidative Damage in Cerebral
Cortex of Young Rats. Cell. Mol. Neurobiol., v. 33, p. 137-146, 2013.

ZONDERLAND, M. L. et al. Different metabolic adaptation of heart and skeletal muscles
to moderate-intensity treadmill training in the rat. Eur. J. Appl. Physiol., v. 79, p. 391-
396, 1999.



ANEXO A - COMISSAO DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

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

Recife, 10 de julho de 2014.
Oficio n° 26/14

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2 Mariana Pinheiro Fernandes

Centro Académico de Vitéria ( CAV)

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.017809/2014-04

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Avaliagdo do efeito da desnutricdo protéica
perinatal no metabolismo hepético e bioenergético mitocondrial de ratos
treinados.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagso 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 avaliag&o e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questio do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

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

'Origem dos animais: Biotério; Animais: rato heterogénico; Atenciosamente,
Linhagem; Wistar; Idade; 50 dias; Sexo; mancho e fémea;
Peso; 70-80g; Ntimero de animais previsto no protocolo; 44,
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