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RESUMO

A superalimentacdo pds-natal (EO) é um fator de risco para a obesidade e disturbios
metabolicos. Ratos criados em ninhadas pequenas podem desenvolver obesidade,
hiperfagia, resisténcia a leptina, dislipidemia, resisténcia a insulina e hipertenséo
quando adultos. Como exercicio crénico traz beneficios conhecidos para individuos
obesos, estudamos os efeitos do treinamento em esteira em ratos obesos adultos
programados pelo EO durante a lactacdo. OE p6s natal foi induzida através da reducao
do tamanho da ninhada para trés filhotes. Grupos com tamanho da ninhada normal (10
filhotes) foram utilizados como controle. Ap6s 0 desmame, 0s ratos tiveram livre acesso
a dieta padrdo e agua. Aos 75 dias de idade, ratos criados em ninhadas pequenas e
normais foram divididos em (n = 7 / grupo): sedentario superalimentados (SO),
treinados superalimentados (TO), controle sedentario (SC) e controle treinado (TC). Um
teste de velocidade maxima foi realizada em todos os ratos para estabelecer os
parametros de treinamento de velocidade e intensidade. O treinamento fisico comegou
aos 90 dias de idade até 180 dias de idade, para o grupo TO e o grupo TC (60min / dia,
5 dias / semana, 65% do teste de velocidade méaxima). Aos 180 dias de idade, todos os
grupos foram sacrificados para coleta de sangue e tecido. O treinamento fisico foi capaz
de reduzir corticosteronemia e leptinemia em ratos superalimentados e controles (TO e
TC). No entanto, trigliceridemia sé foi reduzida em controlos (TC). Os animais do
grupo TO apresentaram menor peso corporal, adiposidade, ingestdo de alimentos e
pressdo arterial sistolica. No entanto, eles apresentaram teores de proteina e soro HDLc
mais elevados, sugerindo uma melhora em parametros associados a sindrome
metabdlica causada pela superalimentacdo durante a lactacdo. Como concluséo,
observamos que o treinamento fisico de baixa intensidade atenuou algumas alteracGes
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metabdlicas e hormonais de ratos machos adultos programados pela superalimentacao
neonatal, demonstrando ser um recurso importante no combate a doencas
cardiovasculares e metabdlicas.

Palavras-chave: Superalimentacdo; plasticidade do desenvolvimento; Obesidade;
Treinamento fisico.

INTRODUCAO

A obesidade € caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal, em
resposta ao balanco energético positivo e é geralmente associada a muitas doencas [1].
Vérios fatores podem levar a obesidade, tais como mudancas no comportamento
alimentar e metabolismo energético, sedentarismo, influéncias genéticas e ambientais,
bem como as condicdes psicossociais e neurologicas [2].

Vaérios estudos tém mostrado que as mudancas no perfil nutricional e hormonal
no inicio da vida pode causar mudancas no imprint epigenético e pode programar para
mudancgas permanentes ou de longo prazo na estrutura ou fungdo do organismo [3-5].
Hoje em dia, a "programacéo” foi renomeado como "plasticidade do desenvolvimento”,
devido a ser mais probabilistica do que determinista e pode apresentar mais alteracdes
durante o desenvolvimento [6].

Superalimentacdo Pds-natal (EO) pode ser induzida por reducdo do tamanho da
ninhada, que é um modelo experimental adequado para estudar as consequéncias a curto
e longo prazo da obesidade causada por superalimentagcdo neonatal. Animais criados em
ninhadas pequenas desenvolvem hiperfagia, resisténcia a leptina, obesidade visceral,
hipertensdo, HDL-c na vida adulta, que s&o bem conhecidos como componentes da
sindrome metabolica e associado com alto risco de doenga cardiovascular [7-11].

As alteracfes metabdlicas induzidas pela programacdo, que foram citadas
anteriormente, podem ser agravadas pelo comportamento sedentério, e influenciar
diretamente na capacidade fisica, como foi observado em animais submetidos a
restricdo de prolactina materna durante a lactacdo (modelo de programacdo induzido
pelo desmame precoce), que apresenta um fendtipo compativel com o da sindrome
metabolica [12].

Em um estudo posterior no modelo de desmame precoce, observou-se que o
treinamento fisico na roda de corrida motorizada, poderia exercer adaptacGes positivas
contendo este perfil deletério. No entanto, este método apresenta algumas limitacoes
estruturais, podendo necessitar de aumento na intensidade de treinamento [13].

O treinamento em esteira € um modelo mais conhecido de exercicio e uma vez
que os dois modelos de programacdo (supernutricdo precoce e desmame precoce)
produzem padrdo semelhante de componentes da sindrome metabdlica, a hipotese é de
gue o exercicio de baixa intensidade poderia amenizar esses efeitos deletérios
programados em animais TO.

