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RESUMO

A desnutricdo proteica perinatal € capaz de promover alteragdes respiratérias na
prole. Modelos experimentais de atividade fisica voluntaria materna (AFV) em
cicloergbmetro antes e durante a gestagdo parecem atenuar os efeitos da
desnutricdo. O objetivo do trabalho foi avaliar as modificacbes respiratorias e
bioquimicas da prole de ratos (N=48) provenientes de maes submetidas a
desnutricdo proteica perinatal. Para isso, foram utilizados ratos Wistar (n=48)
provenientes de maes que antes da gestacao foram colocadas individualmente nas
gaiolas de AFV por um periodo de adaptacdo de 30 dias. Apos esse periodo as
ratas foram classificadas de acordo com o nivel de atividade fisica diaria: Inativo ou
Ativo. A partir desse momento, as ratas foram colocadas para acasalar e a partir do
primeiro dia de prenhez receberam dieta normoproteica (NP, 17% de proteina) ou
hipoproteica (HP, 8% de proteina) obtendo-se os grupos NP, NP ativo, NP inativo,
HP, HP ativo e HP inativo. No 1°, 5°, 7°, 14°, 21° e 30° dia de vida, por pletismografia
de corpo inteiro, foi avaliado na prole a frequéncia respiratéria (FR), volume corrente
(VT) e ventilagdo pulmonar (VE). Ao 21° e 30° dia os animais passaram por jejum de
12 horas para posterior realizagao da coleta de sangue para realizagao das analises
bioquimicas dos niveis de albumina, proteinas totais, triglicerideo, colesterol total e
glicose. No 30° dia foi realizado o procedimento para implante dos cateteres na
artéria femoral, para posterior registro da pressédo arterial. Os resultados foram
expressos em média £+ EPM. Apds as analises ventilatérias foi observado que os
animais HP inativo apresentaram uma diminui¢do da FR no 1°, 7° e 14° dia de vida,
além de apresentarem um aumento dessa FR ao 30° dia de vida, o qual ndo foi
observado no grupo NP e na prole proveniente de maes HP Ativas. Foi possivel
observar aos 22 dias que o grupo HP inativo mostraram uma redugao nos niveis de
proteinas, albumina, triglicerideos e colesterol e um aumento nos niveis de glicose
quando comparados com o grupo NP. Aos 30 dias de vida os animais HP
permaneceram com uma diminuigdo nos niveis séricos de proteinas e albumina e

comegaram a apresentar um aumento de triglicerideos quando comparados com o



grupo NP. Em relacdo aos parametros cardiovasculares observou-se que nesta
idade a desnutricdo e atividade fisica ndo foram capazes de influenciar na pressao
arterial dos animais. Neste sentido, a atividade fisica voluntaria materna parece
atenuar os efeitos causados pela desnutricdo sobre os parametros respiratorios e

bioquimicos.

Palavras-chave: Deficiéncia de proteina. Qualidade de Vida .Ventilagdo. Pressao
arterial.



ABSTRACT

Perinatal protein malnutrition is capable of promoting respiratory changes in the
offspring. Experimental models of voluntary maternal physical activity (AFV) on a
cycle ergometer before and during gestation seems to attenuate the effects of
malnutrition. The objective of this study was to evaluate the respiratory and
biochemical changes of the offspring of rats (N=48) from mothers submitted to
perinatal protein malnutrition. . After this period the rats were classified according to
the level of daily physical activity: Inactive or Active. From that moment, the rats were
placed to mate and from the first day of pregnancy received a normoprotein (NP,
17% protein) or lowprotein (LP, 8% protein) diet. In the 1st, 5th, 7th, 14th, 21st and
30th days of life, plethysmography of the whole body was evaluated in the offspring
respiratory rate (RR), tidal volume (VT) and pulmonary ventilation (LV). On the 21st
and 30th days, the animals were fasted for 12 hours and the blood was collected for
biochemical analyzes of Albumin, Total Proteins, Triglycerides, Total Cholesterol and
Glucose. On the 30th day, the procedure for implanting the catheters in the femoral
artery was carried out, in order to record blood pressure. The results were expressed
as mean + SEM. Two-way ANOVA and p <0.05 were used. All procedures were
approved by CEUA / UFPE (23076.021679 / 2015-87). After the ventilatory analysis it
was observed that the inactive LP animals presented a decrease in the FR at the 1st,
7th and 14th day of life, besides showing an increase of this FR at the 30th day of
life, which is not observed in the NP group and offspring from active LP mothers. It
was observed at 22 days that the inactive LP group showed a reduction in the levels
of proteins, albumin, triglycerides and cholesterol and an increase in glucose levels
when compared with the NP group. At 30 days of age the LP animals remained with
a decrease in the serum levels of proteins and albumin and began to present an
increase of triglycerides when compared with the NP group. Regarding
cardiovascular parameters, it was observed that at this age malnutrition and physical

activity are not able to influence this parameter. In this sense, voluntary maternal



physical activity seems to attenuate the effects caused by malnutrition on respiratory

and biochemical parameters.

Keywords: Protein Deficiency.Quality of life.Ventilation.

Blood Pressure.
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1 INTRODUGAO

A gestacao, lactacao e primeira infancia sdo periodos em que ocorrem rapida
proliferagdo e diferenciagao celular, bem como maturagdo de 6rgdos e sistemas,
momento este denominado de periodo critico de desenvolvimento (MORGANE et
al., 1993). Cada sistema fisioldgico possui seu préprio periodo critico que pode
variar entre as espécies, sendo possivel observar situagdes em que a deficiéncia
nutricional durante esses periodos podera acarretar prejuizos ao processo de
crescimento e desenvolvimento do feto, culminando com o aparecimento de
doencgas na vida adulta, tais como hipertensao arterial, diabetes mellitus e obesidade
(LUCAS, 1991; DIAS et al., 2004; CALKINS; DEVASKAR, 2011). Este fenbmeno é
denominado de ‘Plasticidade Fenotipica’ e refere-se a propriedade de um
determinado gendtipo originar diferentes fendtipos em resposta as condigoes
ambientais (WEST- EBERHARD, 1986; HANSON et al., 2011).

Uma alimentagdo adequada, principalmente durante estes periodos criticos
de desenvolvimento, €& indispensavel para um adequado crescimento e
desenvolvimento do feto, sabendo que nestes periodos ha maior suscetibilidade a
estimulos ambientais gerando respostas adaptativas que repercutem em alteragcdes
capazes de predispor os individuos ao desenvolvimento de doengas na vida adulta
(HANSON e GLUCKMAN, 2011). Dentre essas doengas, a hipertensao é um fator
de risco altamente prevalente e significativo para o desenvolvimento de doenca
metabdlica, incluindo doenga cardiaca coronariana (CHD), acidente vascular
cerebral, insuficiéncia cardiaca, da aorta, e doencga arterial periférica. A etiologia da
hipertensao inclui um fendtipo complexo que surge a partir de numerosas origens
genéticas, ambientais, comportamentais, e até mesmo sociais (LANDSBERG et al.,
2013; SBC, 2017).

A fim de estudar os principais efeitos sobre o sistema cardiovascular,
ocasionados por uma baixa ingestao de proteinas durante esses periodos criticos do
desenvolvimento alguns modelos de desnutricdo experimental vem sido utilizados
(LUZARDO et al., 2011; DE BRITO ALVES et al., 2015; COSTA-SILVA et al., 2015).

Recentemente, estudos do nosso laboratério tém verificado que ratos, provenientes
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de maes que receberam dieta hipoproteica (8% de proteina) durante o periodo
perinatal (gestacdo e lactagdo) apresentam na vida adulta (90 dias de vida) um
aumento de pressao arterial, assim como apresentam alteragbes no ritmo
respiratério aos 30 e 90 dias de vida (DE BRITO ALVES et al., 2015; COSTA-SILVA

et al., 2016). Além disso, estudos in situ, do nosso grupo de pesquisa, tém

demonstrado que esses animais, aos 90 dias de vida, apresentam um aumento nos
niveis de atividade nervosa simpatica (BRITO ALVES et al.,, 2015). Sabe-se que
uma das principais causas para o desenvolvimento da hipertens&o arterial tem sido
uma hiperatividade do sistema nervoso simpatico (DE BRITO ALVES et al., 2014), o
que, segundo alguns estudos, sugerem que este aumento na atividade nervosa
simpatica e respiratoria associada a uma maior sensibilidade de quimiorreceptores
pode predispor o desenvolvimento de hipertensao (GUYENET et al., 1990; SMITH et
al,, 1991; GUYENET, 2006; ZOCCAL et al.,, 2009; COSTA-SILVA et al., 2010;
PATON et al.,, 2013). Em contra partida, estudos tém relatado os beneficios da
pratica de atividade fisica antes e durante a gestagao sobre a formagao e maturacao
dos o6rgaos e sistemas, atuando como fator promotor de saude e diminuindo o
aparecimento de doengas nos fetos (WOLFE e WEISSGERBER, 2003; CLAPP,
2008).

Estudos experimentais com atividade fisica materna tém sido utilizados para
compreensao de como o organismo materno se adapta e como o feto estabelece
estratégias de crescimento e desenvolvimento (FALCAO-TEBAS et al.,, 2012). A
pratica da atividade fisica antes e durante a gestagao é caracterizada por causar
adaptagdes fisiolégicas que atuam como reguladores cronicos e agudos da
disponibilidade de oxigénio e de substrato para mé&e e filho. Porém, o efeito do
exercicio sobre o feto é dependente do tipo, frequéncia, intensidade e duragédo do
exercicio, e do tempo de gravidez em que o exercicio é realizado (CLAPP, 2002;
CLAPP_et al., 2003; MUNIZ, et al., 2014; FRAGOSO et al., 2017). A atividade fisica

voluntaria materna em cicloergbmetro, antes e durante a gestagcao, parece ter um

efeito atenuador sobre as alteragdes induzidas pela desnutricdo proteica, a exemplo

da trajetéria de crescimento e ontogénese reflexa da prole (MUNIZ, 2014).
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Nesse sentido, informagdes sobre o efeito da atividade fisica voluntaria
materna sobre os parametros cardiorrespiratorios da prole de maes desnutridas
precisam ser compreendidas visando estabelecer estratégias nao-farmacolégicas de
prevencdo da hipertensdo arterial. Além disso, propomos determinar se as
mudancas fisiologicas induzidas pela atividade fisica atenuam os efeitos causados
pela desnutricdo sobre a prevencdo ou estabelecimento das doencgas

cardiorrespiratorias.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desnutricao e o risco de desenvolvimento de doencas metabdlicas

Mudancas no padrdao alimentar tém demonstrado ser um importante fator
subjacente para o aumento da prevaléncia de doengas n&o transmissiveis (WELLS,
2018), principalmente nos paises em desenvolvimento (BISHWAJIT, 2015). As
Doengas N&o Transmissiveis (DNT) sdo responsaveis por uma mortalidade
significativa (cerca de 38 milhées de mortes por ano) em todo o mundo, dos quais
maioria dessas mortes (28 milhdes) ocorre em paises de baixa e média renda
(THIPPESWAMY, 2016). Nas ultimas décadas, tem sido registrado um grande
aumento da prevaléncia de obesidade, diabetes tipo Il, hipertensédo, dislipidemias e
outras doencas metabdlicas (WIJNHOVEN et al. 2013).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) 2014, em média trés
milhdes de pessoas, em grande parte criangas, morrem anualmente por problemas
relacionados a desnutricdo e modificagdbes no ambiente perinatal. No Brasil, os
percentuais de criangas com baixo peso até os cinco anos tem diminuido,
entretanto, ainda é superior aos dos paises considerados desenvolvidos (WHO,
2008). Acredita-se que esta deficiéncia nutricional que leva ao baixo peso é um dos
principais determinantes da mortalidade e morbidade infantil. Estudos realizados no
Brasil, (BATISTA-FILHO et al., 1971; TEODOSIO et al., 1990; COSTA, 1995;
MEDEIROS et al., 2008), tém demonstrado relagdo entre a deficiéncia nutricional no
periodo perinatal e o desenvolvimento de doengas na vida adulta (SICHIERI et al.,
1993; SAWAYA et al., 1995; SAWAYA et al., 2003; SALDIVA et al., 2004). Neste
sentido, acredita-se que todas as células do organismo, em maior ou menor
intensidade, sofrem alteragdes provocadas pela desnutricdo proteica, e ao que
parece, quanto mais precoce essa desnutricdo for imposta, maior sera o
comprometimento do funcionamento dos érgéaos (PENITENTE et al., 2007).

Dessa forma, uma alimentagdo balanceada é essencial nas etapas de
crescimento e desenvolvimento do organismo. A falta ou a deficiéncia de nutrientes
em periodos criticos do desenvolvimento dos sistemas fisiolégicos, durante a

gestacdo e a lactagao, tem repercussdes a curto e longo prazo (LEANDRO et al,
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2009; SAID et al, 2018). Barker et al (2007), relata que a nutricdo materna
inadequada, em particular, tem sido implicada como um importante determinante do
risco para o desenvolvimento posterior de hipertensdo na prole. Dessa forma, uma
vez reconhecido o papel dos nutrientes no crescimento e desenvolvimento, o estado
nutricional de individuos, especialmente a desnutricao, se tornou alvo dos estudos
(OZANNE, JENSEN et al. 2005; GAO et al, 2014; DE BRITO ALVES et al., 2015; LIU
et al. 2018).

A disponibilidade inadequada de nutrientes e/ou oxigénio para o feto, quando

ocasionados por fatores ambientais, como a desnutricdo materna ou fluxo sanguineo
deficiente, frequentemente resulta em restricdo de crescimento intrauterino (ROMO
et al, 2009). Restricdo de crescimento intrauterino esta associada a maiores taxas
de morbidade e de mortalidade perinatal, bem como consequéncias em longo prazo,
tais como obesidade, doenga cardiovascular ou de diabetes tipo || em populagdes
humanas (SALAM et al, 2014).

Estudos experimentais em ratos mostraram que dietas de baixa proteina
isocaldricas administradas ao longo da gestacdo induziram alteragbes no peso e
morfologia placentaria (REBELATO, 2013). Em 2015, Naik e colaboradores
observaram que a desnutricdo proteica durante o periodo pré-gestacional,
gestacional e vida pés-natal induziu efeitos deletérios com retardos fisiolégicos
caracterizado por restricio de peso corporal e atrasos do desenvolvimento
neurologico em filhotes. Neste sentido, é importante ressaltar que os efeitos
ambientais podem interagir com determinantes genéticos que afetam a vida util, de
maneira que nao podem ser compreendidos considerando os fatores genéticos ou
ambientais, separados (FLATT, 2013).

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é um dos mais graves problemas de
saude publica do mundo e um dos principais fatores desencadeadores de doencas
cardiovasculares. Estudos epidemiolégicos (HALES e BARKER, 1992; RAVELLI et
al., 1998; RAVELLI et al., 1999), e experimentais (JOHNSON, et al., 2008; COSTA-
SILVA et al., 2015; COSTA-SILVA et al., 2016), tem demonstrado que o consumo

deficiente de proteinas durante os periodos criticos do desenvolvimento humano

(gestacao e/ou lactacédo) é capaz de induzir o surgimento de HAS na vida adulta.
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Essa relagédo entre desnutricdo no inicio da vida e surgimento de doengas crbnicas
na vida adulta é suportada pela hipotese da plasticidade fenotipica, onde insultos
ambientais ocorridos durante a gestagao e/ou lactacdo podem predispor alteracoes
morfolégicas e fisioldgicas, culminando em doengas na vida adulta, tal como a HAS
(BARKER, 1986; BARKER, 2007). Esse aumento dos niveis pressoéricos na vida
adulta tem sido bastante documentado em diferentes modelos de desnutricdo
perinatal, durante ambos os periodos, gestagao e lactacdo (BARROS, 2015; ALVES,
2012) ou até durante o periodo pés-natal.

Sabe-se que a relacdo entre ambiente materno e o desenvolvimento fetal tem
sido advogado como um dos precursores para o desenvolvimento de doencgas
cronicas na vida adulta. Essa relagdo entre insultos ambientais no inicio da vida e
suas repercussdes ao longo da vida pode ser explicada pelo fenémeno biolégico
chamado de plasticidade fenotipica (WESTEBERHARD, 1989).

Entende-se por plasticidade fenotipica a capacidade de um organismo alterar
sua morfologia e fisiologia de acordo com o ambiente, habilidade de um gendtipo de
produzir mais de um fendtipo quando exposto a ambientes diferentes (WEST-
EBERHARD, 1986). Existem periodos especificos do desenvolvimento em que um
organismo é "plastico" ou "sensivel" ao seu ambiente (CALKINS; DEVASKAR,
2011). Esse periodo é denominado por janela critica (periodo sensivel), o periodo
durante o desenvolvimento quando o fendétipo de um organismo é sensivel a fatores
intrinsecos (genéticos) ou extrinsecos (ambientais). Tais janelas representam uma
forma de plasticidade fenotipica de desenvolvimento e resultado da interagdo entre
gendtipo e ambiente (BURGGREN; MUELLER, 2015).

Nos anos 1960, Neel lancou a “hipétese do gendtipo poupador”, propondo
que determinadas populagdes apresentavam maior propensdo a resisténcia
insulinica, tanto por selecdo quanto por aspectos genéticos. Segundo esse autor,
uma mutacgao aleatodria levando a resisténcia a insulina poderia ser adaptativa e
benéfica para individuos expostos a ambiente com escassez alimentar, originando
selecao natural desses individuos, com a consequente transmissao do carater para
as geragdes seguintes. Em 1989, Barker et al. desenvolveram a hipotese de que

condicbes adversas intrauterinas e durante a infancia aumentavam o risco de
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doengas cardiovasculares. Essas observagbes geraram a “hipotese do fendtipo
poupador” (thrifty phenotype hypothesis), a qual propde que o feto é capaz de se
adaptar a um ambiente intrauterino adverso otimizando o uso de suprimentos
energéticos reduzidos, no sentido de garantir sua sobrevivéncia (HALES E
BARKER, 1992). Entretanto, esse processo adaptativo poderia levar ao
favorecimento metabdlico de 6rgaos nobres em detrimento de outros, conferindo
alteragdes persistentes no crescimento e fungdo dos tecidos. No mesmo periodo,
um grupo independente de pesquisadores concentrou-se no estudo dos efeitos da
dieta utilizada por recém-nascidos pré-termo sobre diferentes desfechos tardios.
Esses autores demonstraram, através de estudos clinicos, a influéncia dos
diferentes tipos de dieta lactea sobre o crescimento somatico, imune e o
desenvolvimento neuropsicomotor, propondo o uso do termo “programacio”
(LUCAS, 1990; 1998).

O conceito de "programacdo de desenvolvimento” propde que os desafios
durante o desenvolvimento de um organismo evoca uma resposta fisiologica
persistente na prole. As investigacdes epidemioldgicas, tais como as realizadas nas
criangas concebidas durante a fome holandesa de 1944-1945 destacaram a
associacao entre a nutricdo materna deficiente, peso ao nascimento reduzido e
doengas na vida adulta (RAVELLI et al., 1999, ROSEBOOM, 2001). Uma das
mudancas mais bem documentadas no estudo da plasticidade fenotipica é a
nutricao (WEST; EBERHARD, 1986).

Os estudos com animais utilizando manipulagcdes dietéticas durante o periodo
perinatal tém apontado plausiveis respostas fenotipicas. Em alguns modelos
experimentais bem estabelecidos, por exemplo, ratos sdo submetidos a dietas
hipoprotéicas (5 — 9% caseina) ou restricdo alimentar (30 — 70% de reducgao da dieta
oferecida ao controle) durante a gestagao e/ou lactagdo (OZANNE, JENSEN et al.
2005; KUMON, YAMAMOTO et al. 2010; LANGLEY-EVANS, DANIEL et al. 2011).

O mecanismo sugerido para as respostas fenotipicas envolve aspecto
epigenético, neste caso um fator externo levaria a alteragbes adaptativas na
expressao génica de proteinas em células e tecidos, levando a mudangas na sua
fisiologia (BARKER, 2007; WELLS, 2010; HANSON e GLUCKMAN, 2011). Estes
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mecanismos incluem a metilacdo e acetilagdo do DNA, e modificagdes nas histonas
(Hahn, Dambacher et al. 2010). Assim, os estimulos ambientais sdo capazes de
conduzir o organismo ao seu ambiente esperado na vida adulta, além do que seria

possivel através do gendtipo herdado (Bateson, Barker et al. 2004).

2.2 Alteragoes cardiovasculares com origem no ambiente intrauterino

Sabe-se que etiologia da hipertenséo arterial € multifatorial e inclui um fenétipo
complexo que surge de origens genéticas, ambientais, nutricionais, comportamentais
e étnicas que podem favorecer o seu desenvolvimento e ao que parece sua origem
tem forte ligacado com o ambiente fetal e pds-natal inicial (LANDSBERG et al., 2013 ;
NG et al., 2014 ). A correlacdo entre condigbes intrauterinas adversas e disturbios
cardiovasculares subsequentes foi proposta pela primeira vez por Barker, que
relatou uma ligagcado entre a taxa de mortalidade da doenga arterial coronariana e o
peso ao nascer (BARKER et al., 1990; BARKER., 1998). Barker formulou a hipétese
de que respostas adaptativas a um insulto ambiental no inicio da vida podem
persistir e se tornar prejudiciais durante a vida adulta, quando o insulto ndo estiver
mais presente.

Estudos prévios tém evidenciado que aqueles nascidos com baixo ou alto
peso ao nascer apresentam comprometimento do sistema vascular arterial com
modificagdes tanto funcionais (disfungdo do endotélio, redugdo da produgdo de
oxido nitrico) quanto estruturais / mecanicas (deficiéncia de sintese de elastina,
aumento da rigidez arterial) (MARTIN et al., 2000; FRANCO et al., 2006; SKILTON
et al., 2014), além de alteragbes no controle autonémico (SOUZA et al., 2017).

Além disso, esta bem estabelecido que os estimulos ambientais da
desnutricao perinatal, como a redugc&o no conteudo de proteinas na dieta durante a
gestacgao, lactagcdo ou apds o desmame, podem contribuir para a programacgao de
riscos subsequentes de hipertensdo por mecanismos que incluem morfologia e
funcao reduzida dos néfrons, reducao da taxa de filtragdo glomerular e disfungdo no
sistema renina-angiotensina-aldosterona (NUYT e ALEXANDER, 2009; COSTA-
SILVA et al., 2009; MESQUITA et al., 2010; LUZARDO et al., 2011).

Estudos in situ do nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que a prole de

ratos submetidos a desnutricido proteica perinatal, apresentam aos 30 dias de vida
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um aumento nos niveis de atividade nervosa simpatica toracica e aumento na
amplitude de disparo do nervo frénico, demonstrando uma associagdo entre a
atividade simpatica e as alteragcbes respiratérias (DE BRITO ALVES et al., 2015;
COSTA-SILVA et al., 2016). Esses resultados demonstram que a prole de ratos
provenientes de maes desnutridas apresentam hiperatividade simpatica desde o
inicio da vida e que isso pode ser um dos fatores que contribuem para o aumento de
pressao arterial aos 90 dias de vida.

Sabemos que o sistema nervoso simpatico é capaz de aumentar a atividade
cardiovascular, desta forma, a estimulacido simpatica € capaz de promover o
aumento da atividade cardiorrespiratoria (IRIGOYEN et al., 2001; REIS et al., 2009).
Neste sentido, uma das principais causas apontadas para o desenvolvimento da
hipertensao € a hiperatividade do sistema nervoso simpatico (CZYZYK-KRZESKA E
TRZEBSKI, 1990; SIMMS et al., 2009; COSTA-SILVA, ZOCCAL e MACHADO,
2010).

Um dos mecanismos que podem promover a hiperatividade do sistema
nervoso simpatico e, consequentemente, hipertensao arterial sdo as alteragdes na
geracdo e modulagdo do ritmo respiratorio e alteragbes na quimiossensibilidade
respiratéria ao 02 e CO2 (ZOCCAL et al.,, 2008; COSTA-SILVA, ZOCCAL e
MACHADO, 2010; MORAES et al., 2014). Sugerindo que mecanismos respiratérios
estdo envolvidos no processo de instalagao desta patologia. Estudos de Simms et al.
(2009) demonstraram que modificagdes no padrao respiratério, especialmente,
mudangas na quimiossensibilidade ao CO2, estdo envolvidos com a hiperatividade
do sistema nervoso simpatico e o aparecimento da hipertensao arterial em ratos
espontaneamente hipertensos (SIMMS et al., 2009).

Ja esta bem descrito que neurdnios localizados no Nucleo do Trato Solitario
(NTS) e regido rostral ventro-lateral do bulbo (RVLM) sédo responsaveis pela geragao
e modulagdo do ritmo respiratério (HASELTON; GUYENET, 1989; FELDMAN;
MITCHELL; NATTIE, 2003) e seus circuitos neuronais funcionais tornam-se
completamente desenvolvidos e maduros durante as primeiras semanas apds o
nascimento (MELLEN; THOBY-BRISSON, 2012). Tem sido demonstrado que o

periodo critico para maturagdo dos quimiorreceptores respiratorios ocorre também
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apos o nascimento (DARNALL, 2013; DE CARO et al., 2013). No entanto, insultos
nutricionais podem afetar a embriogénese e o processo de maturagdo morfo-
funcional destes quimiorreceptores e predispor a prole a modificagdes ventilatorias a

curto e longo prazo.