Assim, foi avaliada em um modelo de rato de EO pos-natal, se o treinamento
fisico pode reverter alguns dos disturbios endocrinos / metabolicas observadas neste
modelo de programacdo usando o treinamento fisico em esteira com base no teste de
velocidade maxima individual.
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METODOS

Animais e delineamento experimental.

Nosso projeto experimental foi aprovado pelo Comité de Cuidado e Uso Animal
do Instituto de Biologia da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (CEUA /
014/2009). O cuidado e manejo dos animais experimentais seguiu 0S principios
adotados no Brasil de acordo com a Lei brasileira no. 11.794 / 2.008. Os experimentos
foram realizados para minimizar o numero de ratos e o sofrimento, seguindo a doutrina
ética - reducdo, refinamento e substituic&o.

Ratos Wistar foram alojados em um biotério com temperatura controlada (23-25
°C), com 12 h de luz: ciclo escuro (07h00 - 19:00). Ratas adultas foram alojadas com
ratos do sexo masculino (3: 1). Durante a gravidez e lactacdo, as maes foram alojadas
em gaiolas individuais contendo &gua ad libitum e dieta padrdo (Purina, Parana, Brasil).
Para induzir EO, o tamanho da ninhada foi ajustado para 3 filhotes machos por cada
ninhada (Ninhada pequena) com 3 dias de idade [14]. As ninhadas contendo 10 filhotes
por méde serviu como controle (Ninhada normal) [10]. Apds o desmame, 0s ratos
tiveram livre acesso a dieta padrdo e &gua (3 ratos por gaiola). Ganho de peso corporal e
ingestdo de alimentos foi medida e controlada a partir do dia 21 po6s-natal (PN) ao dia
180 (dados ndo apresentados). Os resultados apresentados neste trabalho estdo
relacionados com a Ultima medicdo do peso corporal e da ingestdo alimentar. No
presente estudo, 14 ninhadas diferentes (pequena, n = 7 e normais, n = 7) foram usados
e nos distribuidos aleatoriamente 2 animais em cada grupo (14 ratos superalimentados e
14 ratos controle).

Teste de velocidade maxima.

Este teste foi aplicado para avaliar a velocidade maxima do exercicio na esteira
em todos o0s animais, garantindo a prescricdo da intensidade do exercicio
individualizado. Aos 75 dias de idade, os ratos de pequenas ninhadas
(superalimentados) e normal (controle) foram submetidos a um periodo de corrida de
aclimatacdo durante 2 a 3 dias na esteira (10 min / m durante 5 minutos). Apds este
periodo, os animais foram submetidos a um teste de velocidade méxima. O teste foi
realizado sem inclinacdo, a uma velocidade de 10 min / m, um aumento de 1,2 m/ min a
cada 2 minutos até a exaustdo. A exaustdo foi caracterizado quando os ratos se
recusavam a correr mesmo apo6s a estimulacao elétrica promovido pela grade na parte de
tras da esteira.

Protocolo de treinamento.

Aos 90 dias de idade, os ratos foram divididos em 4 grupos (7 ratos / cada
grupo): controle sedentario (SC, ratos criados em ninhadas normais), controle treinado
(TC, ratos criados em ninhadas normais que foram treinados), sedentarios
superalimentados (SO, ratos criados em pequenas ninhadas), treinados
superalimentados (TO, ratos criados em pequenas ninhadas que foram treinados). De
PN 90 até 180, TC e aos grupos iniciaram as sessdes de treinamento crénicas em uma
esteira rolante (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil), 5 dias / semana. Na 8% semana,
intensidade e volume foram fixados até ao final do treinamento, com 60 minutos de
treinamento a 20 m / min, o que equivale a 65% da velocidade méaxima atingida no teste
de velocidade méxima na esteira. A grade de choque foi neutralizado por meio da
insercdo de barreiras de plastico, para reduzir o stress e 0s danos a pata e cauda durante
0s treinos.
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Pressdo Arterial Sistélica, Procedimentos de eutanasia e coleta de sangue

Uma semana antes do sacrificio, a pressdo arterial sistolica (PAS) foi medida de
forma nédo invasiva em ratos conscientes por pletismografia de cauda manguito (LE
5000, LETICA Scientific Instruments, Barcelona, Espanha). A primeira medida da PAS
foi descartado e a média das trés medidas subsequentes foi utilizada. Neste periodo, a
glicemia foi determinada em amostras de sangue a partir da veia da cauda usando uma
glucosimeter (Accu-Chek® vantagem, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Em
PN 180, todos os animais foram mortos com uma dose letal de cloridrato de cetamina /
cloridrato de xilazina (2: 1). O sangue foi obtido por puncdo cardiaca, centrifugado
(1000xga 4 °C durante 30 minutos) e o soro foi armazenado a -20 ° C . Os seguintes
tecidos foram recolhidos para quantificacdo e / ou avaliacdo bioquimica: figado, supra-
renal e a massa de gordura visceral.