Estudos em nosso laboratério verificaram que ratos provenientes de maes
que receberam dieta hipoproteica (8%) durante o periodo perinatal (gestagédo e
lactacéo) apresentaram aos 30 dias de vida alteragdes no ritmo respiratério (DE
BRITO ALVES et al., 2014) e desencadeiam aumento significativo nos niveis basais
de pressao arterial a partir dos 90 dias de vida, o qual persiste na vida adulta do
animal (BARROS et al., 2014). Diante desses resultados, nosso grupo de pesquisa
tem se dedicado a entender quais sdo os mecanismos envolvidos com essas

alteracoes.
2.3 Atividade Fisica

O termo atividade fisica é caracterizado por qualquer movimento do musculo
esquelético que demande gasto energético, podendo o individuo ser classificado
como ativo ou inativo, a depender da quantidade de calorias semanais gastas em
um esforgo fisico (PERKINS et al., 2007). O termo exercicio fisico se refere a uma
atividade fisica realizada sistematicamente. As adaptagdes fisioldgicas associadas
ao exercicio fisico dependem da intensidade, da duragao e da frequéncia do esforgo.
Se esse exercicio fisico é realizado regularmente € denominado de treinamento
fisico (LEANDRO, 2007).

A atividade fisica € um importante componente de um estilo de vida saudavel.
Ultimamente, tem se tornado interessante mulheres gravidas realizarem atividade
leve com duragao e intensidade determinada, a fim de minimizar os riscos tanto
fetais quanto maternos (PERKINS et al., 2007; WASINSKI et al., 2015). Estilo de
vida materno modula varias adaptagdes fisiolégicas maternas da gravidez
envolvidas no crescimento feto-placentario através do reforco de nutrientes e

disponibilidade de oxigénio para o feto (CLAPP et al..2004). No entanto, o

conhecimento sobre as contribuicdes do exercicio materno durante a gravidez e os

efeitos sobre o fendétipo metabdlico da prole ndo sdo bem compreendidos.
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Nao é recomendado realizar programas de exercicios de alta intensidade durante
a gestagao por estar relacionado com complicagdes na gravidez acarretando riscos
potenciais para o feto, criando um estado de hipdxia para 0 mesmo, em situagdes
em que haja risco de trauma abdominal e em situagcdes de hipertermia da gestante.
Esses fatores podem gerar estresse fetal, restricdo de crescimento intrauterino e
prematuridade. Porém o exercicio moderado € benéfico para a mae e o feto
(LUMBERS, 2002; BENNELL, 2001). Diretrizes clinicas incentivam o exercicio
moderado durante a gravidez devido aos seus multiplos efeitos benéficos tanto para
a mae quanto para o filho (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND
GYNECOLOGISTS COMMITTEE ON OBSTATRIC PRACTICE, 2009; MELZER,
2010).

A pratica de exercicio fisico moderado materno durante a gravidez é
caracterizada por causar uma redugdo aguda nos niveis de oxigénio, ocasionada
devido a uma ligeira redistribuicdo do fluxo sanguineo da placenta para os musculos
em movimento e uma subsequente reducdo da liberacdo de nutrientes para a
placenta (CLAPP, 2003). Por outro lado, nas horas subsequentes a pratica do
exercicio ha um aumento do volume plasmatico e do débito cardiaco e essas
mudangas ocorrem com o intuito de tamponar as redugbes agudas de oxigénio e
nutrientes para a placenta.

Assim, o efeito do exercicio sobre o feto € dependente do tipo, frequéncia,
intensidade, duracdo, e do tempo de gravidez em que o exercicio é realizado
(CLAPP, 2003). Dessa forma, a atividade fisica voluntaria se apresenta em grande
vantagem quando comparado aos treinamentos fisicos forgados, por induzir menos
estresse aos animais, diminuindo o risco na interpretacdo dos resultados (GARLAND
et al., 2011; CONTARTEZE et al., 2008). Além disso, a atividade fisica regular de
intensidade leve durante a gestacéo, devido ao aumento do fluxo de oxigénio e
nutrientes para o feto, pode repercutir positivamente durante o desenvolvimento pos-
natal (CLAPP et al., 2002; PENG et al., 2011; FRAGOSO et al., 2017). Neste
sentido, propde-se que a atividade fisica voluntaria materna em cicloergbmetro antes
e durante a gestacéo tenha um efeito atenuador na desnutricao proteica (MUNIZ et
al, 2014).
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Recentemente, alguns estudos vém demonstrando os beneficios da pratica
da atividade fisica voluntaria materna na prole de ratos (MUNIZ et al, 2014,
FRAGOSO et al, 2017). Estudo com ratos mostrou que atividade fisica voluntaria
materna em cicloergbmetro antes e durante a gestacdo foi capaz de alterar
parametros relacionados ao crescimento somatico, como no aumento do
comprimento corporal, comprimento da cauda e do eixo laterolateral da cabeca da
prole (MUNIZ et al., 2014). Outro estudo experimental demonstrou que filhotes de
maes que foram submetidas a desnutricado durante a gestacao e lactagdo mostraram
nenhum atraso na ontogenia reflexa e apresentaram um desenvolvimento mais
rapido dos padrdes de atividade locomotora (FRAGOSO et al., 2017). Neste sentido,
esses estudos tem demonstrado que a atividade fisica voluntaria da mae foi capaz
de atenuar os efeitos causados pela dieta hipoproteica sobre esses parametros.

Dessa forma, pesquisas adicionais utilizando modelo de atividade fisica
voluntaria em mées antes e durante a gestagdo sdo necessarias para determinar
outros efeitos sobre as alteragdes causadas pela desnutricdo proteica e os

desfechos envolvidos no processo de plasticidade fenotipica.
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3 JUSTIFICATIVA

Entender a relagao entre desnutricao e hipertensao arterial € de fundamental
importancia mundial, sobretudo no entendimento de como os sistemas fisioldgicos,
como o cardiorrespiratério, se porta frente a alteragdes nutricionais que podem
ocorrer ao longo da vida. Ainda, como e por quais mecanismos de agao estes efeitos
agudos podem interferir na fisiologia e no desenvolvimento de doengas como a
hipertensao arterial.

Neste contexto, neste trabalho ressalta-se a relevancia em avaliar o papel
modulador desempenhado pela atividade fisica materna sobre os parametros
cardiorrespiratorios e bioquimicos na prole de maes desnutridas, a fim de tentar
descobrir se a atividade fisica materna é capaz de atenuar ou minimizar os efeitos
causados pela desnutricdo e compreender a relagdo entre os efeitos adversos da
desnutricao proteica durante a gestacao e lactacdo e os mecanismos responsaveis
pelo aparecimento de hipertensao arterial.

Estudos dessa natureza sao importantes para o combate e prevencado das
injurias induzidas pela desnutricdo proteica perinatal. Assim, os resultados
alcancados nesse estudo pretendem subsidiar os profissionais da area da saude no
esclarecimento de como a desnutricdo proteica materna pode interferir sobre a
formacéo e controle do sistema cardiorrespiratorio, bem como o papel modulador da
atividade fisica voluntaria materna sobre as alteragdes observadas. Diante do
exposto pode-se sugerir métodos nao-farmacoldgicos para a prevengao e atenuacao
ou reversao de quadros patoldgicos associados ao ambiente perinatal causada pela

desnutricao proteica.
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4 HIPOTESE

As mudancgas fisiolégicas induzidas pela atividade fisica voluntaria materna antes
e durante a gestacado atenuam os efeitos da desnutricdo proteica perinatal sobre a

pressao arterial e parametros respiratérios, tais como: FR, VT e VE.
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5 OBJETIVO
5.1 Objetivo Geral

Avaliar as modificagdes respiratorias e bioquimicas da prole de ratos que foram

provenientes de maes submetidas a desnutricao proteica perinatal.

5.2 Objetivos Especificos:

Em ratos desnutridos oriundos de méaes ativas ou inativas:

* Analisar os parametros cardiovasculares, tais com pressao arterial média
(PAM), pressao arterial sistélica (PS), pressado arterial diastdlica (PD) e
frequéncia cardiaca (FC)

* Avaliar os parametros ventilatorios, tais como frequéncia respiratéria (FR),
volume corrente (VT) e ventilagao pulmonar (VE).

* Analisar os parametros bioquimicos, tais como proteinas totais, albumina,
colesterol, triglicerideos e glicose.

 Estudar a associacdo entre nivel de atividade fisica e os parametros
estudados

* Investigar o papel modulador e reprogramador da atividade fisica voluntaria

materna sobre os parametros cardiorrespiratérios.
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6 METOLOGIA

6.1 Animais

Foram utilizadas 12 ratas nuliparas da linhagem Wistar, 80 dias de vida com peso
corporal compreendido entre 220 e 260 g e seus filhotes machos (n=48),
provenientes do biotério do Centro Académico de Vitéria da Universidade Federal de
Pernambuco. Os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da UFPE sob o protocolo
(23076.021679/2015-87) e seguiu as recomendacdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA).

6.2 Dietas e Inducao da Desnutricao Proteica

Para a manipulagao nutricional foram utilizados trés tipos de dieta de acordo com

a American Institute of Nutrition (AIN)-93 tabela 1 (REEVES, NIELSEN e FAHEY,
1993):

- Mae: Recebeu dieta de manutencao durante todo o periodo de adaptagao
(30 dias) antes do acasalamento;

- Grupo NP: Recebeu dieta normoproteica (17% de proteina) durante todo o
periodo de gestacao (aproximadamente 21 dias) e de lactagéo (21 dias) e;

- Grupo HP: Recebeu dieta hipoproteica (8% de proteina) durante todo o

periodo de gestacao (aproximadamente 21 dias) e de lactagéo (21 dias).

Tabela 1- Composi¢éo nutricional da dieta (g/100g de dieta)

Nutriente Grupo NP (17% Grupo HP (8% Manutenc¢ao
proteina) proteina)

Caseina (85%) 20 9,41 14,10

Amido dextrinizado 13 13,2 15,50

Celulose 5 5 5
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Sacarose 10 10 10
Amido de milho 39,74 50,34 46,47
Oleo de soja 7 7 4
Colina 0,25 0,25 0,25
Metionina 0,3 0,3 0,18
Mix vitaminico 1 1 1

Mix mineral 3,5 3,5 3,5
BHT# 0,001 0,001 0,008
Densidade energética 16,26 16,26 16,26
(KJ/g)

Fonte: REEVES, 1993.
* A caseina utilizada para preparagao das dietas tinha 85% de pureza.

#Butihidroxitolueno.

Ratas nuliparas foram acasaladas com ratos na proporgdo de 1:2. A
observacédo da presencga de espermatozdides no esfregago vaginal foi usada para
definir o 1° dia de prenhez. A partir da determinagdo da prenhez, as ratas foram
colocadas em gaiolas individuais e alocadas aleatoriamente em suas respectivas

dietas (n = 3/grupo).

A prole proveniente destas fémeas foi reduzida a 8 ratos por ninhada, logo
apos o nascimento. Apds o desmame (a partir do 22° dia de vida), todos os filhotes
receberam a dieta para ratos de biotério (Presence, Purina Agribands, Sao Paulo,
Brasil). Apés o desmame as ratas e os machos utilizados para obtencédo da prole
foram eutanasiados com uma overdose de anestésico (pentobarbital sddico,
40mg/Kg). Além disso, a prole de fémeas também foram eutanasiadas com
overdose de anestésico. Caso a ninhada tivesse menos de 8 ratos, fémeas foram
utilizadas para padronizacdo do tamanho da ninhada. Os estudos funcionais na

prole foram realizados ao 1°, 7°, 14°, 21° e 30° dia de vida.

6.3 Protocolo de atividade fisica voluntaria
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A gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV) é feita de acrilico, possui as
seguintes dimensdes: 27 cm de largura, 34 cm de altura e 61 cm de comprimento e,
em uma das extremidades, foi posicionado um cicloergbmetro com 27 cm, composto
por acrilico e raios em acgo inoxidavel (figura 1), acoplado a um sistema de
monitoramento por sensor (ciclocomputador Cataye, model CCVL810, Osaka,
Japan). A atividade fisica das ratas foi avaliada pela movimentagcdo do
cicloergbmetro, sendo quantificado diariamente através dos sensores que permite o
registro das seguintes grandezas fisicas: Distancia percorrida (km), tempo de
atividade (mim) e estimativa do gasto calérico (Kcal).

As ratas nuliparas (n=12) aos 90 dias de vida foram colocadas
individualmente nas GAFV (figura 1) por um periodo de 30 dias para a adaptagao e
receberam durante esse periodo dieta AIN-93 (REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993).
ApoOs esse periodo, as ratas foram classificadas em trés grupos de acordo com o
nivel de atividade fisica diario: Inativo (I, n =6) ou Ativo (A, n=6) de acordo com os
parametros e valores apresentados na (tabela 2).

As ratas foram colocadas em gaiola padrao de biotério feita de polipropileno
para o acasalamento e apds a presenca de espermatozoide na cavidade vaginal
(MARCONDES, BIANCHI e TANNO, 2002), foram recolocadas individualmente nas
GAFV onde metade de cada grupo recebeu dieta NP e a outra metade recebeu a
dieta HP durante toda gestagao. Dessa forma, obtivemos tais grupos: NP inativo, NP

ativo, HP inativo e HP ativo.

Tabela 2- Classificagdo dos grupos experimentais de acordo com a atividade fisica diaria

(distancia percorrida, gasto caldrico e tempo de atividade) no cicloergdbmetro.

Grupos Distancia Gasto Tempo de

experimentais percorrida Calorico atividade
(Km.dia-1) (Kcal.dia-1)  (min.dia-1)

Inativo <1.0 <10.0 <20.0

Ativo >1.0 <5.0 >10.0 <40.0 >20.0 <120.0

Fonte: (ADAPTADO A SANTANA MUNIZ et al., 2014).
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Figura 1- Esquema do funcionamento do ciclocompuatdor: Ciclocomputador com os
sensores [Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan] (A); Posicionamento de um sensor na
porcéo externa da GAFV, acoplado ao ciclocomputador (B); visao interna dos sensores, um
aclopador ao cicloergbmetro e outro a GAFV (C); Rata realizando a atividade fisica (D).

B c

6.4 Procedimento cirurgico para implante do cateter arterial

Apds completar 30 dias de vida, foi realizado o procedimento para implante
dos cateteres de polietileno (PE10 conectado ao PES50) na artéria femoral, para
registro da pressédo arterial. O registro da PA foi realizado 24 horas apds o
procedimento cirurgico. O cateter foi exteriorizado subcutaneamente até a altura das
escapulas para facilitar a conexao dele ao transdutor de pressédo. Apos a cirurgia, 0s
animais receberam uma dose de cetoprofeno (5 mg/kg ip, anti-inflamatdrio) para
evitar reacdes inflamatdrias (DE BRITO ALVES et al., 2014).

6.5 Medidas de pressao arterial e frequéncia cardiaca
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Apds a cirurgia, os animais ficaram em recuperacao por 24 horas até o inicio
dos experimentos. O registro da pressédo arterial e da frequéncia cardiaca foi
realizado em animais nao anestesiados por meio da conexao da canula na artéria
aorta abdominal com o transdutor mecanoelétrico de pressao, cujo sinal é
devidamente amplificado (2000k/s, ML866/P, ADInstruments, Power Lab, Bella
Vista, NSW, Australia), digitalizado por meio de uma interface analdgico/digital e
amostrado a 2000 Hz em um microcomputador equipado com um software
apropriado (LabChartTM Pro, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia), para
posterior analise. A presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram

derivadas da pressao arterial pulsatil (PAP) por meio deste sistema de aquisi¢éo.

6.6 Medidas ventilatorias

As medidas de ventilagdo foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro,
em um sistema fechado. Durante a realizagao de cada medida de ventilagao, o fluxo
de ar € interrompido e a camara do animal permanece totalmente vedada por curtos
periodos de tempo (~2 min). As oscilagbes causadas pela ventilagdo do animal sé&o
captadas por um dispositivo conectado a camara que contém o transdutor diferencial
de pressdo e o amplificador de sinais (ML141 spirometer, PowerlLab,
ADlInstruments). O sinal é entdo enviado para o sistema de aquisigéo e analise dos
dados (LabChartTM Pro, PowerLab, ADInstruments) (figura 2). A calibragdo do
volume foi obtida durante cada experimento, injetando-se um volume conhecido de
ar (1mL) dentro da cdmara do animal com o uso de uma seringa graduada. Trés
variaveis respiratérias foram medidas, a frequéncia respiratéria (FR), o volume
corrente (VT) e a ventilagédo (VE) (MALAN, 1973).

6.7 Analise Bioquimica do soro

Foram realizadas analises bioquimicas com o propésito de investigar se a
desnutricdo proteica, durante periodos criticos do desenvolvimento (gestacao e

lactagao), afeta o metabolismo proteico da prole. Para isso, os animais passaram
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por jejum de 12 horas (19h00min — 07h00min), mantidos em suas respectivas
gaiolas, contendo agua ad libitum e, logo apds este periodo de privagdo alimentar,
0s animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg, ip.) e ketamina (80 mg/kg,
ip.) para a realizagao da coleta de sangue, a qual, com auxilio de um capilar de vidro
nao-heparinizado, foi realizada o rompimento do plexo retro-orbital das maes apos
30 dias de atividade fisica, e dos filhotes quando estes completaram 21 e 30 dias de
vida. Apdés a coleta do sangue, as amostras foram colocadas em tubos sem
anticoagulantes e, em seguida, foi realizada a centrifugacdo a 3500 RPM por 10
minutos para obtengdo do soro.O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma
pipeta, transferido para um tubo Eppendorf e armazenado a -20°C, o qual,
posteriormente, foi encaminhado para realizagdo das anadlises bioquimicas de
Albumina, Proteinas totais, Triglicerideo, Colesterol total e Glicose utilizando-se seus
respectivos kits comerciais e seguindo recomendagdes e procedimentos

determinados pela empresa fabricante (Labtest Diagndstica, MG, Brasil)

6.8 Analise dos dados

Os resultados foram expressos como média £ epm (erro padrdao da média).
Os dados foram analisados estatisticamente através do software GraphPad Prism
5® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente foi realizado o teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para comparacao entre os grupos foi utilizado
o teste ANOVA two-way e o pés-teste Bonferroni, tendo como fatores a dieta e a

atividade fisica. Foi considerado o nivel de significancia quando p<0,05
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7 RESULTADOS

7.1 Efeitos da desnutrigao proteica e atividade fisica voluntaria sobre os

parametros bioquimicos

Com o objetivo de analisar o estado nutricional dos animais e observar se a
atividade fisica voluntaria da mae € capaz de minimizar as alteragdes bioquimicas
causadas pela desnutricdo proteica durante a gestacdo e lactagdo, alguns
parametros bioquimicos das proles foram avaliados aos 22 e 30 dias de vida, como
proteinas totais, albumina, triglicerideos, colesterol total e glicose. Aos 22 dias de
vida, foi possivel analisar o perfil bioquimico dos animais logo apdés o desmame e,
aos 30 dias de vida, as mesmas analises foram reavaliadas apds os animais
receberem dieta comercial para animais de laboratério.

Observou-se entre os grupos normoprotéicos que o nivel de atividade fisica
materna n&o interfere nos parametros bioquimicos dos animais nas duas idades
analisadas, como pode ser observado nas Tabelas 3 e 4. Além disso, foi possivel
observar aos 22 dias que o grupo HP inativo mostraram uma redug¢ao nos niveis de
proteinas, albumina, triglicerideos e colesterol e um aumento nos niveis de glicose
quando comparados com o grupo NP. Aos 30 dias de vida os animais HP
permaneceram com uma diminuicdo nos niveis séricos de proteinas e albumina e
comegaram a apresentar um aumento de triglicerideos quando comparados com o
grupo NP. O nivel de atividade fisica materna interferiu nos parametros bioquimicos
da prole desnutrida, uma vez que os animais HP-ativos apresentaram niveis

bioquimicos semelhantes aos dos animais normoprotéicos.
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Tabela 3- Pardmetros bioquimicos séricos (proteina total, albumina,
triglicerideos, colesterol total e glicose) da prole de ratos, aos 22 dias de idade, de
maes submetidas a dieta normoprotéica (NP, 17% de proteina, n=8) ou Hipoproteica
(HP, 8% de proteina n=8).

22°DIA
NP HP NP- inativo NP- HP- HP - Ativo
Ativo inativ
) o
PROTEINA 6.08+0. 5.29+0.10 6.06+0.10 5.20+0.7 4.88+ 5.37+0.15%
TOTAL 15 : 0 0.01*
ALBUMINA 2.59+0. 2.10+0.06 3.08+0.10 3.17+0.1 2.08% 2.60+0.33"
1 * 8 0.13*
TRIGLICERI 130.0+8 77.00+6.0 132.00+7.01 131.00+4 85.00 131.0+4.01*
DEOS .01 1* .01 +5.01*
COLESTER 122.00+ 89.00+6.0 102.00+4.01 110.00+3 54.00 117.00+x12.0
OL 1 1 .01 +4.01* 1#
GLICOSE 107.90+ 134.00+5. 123.60+7.01 120.00+1 187.0 110.00+5.01
3.7 30 0.01 +5.01* #

* Os valores médios foram significativamente diferentes daqueles do grupo NP (p <0,05; teste de
Student ndo pareado). # Os valores médios foram significativamente diferentes apdés a analise
intragrupo (one-way ANOVA).



38

Tabela 4- Parametros bioquimicos séricos (proteina total, albumina, triglicerideos,
colesterol total e glicose) da prole de ratos, aos 30 dias de idade, de maes
submetidas a uma dieta normoproteica (NP, 17% de proteina, n = 8) ou hipoproteica

(LP, 8% de proteina, n = 8) durante a gestacéo e lactagao.

30°DIA
NP HP NP- NP- Ativo HP- HP -
. inativo inativo Ativo
PROTEINA 6.32+0. 5.60+0.4 6.43+0.29 6.68+0.40 4.80+40* 6.54+0.08*
TOTAL 20 o*
ALBUMINA 3.14+0. 2.60+0.1 3.30+0.10 3.40+0.10 2.80+0.1 3.10+0.10*
) 10 0* 0*

TRIGLICERI 164.0+8 260.01+2 163.02+14 177.20+7. 261.01+6 188.00+6.0
DEOS .14.0 0.00* .0 01 .00* o*
COLESTER 114.00+ 99.01+4. 105.00#5. 130.00+13 102.01+#4 132.00+5.0
OL 0.1 00 01 .01 .00* o*
GLICOSE 92.00+5 99.01+2. 84.00+13. 88.00+8.0 89.01+4. 91.00+5.00

.01 00’ 01 1 00

* Os valores médios foram significativamente diferentes daqueles do grupo NP (p <0,05; teste de
Student ndo pareado). # Os valores médios foram significativamente diferentes apdés a analise

intragrupo (one-way ANOVA).
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7.2 Efeitos da desnutrigao proteica e atividade fisica voluntaria sobre os

parametros ventilatérios

A desnutricdo proteica leva a alteracdes ventilatérias (Figura 3) a partir dos
primeiros dias de vida, quando o sistema respiratério ndo esta totalmente
desenvolvido. Em animais normoproteicos, o nivel de atividade fisica materna nao
interfere nos parametros respiratérios dos animais. Enquanto a prole de ratos
desnutridos (grupo HP) apresentaram uma diminuicdo na FR no 1°, 7°, 14° dia de
vida (Figura 3A). Interessantemente, aos 30 dias de vida, eles apresentam niveis
elevador de FR. Apds a atividade fisica voluntaria da mée, os filhos de uma mé&e com
um fendtipo inativo permanecem com essas alteragdes respiratorias (Figura 3B). No
entanto, os filhos das mées ativas, mesmo apos a desnutricdo, apresentam niveis
semelhantes aos dos animais NP. Com relagédo a VT (Figura 3 C e D) e VE (Figura 3
E e F), observou-se aumento nos animais HP e HP inativo aos 21 dias, um aumento

que nao ocorreu na prole HP-ativo.
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Figura 2- Parametros ventilatérios (frequéncia respiratéria - FR, volume corrente - VC e
ventilacdo pulmonar - VE) da prole de ratos, ao 1, 7, 14, 21 e 30 dias de vida, de maes
submetidas a dieta normoproteica (NP, 17% proteina, n = 8) ou hipoprotéica (HP, 8% de
proteina, n = 8) durante a gestagao e lactacdo. E de maes que realizaram atividade fisica
voluntaria (NP-ativo, n = 8, HP-ativo, n = 8). A, C e E mostram os parametros ventilatérios
de ratos que nao praticaram atividade fisica (grupos NP e HP), B, D e F mostram os
parametros entre os grupos inativos e ativos. (Os valores sao apresentados como média *
S.E.M). * Os valores médios foram significativamente diferentes daqueles do grupo NP (p
<0,05; teste de Student nado pareado). # Os valores médios foram significativamente

diferentes apos analise intragrupo (two-way ANOVA).
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Fonte: ANDRADE, L.D.S. de, 2019.
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7.3 Efeitos da desnutrigao proteica e atividade fisica voluntaria sobre os
parametros cardiovasculares

A partir da analise da funcéo cardiaca obtiveram-se os valores da Pressao
Arterial Média (PAM) (Figura 3 A), Presséao sistolica (PS) (Figura 3 B), Pressao
diastdlica
(PD) (Figura 3 C) e Frequéncia Cardiaca (FC) (Figura 3 D) aos 30 dias de idade.
Apds a analise dos niveis pressoricos dos animais, foi possivel observar que o grupo
hipoproteico apresentou valores semelhantes comparado com o grupo controle.
Além disso, o nivel de atividade fisica materna nao interferiu nesses valores nos
grupos tanto hipoproteicos quanto normoprotéicos. Demonstrando que essas
variaveis, desnutricdo proteica e atividade fisica, ndo s&o capazes de gerar

alteragbes desses parametros dos animais na idade do estudo.

Figura 3- Parametros cardiacos (A, pressao arterial média - PAM, B, pressao sistélica - PS,
C, pressao diastdlica - DP e D, frequéncia cardiaca - FC) da prole de ratos, com 30 dias de
vida, de maes submetidas a dieta de normoproteica (NP, 17% de proteina, n = 8) ou
hipoproteica (HP, 8% de proteina, n = 8) durante a gestacdo e lactagdo. E de maes que
praticaram atividade fisica voluntaria (NP-ativo, n = 8, HP-ativo, n = 8). Os valores sao
apresentados como média + S.E.M. Os valores médios foram analisados apds analise

intragrupo (two-way ANOVA).
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Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.
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7.4 Correlagao entre atividade fisica voluntaria materna e parametros
respiratorios

A partir das analises dos parametros ventilatérios dos ratos submetidos a
desnutricao proteica perinatal, passamos a examinar a variagao do nivel de atividade
fisica materna e como isso pode se correlacionar com a frequéncia respiratoria (FR),
volume corrente (VT) e ventilagdo pulmonar (VE) no 1°, 7°, 14°, 21° e 30° dia de vida
da prole dessas maes. Ao realizar a correlagdo de Pearson (r) foi possivel observar
correlagao significativa positiva entre o nivel de atividade fisica materna e frequéncia
respiratoria da prole no 7° dia de vida que sofreu desnutricdo proteica durante a
gestacédo e lactacdo (Fig. 4). Demonstrando que maior nivel de atividade fisica
materna mostrou correlagdo com maiores valores desses parametros nestas idades
(MUKAKA, 2012). Em relacdo ao VT e VE, ao correlacionar esses valores com o
nivel de atividade fisica materna, n&o foram encontradas correlagbes

estatisticamente significantes entre os valores de VT e VE nos animais estudados

(Fig. 5 e 6).

Figura 4- Correlacdo entre nivel de atividade fisica voluntaria materna e frequéncia

respiratoria da prole no 1°, 7°, 14°, 21°, 30° dia de vida. Correlagéo de Pearson (r).
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Figura 5- Correlacao entre nivel de atividade fisica voluntaria materna e volume corrente

(VT) da prole no 1°, 7°, 14°, 21°, 30° dia de vida. Correlagédo de Pearson (r).
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Figura 6- Correlagcao entre nivel de atividade fisica voluntaria materna e ventilagao
pulmonar (VE) da prole no 1°, 7°, 14°, 21°, 30° dia de vida. Correlacdo de Pearson

(r).
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7.5 Correlagao entre atividade fisica voluntaria materna e parametros
bioquimicos

A partir das analises dos parametros bioquimicos dos ratos submetidos a
desnutricdo proteica perinatal, passamos a examinar a variagao do nivel de atividade
fisica materna e como isso pode se correlacionar com os valores de proteinas totais,
albumina, glicose e colesterol no 21° e 30° dia de vida da prole dessas mé&es. Ao
realizar a correlagcdo de Pearson (r) uma correlagcdo negativa significativa foi
observada entre o nivel de atividade fisica e os valores de proteinas totais e
colesterol nos animais hipoproteicos no 30° dia de vida da prole. Além disso, o nivel
de atividade fisica mostrou correlagao negativa significativa com os niveis de glicose
da prole desnutrida ao 21° dia de vida. Nao foram encontradas correlagdes
estatisticamente significantes entre os valores de albumina analisados nos animais
estudados (Fig.7).

Figura 7- Correlagdo entre nivel de atividade fisica voluntaria materna e parametros

bioquimicos da prole no 21° e 30° dia de vida. Correlagao de Pearson (r).
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8 DISCUSSAO

No presente estudo, nds investigamos se a atividade fisica voluntaria materna é
capaz de reverter as alteragcdes respiratorias causadas pela desnutricdo proteica,
bem como, também, investigamos o papel da atividade fisica voluntaria materna e da
dieta hipoproteica durante o periodo perinatal sobre as alteracbes cardiovasculares e
0s parametros bioquimicos.

Os filhotes de ratos derivados de maes submetidas a desnutricao proteica
durante a gestacao e lactagao demonstraram niveis séricos reduzidos de proteina e
albumina, confirmando o estado de desnutricdo da prole. Além disso, a mesma prole
desnutrida também apresentou uma reducédo na FR desde os primeiros dias de vida,
quando o sistema respiratorio ndo esta completamente maduro.

No periodo de lactagdo, ocorrem os eventos tardios da neurogénese e
gliogénese seguindo de migracado e diferenciacao celular, formagédo de mielina e
sinaptogénese, em ratos (MORGANE et al.,, 1993). Segundo Morgane (1993), &
neste periodo que ocorre uma maior integracdo e maturagdo da comunicagao entre
0 SNC e a periferia. Interessantemente, apés uma maturacao do sistema respiratorio
(30 dias de idade), os animais HP comegam a mostrar um aumento na FR. No
entanto as mudancgas bioquimicas e ventilatérias parecem ser evitadas nos filhos de
maes com um fendtipo ativo.

Alguns estudos experimentais e epidemiolégicos tem demonstrado a
relagdo dos eventos adversos, a exemplo da restricdo proteica, durante o periodo
perinatal (gestacao, lactagao e primeira infancia) o que consiste em um dos fatores
de risco para o desenvolvimento de doencgas cronicas na vida adulta destas proles,
pois, é justamente nestes periodos iniciais da vida (como gestacao e lactacao), que
orgaos e tecidos apresentam fases de rapida diferenciacdo celular, hiperplasia e
hipertrofia e, por isso, sdo denominados de periodos criticos para o desenvolvimento
(MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002).

Porém, se observarmos os valores do grupo ativo e que receberam a
mesma dieta (dieta com baixo valor de proteina), percebemos que os seus niveis
mantiveram-se equivalentes quando comparados ao seu grupo controle, o que
corrobora com os estudos de Gluckman (2005), quando afirma que estimulos

ambientais (como o fumo, alcool, estresse, nutricdo e atividade fisica) podem atuar
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nos processos de plasticidade alterando o desenvolvimento do organismo. Isso nos
mostra, mais uma vez, o efeito benéfico e remodelador da atividade fisica, sendo
capaz de atenuar os efeitos da dieta hipoproteica,

A menor ingestado protéica durante periodos criticos de desenvolvimento
fetal, a exemplo de gestacao e lactagao, € capaz de promover redugado dos niveis
séricos de proteinas totais e albumina, dados estes que corroboram com estudos
prévios do nosso laboratorio de Brito-Alves, et. al., (2014). Foi proposto que, apds o
nascimento, a restricido protéica materna durante a lactagdo afeta os niveis de
proteinas contidas no leite materno (GRIGOR, ALLAN et al., 1986). O que reduz a
ingestao protéica da prole, levando a redugédo dos niveis séricos de proteina total e
albumina, como observado aos 22 e 30 dias de idade dos animais hipoprotéicos.

A reducdo dos valores séricos de proteina pode ser explicada por dois
fatores. Primeiro, em relacdo ao baixo suprimento de proteina na dieta materna, o
que pode induzir um défice no transporte de aminoacidos materno-fetais pela
placenta, levando a restricdo do crescimento fetal, principalmente em tecidos
musculares e adiposos, produzindo um baixo peso ao nascer. Outro fator que pode
estar relacionado com a restricdo protéica, seria durante o periodo de lactagéo, o
que, segundo Pires e colaboradores (2009), levaria a reducdo dos niveis de
lactalbumina nas maes, reduzindo as proteinas ingestao e, portanto, sintese proteica
pelos filhotes.

No entanto, a atividade fisica voluntaria da mé&e protegeu seus filhos,
impedindo-os de ter uma reducédo nos niveis séricos de proteina e albumina. Tem
sido proposto que durante a pratica de atividade fisica ha uma redugao nos niveis de
oxigénio e nutrientes para a placenta e consequentemente para o feto, enquanto
momentos apos o exercicio ha um aumento no fluxo sanguineo placentario, sendo
capaz de transportar mais oxigénio e nutrientes para o feto, por um mecanismo que
induz um aumento no volume da placenta, aumentando as vilosidades terminais,
estruturas semelhantes a dedos formados na placenta, cuja fungdo € de se encher
de sangue materno e passar nutrientes e oxigénio para o feto (CLAPP, KIM et al.
2002; THOMAS et al. 2008; PERKINS, PIVARNIK et al. 2007; SANTANA MUNIZ,
BEZERRA et al. 2014).
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Possivelmente, esses efeitos pds-exercicio podem minimizar as alteragbes
bioquimicas causadas pelo nosso modelo de desnutricdo, porque, nas horas apos o
exercicio, o aumento do fluxo sanguineo para a placenta pode transportar mais
nutrientes e oxigénio, fornecendo uma quantidade maior desses nutrientes. Além
disso, o nivel de atividade fisica realizado pela mae tem um significado importante
sobre essa protecao para o feto, o que, segundo Muniz (2011), sua pratica regular
vem demonstrando um bom perfil para saude, bem como de ser considerado um
possivel reprogramador dos efeitos deletérios causados pela desnutrigdo precoce.

Santana Muniz e Colaboradores (2014), padronizando um modelo de
atividade fisica voluntaria com um cicloergdmetro no interior da gaiola, classificou os
animais de acordo com a distancia percorrida, tempo de atividade e gasto cal6rico
em inativos, ativos e muito ativos. A fim de avaliar se a atividade fisica foi capaz de
atenuar os efeitos causados pela desnutricao proteica, foram utilizados os filhotes de
maes que tinham um fendtipo inativo ou muito ativo. Curiosamente, os descendentes
de ratos desnutridos que tinham um fendtipo muito ativo, apesar de apresentarem
desnutricdo, ndo apresentaram niveis reduzidos em proteinas totais e albumina.
Sugere-se que o0 aumento do fluxo sanguineo para uma placenta e
consequentemente para o feto forneceu mais nutrientes o que, consequentemente,
reduziu os efeitos causados pela desnutrigao.

Estudos publicados por Leandro e Colaboradores (2009), tém demostrado
que a atividade fisica materna e o aporte energético induzem adaptacgdes fisioldgicas
na gestacao e atuam como reguladores crénicos e agudos da disponibilidade de
oxigénio e de substrato para o bindbmio mée-filho. Essa mesma protegéo do fendtipo
materno pode ser entendida pelos niveis de triglicérides, colesterol total e glicose.

A reducgdo na ingestdo de proteinas também pode levar a redugéo dos
niveis plasmaticos de triglicérides no grupo HP aos 22 dias de idade, diminuindo a
sintese hepatica de VLDL (MADANI, PROST et al. 2000). O que tem sido destacado
como um importante portador de triglicerideos enddégenos, além do aumento da
oxidagao lipidica para fins energéticos em animais desnutridos (GRILL E HAYES
2009).

No entanto, a reabilitagdo nutricional de animais submetidos a desnutricao

protéica acarreta, a longo prazo, aumento dos niveis plasmaticos de triglicerideos,
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associado ao diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares (HOLNESS, FRYER et al.
1998). O aumento inicial de triglicérides encontrado em nossos animais desnutridos
aos 30 dias de vida apenas enfatiza o risco do desenvolvimento de doencas
metabdlicas devido a desnutricdo perinatal.

Em relagdo ao aumento da glicemia de jejum nos animais HP e HP inativos aos
22 anos de idade, Park et al. (2003) observaram que a desnutricdo, mesmo a curto
prazo, € capaz de causar alteragbes mitocondriais no figado e no musculo
esquelético, sendo estes os principais 6rgaos afetados pela insulina, o que poderia
justificar o aumento da glicemia de jejum encontrada no grupo desnutrido (PARK,
KIM et al., 2003).

Estudos publicados por Muniz e Colaboradores (2014) sugerem que a atividade
fisica voluntaria materna em cicloergbmetros é capaz de alterar parametros
relacionados ao crescimento somatico e a captagdo de glicose em resposta a
insulina no musculo esquelético e no tecido adiposo, levando a um menor risco para
0 aparecimento de doencas crbénicas na vida adulta, a exemplo da HAS e diabetes
mellitus tipo 2.

Além disso, as alteragdes metabdlicas secundarias a desnutricdo que ocorrem
no pancreas podem retardar o desenvolvimento de células B e, consequentemente,
diminuir a secrecédo de insulina em resposta a glicose (TEZINI, DIAS et al. 2013;
MALAFAIA 2014). Estudos tem demonstrado que um aumento nas concentragdes de
glicose induz aumento na secregao de insulina, a qual, segundo Randle e
colaboradores (1963), isso ira suprimir a liberacdo de acidos-graxos néao
esterificados do tecido adiposo. Ja no sistema nervoso, o exercicio fisico regula
alteragdes epigenéticas de genes como o fator de crescimento similar a insulina-1
(IGF-1), VEGF, BDNF e outras neurotrofinas através de acetilagdes na histona H3
das regides promotoras dos genes, aumentando a sua transcricdo (NTANASIS et al.,
2013).

Em relagdo aos dados de ventilagdo, sabemos que a mesma é regulada a
todo o momento de acordo com as necessidades respiratérias do organismo
(MOURADIAN; FORSTER; HODGES, 2012). Estudos do nosso laboratério relatam
que a desnutricdo proteica perinatal € capaz de promover a curto prazo (30 dias de

vida) aumento de frequéncia respiratéria, associado com alteragdes a longo prazo,
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aos 90 dias de vida os animais desnutridos apresentam aumento da presséao arterial
(DE BRITO ALVES, NOGUEIRA et al., 2014). Sugerindo que ha uma relacao entre

desordens ocasionadas no sistema respiratorio na fase de vida inicial e a

predisposicdo em desenvolver hipertensdo arterial na vida adulta (ABDALA et al.,
2012; DE BRITO ALVES et al., 2015).

Tem sido proposto que essas alteragdes ventilatorias sdo capazes de
promover aumento de atividade nervosa simpatica e, consequentemente, contribuir
para o estabelecimento de hipertenséo arterial na vida adulta (DE BRITO ALVES,
NOGUEIRA et al., 2015). Estudos publicados por Brito-Alves e Colaboradores (2015)

sugerem que atividade simpatico-respiratoria associada a uma maior sensibilidade

de quimiorreceptores periféricos sdo0 mecanismos importantes na compreensao da
origem da hipertensédo arterial em individuos submetidos a desnutricdo durante
periodos criticos da vida. Entretanto, pouco se sabe sobre a partir de qual momento
da vida se iniciam essas alteragdes fisioldgicas e como a atividade fisica voluntaria
materna pode atenuar esses efeitos ocasionados pela desnutricéo.

No estudo, também investigamos os efeitos a curto prazo da desnutricdo e da
atividade fisica voluntaria materna e observamos que individuos provenientes de
maes submetidas a desnutricdo e com habito de vida Ativo ndo apresentam
alteragbes na FR, diferente dos individuos desnutridos sedentarios e ativos, o que
pode ser justificado que a dieta protéica durante a gravidez e lactagdo pode induzir
mudangas permanentes nos mecanismos responsaveis pela modulagao respiratéria
e geragao de descendentes, afetando o controle da frequéncia respiratéria desses
animais. Esta fase de vida inicial corresponde ao periodo critico para o
desenvolvimento do sistema respiratorio, no qual ha intenso desenvolvimento e
maturacdo de quimiorreceptores respiratérios e da rede neural respiratoria
(DARNALL, 2013; DE CARO et al., 2013).

Na regido rostral ventral lateral do bulbo (RVLM) estédo localizados neurdnios
geradores da atividade simpatica (MORAES et al., 2013), nos quais possuem uma
forte conexao com os neurdnios respiratdérios. Quando ha um aumento da
hiperatividade simpatica, os niveis plasmaticos das catecolaminas sao alterados, o

que, consequentemente, levara a um estado de constrigdo dos vasos sanguineos
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periféricos, aumentando a resisténcia vascular periférica, o que acarretara na
elevacao dos niveis basais da pressao arterial (ZOCCAL et al., 2009).

Qualquer perturbacdo ambiental neste periodo, a exemplo da desnutricéo,
pode comprometer a formagédo e maturagdo dessa rede neural respiratéria e gerar
alteragdes no desenvolvimento desse sistema. Além disso, € possivel observar que
apos o 14° dia de vida ha uma diminuigdo dos parametros ventilatérios dos animais
normoproteicos. Nesta fase de vida ha um aumento intenso das sinapses inibitérias
gabaérgicas e glicinérgicas, sugerindo que esse aumento acontece para diminuir as
predominantes sinapses glutamatérgicas, fortemente presentes durante o 1° e 7° dia
de vida. Entretanto, diferentemente do grupo normoproteico, o grupo hipoproteico no
21° dia de vida apresenta um aumento do VT e do VE. Esses dados sugerem que a
desnutricdo é capaz de alterar a rede neuronal destes animais, possivelmente na
cascata de alguns neurotransmissores e contribuir para o desenvolvimento de
alteracdes ventilatérias observados ao longo da vida desses animais.

Em relacdo aos parametros cardiovasculares, foi observado que ndo houve
diferenga entre os grupos, sugerindo que a desnutrigdo proteica perinatal (gestagéo
e lactagcdo) ndo seja capaz de desenvolver alteragdes na fungao cardiaca durante o
periodo de aleitamento. Estudos tém demonstrado que a desnutricdo proteica nao
altera a func&o cardiovascular basal na fase de vida inicial da prole (DE BRITO
ALVES et al., 2014). Nossos dados corroboram com essa informagdo e ao que
parece a atividade fisica voluntaria, na idade do estudo selecionada, ndo altera os
parametros hemodinamicos. Entretanto, € necessario avaliar os efeitos a longo prazo
desta atividade fisica, afim de tentar entender se realmente ela atenua os efeitos
causados pela desnutricdo sobre o sistema cardiovascular.

Informacdes interessantes vém da analise da correlagdo entre o nivel de
atividade fisica e os parametros estudados. Encontramos correlagao positiva entre o
nivel de atividade fisica e frequéncia respiratéria ao 7° dia de vida da prole de maes
desnutridas. Mostrando que a medida que a atividade fisica voluntaria aumenta, os
valores de FR desse grupo também aumentam. Além disso, encontramos uma
correlagdo negativa entre o nivel de atividade fisica e os valores de glicose no 21°
dia de vida e colesterol no 30° dia de vida da prole hipoproteica. Mostrando que a

medida que a atividade fisica diminui, os valores desses parametros aumentam.
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Essas observagdes apoiam nossos resultados demonstrando que a atividade fisica
voluntaria materna é capaz de atenuar os efeitos causados pela desnutricdo proteica
sobre a FR nessa fase de vida inicial da prole. Além de atenuar os efeitos causados
sobre os niveis de colesterol e glicose no 30° dia de vida. Evidenciando, a

importancia do estilo de vida materno no estado de saude/doencga da prole.
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9 CONCLUSAO

Nosso estudo tem demonstrado que o modelo utilizado de atividade fisica
voluntaria foi capaz de atenuar os efeitos causados pela desnutricdo proteica em
proles que sofreram insultos durante fases criticas do desenvolvimento. A pratica de
atividade fisica foi capaz de alterar alguns parametros bioquimicos e respiratorios
dessas proles advindas de maes que consumiram uma dieta hipoprotéica. Dessa
forma, os resultados encontrados demonstram sua importancia acerca do papel da
atividade fisica como um papel modulador da reprogramacgéo do organismo frente ao

ambiente e suas repercussdes sobre os parametros analisados.
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Abstract

Maternal physical activity attenuates cardiorespiratory dysfunctions and transcriptional
alterations presented by the carotid body (CB) of rats. Rats performed physical activity and
were classified as inactive/active. During gestation and lactation, mothers received either
normoprotein (NP-17% protein) or low protein diet (LP-8% protein). In offspring,
biochemical serum levels, respiratory parameters, cardiovascular parameters and the mRNA
expression of hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a), tyrosine hydroxylase (TH) and
purinergic receptors were evaluate. LP-inactive pups presented lower RF from 1% to 14™ days
old, and higher RF at 30 days than did NP-inactive and NP-active pups. LP-inactive pups
presented with reduced serum protein, albumin, cholesterol and triglycerides levels and an
increased fasting glucose level compared to those of NP-inactive and NP-active groups. LP
and LP-inactive animals showed an increase in the cardiac variability at the Low-Frequency
bands, suggesting a major influence of sympathetic nervous activity. In mRNA analyses, LP-
inactive animals showed increased HIF-la expression and similar expression of TH and
purinergic receptors in the CB compared to those of NP groups. All these changes observed in
LP-inactive pups were reversed in the pups of active mothers (LP-active). Maternal physical
activity is able to attenuate the metabolic, cardiorespiratory and HIF-1a transcription changes
induced by protein malnutrition.

Keywords: developmental plasticity; maternal active phenotype; respiratory frequency; blood
pressure; HIF-1, rats.

1 .Introduction
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In recent years, epidemiological data from human studies and experimental evidence
have verified the importance of maternal nutrition during gestation and lactation in the genesis
of hypertension in adult offspring . The potential long-term implications of undernutrition on
the clinical manifestation of programmed hypertension are particularly critical because a high
percentage of adults living in low-income and middle-income countries were born
undernourished and have to adapt to prompt changes in postnatal diet and environment . In
addition, the association of maternal nutrition with later blood pressure is strengthened when
adjusted for postnatal growth, weight, height, and body-mass-index-for-age at 2 years .

In animals, a recent review showed accumulating evidence that, to a significant degree,
the programmed hypertension may have a developmental origin, and the sympathetic-
respiratory dysfunctions play an important role on the development of the maternal diet
induced-hypertension . Maternal protein restriction (8% casein) during gestation and lactation
induced high respiratory frequency (RF) and respiratory chemosensitivity to O,/CO, . The
sympathetic-respiratory overactivity and amplified peripheral chemoreceptor responses were
seen in juvenile rats (30 days) submitted to perinatal protein restriction . Following the
observation that sympathetic overactivity is related to the development of hypertension in
organisms that suffered perinatal protein malnutrition, the molecular mechanism may include
the expression of the inducible hypoxia factor (HIF-1a) in the carotid body (CB) cells and the
expression of purinergic receptors (P2X) . Indeed, increased HIF-la expression was
previously observed in the heart and brain of protein-restricted animals . P2X receptors
contribute to increased CB activity and its blockade may induce an antihypertensive effect .
Our previous study showed that early CB removal normalized RF and sympathetic nervous
activity . In addition, the development of the hypertension in offspring was prevented at 30
days of age in those animals submitted to perinatal protein restriction (8% casein) .

Specific “re-programming” interventions, such as physical activity, may mitigate or
even prevent maternal protein restriction-programmed metabolic disease . Increasing physical
activity is one of the recommendations of the World Health Organization and it is considered
a broadly reachable, inexpensive, and effective intervention . A meta-analysis included 13
prospective studies and showed an inverse dose—response association between levels of
physical activity and risk of hypertension . Maternal exercise reduces blood pressure, systemic
vascular resistance, sympathetic activity, plasma renin activity, insulin resistance index,
excessive body weight gain and abdominal circumference, and blood lipids . Healthy pregnant
women without medical contraindications should be encouraged to participate in regular
physical activity at least 150 min per week (analogously 20-30 min per day on most or all days
of the week) in moderate aerobic intensity .

An experimental model of maternal physical activity has been developed to describe
physiological adaptations for mother and offspring . Pups from rats that were active before
and during pregnancy (30min/day, 5 days/week, 4 weeks) showed improved long-term
memory in the object recognition task . Voluntary maternal physical activity (running wheel,
30 days before breeding and during gestation/lactation) has been related to the increased
somatic growth and reflex ontogeny of rat offspring during development . Voluntary physical
activity on the running wheel before and during gestation/lactation attenuated the effects of a



72

maternal low-protein diet (8% protein) on the patterns of the locomotor activity of offspring
rats at 60 days old . However, less is known about the effects of maternal physical activity on
cardiorespiratory parameters and the adaptive effects to attenuate malnutrition-induced long-
term hypertension in offspring.

In the present study, we tested the hypothesis that maternal voluntary physical activity
before and during gestation prevents respiratory frequency and sympathetic-respiratory
overactivities and blocks the afferent inputs from the CB to brainstem acting as new insights
on the re-programming of maternal diet induced-hypertension. Thus, the main goal of this
study was to evaluate the effects of voluntary maternal physical activity on some parameters
of cardiorespiratory and sympathetic systems. In addition, the transcriptional changes of HIF-
la, TH and P2X receptors in CB peripheral chemoreceptor were analyzed as possible
molecular mechanisms.

1. Results
1.1. Maternal food intake during adaptation, pregnancy and lactation
Descriptive data of food intake during adaptation, pregnancy and lactation are shown
in Figure 1. During these three periods, the NP-active and LP-active groups showed increased
food intake compared to their respective pairs (NP, LP, NP-inactive and LP-inactive).

2.2. Offspring’s serum biochemical parameters

The LP group showed a reduction in the serum concentration of total proteins,
albumin, triglycerides and cholesterol and an increase in glucose serum concentration
compared with the NP group (Table 3). Maternal physical activity did not change the
biochemical parameters because the NP-active parameters were similar to those of the NP and
NP-inactive groups. However, in the LP and LP-inactive groups, maternal physical activity
when categorized as active was able to normalize biochemical parameters, and LP-active pups
presented with the same biochemical parameters as the NP-active pups. LP-inactive pups
showed no differences in terms of biochemical parameters compared to LP pups.

2.3. Ventilatory parameters

LP pups showed a reduction in the FR from the 1% to 14™ day of life (Figure 2A)
compared with the NP pups. There were no differences when NP-active pups were compared
to NP and NP-inactive pups. However, the offspring from active mothers, regardless of
nutritional condition, did not present respiratory changes, as the LP-active pups showed
ventilatory levels similar to those of the NP-active pups. However, LP pups showed an RF
similar to those of the LP-inactive pups (Figure 2B). Regarding VT (Figure 2C and D) and
VE (Figure 2E and F), all groups presented the same increased values at 21 days old.

2.4. Cardiovascular parameter

There were no effects of maternal protein restriction and physical activity on
hemodynamic parameters in offspring at 30 days old. However, the spectral analysis of the SP
in LP and LP-inactive pups showed an increase in the low-frequency oscillation - LF
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oscillations (Figure 4A) when compared with the NP and NP-inactive groups, respectively.
The spectral analyses of the NP-active pups were similar to those of NP and NP-inactive pups.
However, the LP-active pups showed a reduction of those parameters when compared to NP-
active pups. The HF components of arterial pressure showed no differences among groups
(Figure 4B). The LP and LP-inactive groups showed an increase in the LF/HF ratio (interval
pulse), but LP-active pups showed similar results compared with NP-active (Figure 4C). In
the HR variability evaluated by the symbolic anlysis, the percentage of occurrences of the
patterns of 0 V and 2 V sequences did not change among groups (Figure 4D).

2.5. qRT-PCR

LP and LP-inactive animals showed upregulation of HIF-lo mRNA (Figure 4A)
compared with the NP and NP-inactive pups, respectively. The NP-active pups showed
similar results to the NP and NP-inactive pups. The LP-active pups showed similar levels to
those of the NP-active pups. Regarding the expression of purinergic receptors P2X2 (Figure
4B), P2X3 (Figure 4C), P2Y2 (Figure 4D) and TH expressions (Figure 4E), there were no
differences among groups. Neither the diet nor the level of maternal physical activity were
able to alter the gene expression.

3.Discussion

Pregnancy requires a significant increase in glucose-stimulated insulin secretion under
conditions of normoglycaemia. However, maternal malnutrition is related to the loss of
glucose sensitivity and secretory capacity in pancreatic islets, reduced serum proteins such as
albumin and prealbumin, total cholesterol and indicators of lipid metabolism . In the present
study, maternal low-protein diet (8% casein) caused a reduction in the serum concentration of
total proteins, albumin, triglycerides and cholesterol and an increase in glycemia. The
impairment of biochemical markers of nutritional status and glucose homeostasis may lead to
gestational diabetes mellitus and increased risk of chronic diseases later in life . However,
maternal physical activity induced a return to normal values of glucose, total proteins,
albumin, triglycerides and cholesterol. Our data are aligned with previous studies on the
reprograming effects of maternal physical activity in malnourished rats . Likewise, it was
observed an increased food intake-induced maternal physical activity regardless of nutritional
condition. These effects are particularly important due to recovery of the loss of metabolic
flexibility induced by protein restriction in skeletal muscle because, maternal metabolic
dysfunction and impaired fetus growth have been associated with the development of several
chronic diseases in adult life (Costa-Silva, de Brito-Alves et al. 2015; de Brito Alves, Toscano
et al. 2017).

Respiratory function during development is an important prognostic factor for the
course of neurogenic arterial hypertension and the expected lifespan of individuals who
suffered perinatal undernutrition . Sympathetic nerve overactivity to the cardiovascular system
exhibits noticeable respiratory function-related changes which lead to rhythmic oscillations in
arterial blood pressure in young and adult rats submitted to a maternal low-protein restriction .
In the present study, our data showed a reduction in the FR in low-protein restricted pups from
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the 1% to 14™ days of age, and increased VT and VE at 21days old. Amplified respiratory
modulation has been observed in multiple experimental studies of perinatal malnutrition-
induced hypertension . Male offspring (35 days old) of mothers with uteroplacental
insufficiency, induced by bilateral uterine vessel ligation at 18 days of gestation, are also
hypertensive later in life . Indeed, perinatal malnourished rats display an increased
sympathetic and bradycardic response to activation of peripheral chemoreceptors O,/CO, and
carotid bodies . Although all respiratory parameters were not different among the groups, we
observed an enhanced respiratory function in the rats of active mothers even in the protein-
restricted group. The underlying mechanism can be related to increased placental insulin
growth factor (IGF-1) and its receptor (IGF-1R) and vascular remodeling-induced exercise in
the placenta .These observations add support to the view that maternal physical exercise act
positively on the respiratory function of malnourished pups, which represents an important
early indication of protection to the development of hypertension.

The spectral analysis of blood pressure and heart rate variability are used to describe
rhythmic and nonrhythmic fluctuations of arterial blood pressure providing indexes of
autonomic cardiovascular modulation . In the present study, pups of LP mothers showed an
increase in the LF oscillation and LF/HF ratio, but there were no changes in HF oscilation
(interval pulse). Increased LF oscilation and reduced cardiovagal influence to the heart are
associated with increased risk of cardiovascular diseases, especialy hypertension and stroke .
Rather, we found that pups of active mothers, regardless of diet, showed apparent
improvements in spectral analysis that may simply reflect the frequency-dependent nature of
the baroreflex . Although these results do not lead to the possible benefits of maternal physical
exercise mitigating protein-restriction during the critical period of fetus-placental
development, the normalization of sympathetic influence to the cardiovascular system and BP
enhances the notion that physical activity per se enhances autonomic cardiovascular control.

The heterodimeric transcription factor HIF-la plays an essential role in the
maintenance of cellular oxygen homeostasis . In response to hypoxia, stabilized HIF-1a
proteins initiate the expression of genes that induce autoregulation of vascular flow in
peripheral tissues, local tissue perfusion, systemic blood pressure, ventilatory rates and
various responses to oxygenation controlled by the carotid body . In the present study, in
response to physiological levels of nutrients, LP-inactive animals showed upregulation of
HIF-1a mRNA at CB. Increased expression of HIF-1a levels is associated with early response
to myocardial ischemia or infarction, and the risk of arterial hypertension . Accordingly,
HIF1loo mRNA increased approximately 1.3-fold in male fetal heart under maternal
undernutrition (protein content in low protein food: 8.67% and in normal food: 17.9%) . A
recent study showed overexpression of HIF-1a in the CB of malnourished rats that were 30
days old . In the study, the expression of purinergic receptors P2X2, P2X3, P2Y2 and TH
expressions were not affected by maternal physical activity or diet. In contrast, the expression
of the P2X2 receptor was increased by maternal undernutrition (rats deprived of protein
throughout pregnancy and 42 d post-parturition) in the submucosal plexus . Although the
purinergic signaling at CB has been implicated in the cardiorespiratory dysfunction in some
hypertensive models , no changes were observed in the expression of their main receptors at
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CB o protein malnourished offspring. The ATP receptors are highly expressed in CB, and
they also respond in an exaggerated way when ATP is applied at the site. In addition, the
deletion of the ATP receptors reduced the ventilatory response to hypoxia in mice . This
finding suggests that these factors contribute to the increase in CB activity, and its blockade
may provide an antihypertensive effect. However, our present study suggests no involvement
of purinergic signaling in our model of maternal programming.

In addition to purinergic pathways, adrenergic neurotransmission plays an important
role in the modulation of CB activity. Dopamine is the most abundant neurotransmitter in type
I cells, and its release is often used as an indicator of neurosecretion, thereby promoting an
increase in CB activity . The carotid body and sensory and autonomic nerve fibers express
tyrosine hydroxylase (TH), the rate-limiting enzyme of dopamine synthesis . Some authors
have considered that dopamine has an inhibitory effect, as natural stimuli such as hypoxia or
acidosis are associated with increased dopamine secretion. Dopamine is a neurotransmitter
capable of inhibiting carotid corpuscle activity . Dopamine infusion is able to decrease RF.
Thus, we hypothesized that the malnourished offspring would have a decreased TH
expression in CB. However, this hypothesis was not confirmed by our data. In fact, we can
suggest that changes in both purinergic and dopaminergic pathways at the CB are not
modified by maternal physical activity and protein restriction. Nonetheless, we may establish
that all these serum metabolic and cardiorespiratory changes and overexpression of HIFla in
pups from undernourished mothers were resversed in the pups of active mothers.

Thus, we conclude that maternal physical exercise plays an important role in the
prevention of the early appearance of cardiorespiratory dysfunction induced by a low-protein
diet during development. The effects included the recovery of the loss of metabolic flexibility,
ventilatory function, and the reduction of sympathetic outflow to the cardiovascular system, as
well as the normalization of hypoxia inducible factor-1a at the CB.

4 Material and methods

The experimental protocol was approved by the Ethical Commmittee of Biological
Sciences Center (protocol n° 23076.062778/2014-38), Federal University of Pernambuco,
Brazil, and followed the Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals.

4.1. Animals

Thirty-six 12-week-old virgin female albino Wistar rats (Rattus norvegicus) were
obtained from the Academic Center of Vitoria - CAV, Federal University of Pernambuco,
Brazil, and were maintained at a room temperature of 22 + 1 °C with a controlled light-dark
cycle (dark 18.00 pm - 6.00 am). Standard laboratory chow and water were given ad libitum
during the period of adaptation (AIN-93M) and pregnancy/lactation (AIN-93G), according to
the AIN-93 recommendations for periods of maintenance of laboratory rats. The AIN-93M
diet was used, and during for the gestation/lactation period the AIN-93G diet was used.
During pregnancy/lactation, dams were fed either a diet 17% casein (normal protein — NP,
n=18) or 8% casein (low protein — LP, n=18) ad libitum. The nutritional composition of each
experimental diet is shown in Table 1.
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Food intake was monitored daily (24 hours) during adaptation, pregnancy and
lactation. Special cages were built with a stainless steel running wheel and dams were allowed
to run for a period of four weeks, as previously described . After the period of adaptation (30
days), females were placed into a standard cage and mated (1 female for 1 male) for a period
of 2-4 days. Females had no access to the running wheel during mating. The day in which
spermatozoa were present in a vaginal smear was designated as the day of conception and day
0 of pregnancy. Pregnant rats were transferred to their original cages with free access to the
running wheel throughout pregnancy, and up to postnatal day 15 to prevent the pups from
running and/or being injured. On postnatal day 1, litters were reduced to 8 pups per dams,
ensuring the largest possible number of males. Eventually, litters were completed to 8 pups
with 2-3 females if necessary. At weaning on postnatal day 22 to avoid the influence of the
estrous cycle of the females, only male pups were used. After weaning, all pups received a
standard diet for rodents (52% carbohydrate, 21% protein and 4% lipids, Purina Agriband,
Sao Paulo, Brazil) and water ad libitum. The control group, NP and LP rats with similar age
and body weight were incorporated in the main study and were individually housed in a
standard dimension cage without a running wheel apparatus. The litters of eight pups from
each dam represent the sample and six groups were formed: NP, LP, NP — inactive (I), LP — I,
NP — active (A), LP — A [Table 2]. The evaluation of biochemical parameters was performed
at 22 days old, ventilatory parameters were evaluated at 1, 7, 14, 21 and 30 days old; and
cardiac parameters and gene expression were evaluated at 30 days old.

4.2. Measurements of voluntary physical activity

Female Wistar rats (initial body weight 220 g) were singly housed into an acrilic cage
(cage size: 34 cm height, 27 cm width and 61 cm length) . A stainess steel wheel (27 cm
diameter) was placed into the cage for running physical activity with food and water ad
libitum. A wireless ciclocomputer (Cataye, model CC-AT200W, Colorado, USA) was
attached in the wheel to calculate and display running information, such trip distance (km),
trip time (minutes) and estimated calorie burned (km.s'.dia'). Distance and time was
determined by counting the number of rotations, which was translated into the number of
wheel circumferences passed. Wheel circumference and diameter (measured in millimeters)
were used to calibrate the cyclocomputer and then to calculate distance traveled. Calorie
burned was estimated by integrating the value calculated from the speed in each second.
Measurements of distance traveled, time and calories consumption were daily recorded
throughout the experiment. Daily distance traveled, time and estimated calorie burned were
used to classify rats in different groups according to voluntary physical activty (inactive and
active) according to previous studies .

4.3. Serum biochemical analyses

Biochemical analyzes were performed at 22 days old. The animals were fasted for 12
hours (7:00 p.m. to 7:00 p.m.), kept in their respective cages, containing water ad libitum and,
after this period of food deprivation, offspring were anesthetised with xylazine (10 mg/kg, ip.)
and ketamine (80 mg/kg, ip.), and blood samples (~1 mL) were colleccted by plexus retro-
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orbital disruption. After blood collection, the samples were placed in tubes without
anticoagulants and then centrifugation was performed at 3500 g for 10 minutes to obtain the
serum. The supernatant was removed, transferred to an Eppendorf tube and stored at -20 °C,
which was then sent to perform the biochemical analyzes of total protein, albumin,
triglyceride, total cholesterol and fasting glucose using respective commercial kits and
following recommendations and procedures determined by the manufacturer company
(Labtest Diagnostica, MG, Brazil).

4.4. Respiratory recordings and analyzes

Respiratory frequency (RF), tidal volume (VT) and ventilation (VE) were performed
using the whole body plethysmography method . According the rats’ age were placed into a
plexiglas chamber of 212 mL (1 and 7 postnatal day), 700 mL (14 postnatal day) or 5 L (21
and 30 postnatal day). The animals were maintened for a period of acclimatization (~10 a 60
min) and the chamber was flushed with humidified air and maintained at 25°C. After the rats
had been acclimatized, their ventilatory parameters were recorded as the airflow to the
chamber was suspended for short periods (~2 min), and the pressure oscillations caused by
breathing were captured by a pressure differential transducer connected to a signal amplifier
(ML141 Spirometer, PowerLab; ADInstruments®). The signals were then captured by an
acquisition system and data analysis was performed (PowerLab; ADInstruments®). All of the
data were analyzed off-line with the use of appropriate software (LabChart 7 Pro;
ADInstruments®). Tidal volume (VT) and respiratory frequency (RF) were calculated as
described by Malan (1973) , and ventilation (VE) was obtained as the product of VT and RF.
These parameters were calculated using a period of 10s of respiratory recordings in conscious
rats when they were quiet and presenting no body movements. The data recorded when the
rats were moving inside the chamber were excluded from analysis because the respiratory
activity was contamin ated by larger oscillations in the pressure inside the chamber. The rats
were weighed on the day of recordings to determine the body weight, which was used to
correct the ventilation index for each animal.

4.5. Cardiovascular recordings

Thirty postnatal day, the animals were anesthetized with ketamine (80 mg.kg™) and
xylazine (10 mg.kg™"), and the femoral artery PE-50 was connected to PE-10 (Clay Adams,
Parsippany, NJ, USA). The catheter were filled with heparinized saline (NaCl 0.9% +
heparine 0.05%), tunnelled subcutaneously and exteriorized through the back of the neck.
After surgery, the animals received injection of ketoprofen (5 mg.kg™ i.p.) and a period of 18-
24 hours (sufficient recovery time for this surgical procedure, as previously described by
Nogueira (2018). Mean arterial pressure (MAP), systolic blood pressure (SBP), dyastolic
blood pressure (DBP) and heart rate (HR) were recorded in unanesthetized freely-moving
animals by connecting the arterial catheter to a pressure transducer. The signals were
amplified (ML866/P, ADInstruments®, Power Lab, Bella Vista, NSW, Australia), sampled at
2 kHz, digitalized (Power Lab, model 4/30, ADInstruments®) and recorded using appropriate
software (LabChart7 Pro, ADInstruments®). Recordings of baseline pulsatile arterial pressure
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(PAP), MAP and HR were performed for 60 min. The cardiovascular autonomic evaluation
was perfomed using the frequency domain analysis of the systolic arterial pressure (SAP) by
an appropriate software program (version 2.4, available at
https://www.sites.google.com/site/cardioseries/home) . The power of the oscillatory

components obtained from rats of the NP and LP groups was quantified into two frequency
bands: low-frequency (LF: 0.20-0.75 Hz), representative of the modulatory effects of
sympathetic activity controlling vascular tonus and heart activity; and high frequency (HF:
0.75-3.0 Hz), associated to a respiratory or parasympathetic modulation of heart rate and
arterial pressure . To assess the sympathovagal index to the heart, the LF/HF ratio of the IP
variability was calculed. Moreover, the symbolic analysis was used, a non-linear method
based on the conversion of the series into a sequence of symbols .

4.6. Sample for qRT-PCR

A group of offspring (n=30) at 30 days old, free of any experimental procedure, was
separated for analysis of gene expression. The animals fasted for 6 hours and were then
euthanized. Immediately after an incision was made at the height of the trachea, in the isolate
carotid artery and sectioned at its bifurcation, with the intention of collecting the CB. The
sample was frozen rapidly and stored at -80 °C.

4.7. Quantitation of genes transcribed by qRT-PCR

The expression levels of HIF-1a, P2X2, P2X3, P2Y2 and TH were evaluated by real-
time quantitative Reverse Transcription PCR (qRT-PCR). Total RNA was extracted from CB
tissues with a miRNeasy Mini kit (Qiagen®, Hilden, Germany) according to the
manufacturer's instructions. We used RNA extraction with TRIzol™ (Invitrogen, Van Allen
Way Carlsbad, CA 92008, EUA), according to the manufacturer’s instructions. Samples were
treated with DNase™ (USB) and quantified in a NanoDrop 2000c spectrophotometer
(Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, EUA). The primer sequences used in this study
are reported in Table 4. Reactions were performed in a 96-well plate (20 uL reaction per well)
using a QuantiTect SYBR Green RT-PCR kit (Qiagen®, Hilden, Germany) for one-step
quantitative RT-PCR, according to the manufacturer’s instructions. Each RNA sample was
normalized to 100ng, and reactions were prepared containing SYBR green master mix,
reverse transcriptase, forward/reverse primers (0.2 uM each) for the target and the
endogenous control genes (0.1 pM each). qRT-PCR for each sample was performed in
duplicate. Reactions were incubated at 50°C for 30 min to allow reverse transcription; 95°C
for 15 min, to activate Taq; and 40 cycles of denaturation (94°C for 15 s), annealing (60°C for
30 s) and elongation (72°C for 30 s). qPCR results from each gene (including the
housekeeping gene) were performed using an ABI 7500 real-time PCR system (Applied
Biosystems®, Foster City, California, EUA). Relative quantification analyses were performed
by the 2*“T method and derived from a reference sample (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
Gene expression data were normalized using B-actin as the housekeeping gene, using the 7500
software version 2.0.4 (Applied Biosystems®).
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4.8. Statistical analyses

Measurements of biochemical, ventilation, blood pressure and gene expression are
presented as means = S.E.M. The NP and LP group were compared using the unpaired
Student t-test, the effects of physical activity were compared using the ANOVA two-way test,
followed by the Bonferroni post hoc. Differences between groups with p values of <0.05 were
considered significant. GraphPad Prism 5.0 software was used to perform the analysis.
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Figures and Legend

Figure 1. Food Intake during 30 days of adaptation, pregnancy and lactation. During adaptation and
pregnancy periods, groups were constituted by NP (n=6), LP (n=6), NP-inactive (n=6), NP-active (n=6),
LP-inactive (n=6) and LP-active (n=6). The values are presented as the mean + S.E.M. *p<0.05 using
two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.



Figure 2. Ventilatory parameters (respiratory frequency - FR, tidal volume - VT and
ventilation - VE) of offspring of rats at 1, 7, 14, 21 and 30 days old. The groups included NP
(n=8), LP (n=8), NP-inactive (n=8), NP-active (n=8), LP-inactive (n=8) and LP-active (n=8).
A, C and E show the ventilatory parameters of rats that did not have physical activity (NP
and LP groups); B, D and F show the parameters in the inactive and active groups. Values are
presented as the mean = S.E.M. *Mean values were significantly different from those of the
NP group (p<0.05; unpaired Student’s test). “Mean values were significantly different after
intragroup analysis (two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test).
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Figure 3. Cardiac parameters (A, mean arterial pressure — PAM, B, systolic
blood pressure — SBP, C, diastolic blood pressure — DBP and D, heart rate - HR)
of offspring of rats, at 30 days old. The groups were constituted by NP (n=8), LP
(n=8), NP-inactive (n=8), NP-active (n=8), LP-inactive (n=8) and LP-active
(n=8). Values are presented as the mean = S.E.M. Was used the unpaired
Student’s test and for intragroup analysis used one-way ANOVA.
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Figure 4. Cardiovascular variability of the systolic pressure (PS). The low-frequency bands — LF (A),
high-frequency bands — HF (B), ratio LF/HF (C), nonlinear heart rate variability of the OV sequences (D)
and nonlinear heart rate variability of the 2V sequences (E) of offspring of rats, at 30 days old, from
mothers submitted to a normoprotein diet (NP, 17% protein, n=8) or low-proten diet (LP, 8% protein,
n=8) during pregnancy and lactation. And from mothers that performed voluntary physical activity (NP-
inativo, n=8, NP-active, n=8, LP-inativo, n=8 and LP-active, n=8). Values are presented as the mean +
S.E.M, p<0.05. * Mean values were significantly different (two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc
test). * Mean values were significantly different after intragroup analysis (two-way ANOVA and
Bonferroni’s post hoc test).
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Figure 5. Expression of HIF-1a (A), P2X2 (B), P2X3 (C), P2Y2 (D) and TH (E) in CB of
offspring of rats, at 30 days old, from mothers submitted to a normoprotein diet (NP, 17%
protein, n=5) or low-proten diet (LP, 8% protein, n=5) during pregnancy and lactation. And
from mothers that performed voluntary physical activity (NP-inativo, n=5, NP-active, n=5, LP-
inativo, n=5 and LP-active, n=5). Values are presented as the mean = S.E.M, p<0.05. * Mean
values were significantly different after intragroup analysis (two-way ANOVA and
Bonferroni’s post hoc test).



Tables

Table 1. Composition of the diets.
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AIN-93M* AIN-93G*
Ingredients

g/100g g/100g

NP LP

Corn Starch (87% carbohydrates), g 46.47 39.74 50.34
Casein, g 14.10 20.00 941
Dextrinized starch (92% tetrasaccharides), g 15.50 13.20 13.20
Sucrose, g 10.00 10.00 10.00
Soya oil, g 4.00 7.00 7.00
Cellulose, g 5.00 5.00 5.00
Mineral mixture (AIN-93-MX), g 3.50 3.50 -
Mineral mixture (AIN-93-GX), g - - 3.50
Vitammin mix (AIN-93-VX)*, g 1.00 1.00 1.00
L-Methionine, g 0.18 0.30 0.30
Choline bitartrate (41,1% choline), g 0.25 0.25 0.25
Tert-butylhydroquinone (TBHQ), g 0.008 0.014 0.014
Macronutrients
Total energy 3.44 3.56  3.56
Proteins 14% 18% 8%
Lipids 11% 18% 18%

Carbohydrates

75%

64%  74%
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Table 2. Experimental groups classified according to daily physical activity (distance

traveled, estimated calorie burned and time) in the running wheel.

Experimental n Distance Estimated Time (min/day)
groups traveled calorie burned
(km/day) (km/s/day)
Control 6 0 0 0
Inactive 6 <1 <10.0 <20.0
Active 6 >1.0<5.00 >10.0<40.0 >20.0<120.0

Adapted Santana Muniz et al. 2014
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Table 3. Serum biochemical parameters (total protein, albumin, trygliceride, total
cholesterol and glucose) of offspring of rats at 22 days old, from control, inactive and
active dams subjected to a normo-protein diet (NP, 17% protein, n=8) or low-proten diet
(LP, 8% protein, n=8) during pregnancy and lactation.

22 days old
NP LP NP- NP- Lb- LP-active
inactive active inactive
Total "
ptn 6.110.1 5.3+0.1* 6.1+0.1 5240.7  4.88+0.01* 5.4+0.1
Albumin 2.6+0.1 2.14+0.1% 3.1+0.1 32+0.2 2.1+0.1%* 2.6+0.3"
Triglyc  130+8 77+6%* 132+7 131+4 85+5% 131+4%
Total #
chol 122411 89+6* 102+4 110+3 54+4%* 117412
123.647. #
Glucose 107.94+3.7 134.1+£5.3* i 120+£10.1 187.2+£5.1* 110.1£5.2

* differences between LP and LP-inactive vs. NP and NP-inactive respectively (p<0.05; two-way
ANOVA). * differences between LP and LP-inactive vs. LP-active (p<0.05; two-way ANOVA). Groups:
NP-inactive (offspring of dams who received NP diet and who presented an inactive phenotype), NP-
active (offspring of dams who received NP diet and who presented an active phenotype), LP-inactive
(offspring of dams who received LP diet and who presented an inactive phenotype) and LP-active
(offspring of dasm who received LP diet and who presented an active phenotype). Values are presented as
mean = S.E.M.



Table 4. Sequences of primers used for the real-time RT-PCR analysis

Gene F/  Sequencia 5°-3’ Tm
R (W9)
B- F CCTGACCCTGAAGTACCCCATTG 60
actin
R CATGGCTGGGGTGTTGAAGGTC
HIF- GCGAGAACGAGAAGAAAAATAGG 60
la
R GCACCTAGAAGTTTCCTCACACG
P2X2 F TGGGACTACGAGACGCCTAA 60
R CAGGATGAGAAGCTGCACCA
P2X3 F TAAAGGGACAGGCTCCCCAT 60
R CCTACAGGACAGGGAGACGA
P2Y2 F AAAGAGGAACGAACACCGGG 60
R GTCACGTAATGGGCTCTCCC
TH F AAAGAGGAACGAACACCGGG 60
R GTCACGTAATGGGCTCTCCC

F: forward sequence; R: reverse sequence. Sequences of Inducible Hypoxia
Factor lo (HIF-la), Purinergic Receptor P2X 2 (P2X2), Purinergic Receptor
P2X 3 (P2X3), Purinergic Receptor P2Y2 (P2Y2), Tyrosine Hydroxylase (TH).
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