Composicgao Corporal

A massa de gordura visceral (mesentérica, epididimal e tecido adiposo branco
retroperitoneal) foi retirada e imediatamente pesadas para avaliacdo da adiposidade
central. A massa de gordura e proteina foram determinadas pela metodologia de carcaga
como relatado anteriormente [15]. Apds o sacrificio, retirou-se as visceras da prole; as
carcacas foram pesadas, autoclavadas durante 1 h e homogeneizou-se em agua destilada
(1: 1 w/ v). Os homogenatos foram armazenados a -20 ° C para analise. Trés gramas de
homogenato foram usadas para determinar a massa de gordura por gravimetria. As
amostras foram hidrolisadas em um banho de adgua (shaker) agitado a 70 °C durante 2 h
com 30% de KOH e etanol (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil). acidos graxos totais e
colesterol livre foram removidos por trés lavagens sucessivas com éter de petréleo
(Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil). Apds secagem durante a noite no vacuo, os tubos
foram pesados, e os dados foram expressos como gramas de gordura por 100 g de
carcaca. O teor de proteina foi determinado em 1 g de homogenato. Os tubos foram
centrifugados a 2000xg durante 10 min. As concentracOes totais de proteina foram
determinadas pelo método de Lowry et al [16]. Os resultados foram expressos como g
de proteina por 100 g de carcaca.

Medidas hormonais

Todas as medigdes foram realizadas num ensaio Unico. leptina sérica foi
determinada pelo kit de RIA (Linco Research(], St. Charles, MO, EUA). O limite de
sensibilidade e a variagdo intra-ensaio foram de 0,5 ng / ml e 6,9%, respectivamente.
Insulina sérica foi determinada pelo kit de RIA (ICN Pharmaceuticals Incl].,
Orangeburg, NY, EUA) com uma sensibilidade do ensaio de 0,1 ng / ml e uma variagao
intra-ensaio de 4,1%. Corticosterona sérica foi avaliada utilizando um kit RIA
especifico comercial (ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, EUA) com uma sensibilidade
do ensaio de 50 ng / ml e um coeficiente de variacdo intra-ensaio de 7%. O conteudo
total de catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) foi determinada na glandula supra-
renal, utilizando o método de fluorescéncia trihydroxyndole [17]. Glandulas adrenais
foram homogeneizados em 500 ml de &cido acético a 10% e centrifugou-se a 10.000 x g
durante 1 min. Para o ensaio, 50 pL dos padrbes / epinefrina de sobrenadante foram
misturados com 250 pL de tampao de fosfato (0,5 M, pH 7,0) e 25 uL de ferricianeto de
potéssio (0,5%) seguido por incubacdo (20 min; banho de gelo) . A reaccdo foi parada
com 500 pL de &cido ascérbico / NaOH 10 N (1,19). Os parametros utilizados no
fluorimetro (Victor2, Perkin Elmer, MA, EUA) foram 420 nm de excitacdo e 510 nm de
emissdo. Os resultados foram obtidos atraves da representacéo grafica dos valores como
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uma regressao linear da curva padrdo de epinefrina. Os dados foram expressos como
catecolaminas uM / ml.

Perfil lipidico

Colesterol total (CT), triglicérides e colesterol da lipoproteina de alta densidade
(HDL-c) foram analisados utilizando kits de teste comercial Biosystem™ com um
espectrofotdbmetro A15 automatizado (Biosystems S.A., Barcelona, Espanha). LDL-C e
VLDL-C foi calculado de acordo com a equacéo de Friedewald [18].

Analise estatistica

Programa GraphPad Prism 5 foi usado para andlise dos graficos estatisticos
(softwares Graph Pad, Inc., La Jolla, CA, EUA). Two-way ANOVA foi aplicado com
pés teste de Tukey. Os dados sdo expressos como média + SE, e p <0,05 foi
considerado significante.

1 e 2 semanas 3 e 4 semanas 5 e 6 semanas 7 e 8 semanas
10 min 20 min 30-45 min 60 min
5a8.2 m/min 8.2a12 m/min 12 a 16 m/min 16 a 20 m/min

(50-65% teste Max)

Figura 1. Representacdo esquematica do programa de treinamento fisico de controle e
filhotes de ratos superalimentados.

RESULTADOS

Aos 75 dias de idade, ndo houve diferencas entre os dois grupos
(superalimentados: 34,0 £ 3,2 min vs controle: 33,9 + 4,8 min) no teste de velocidade
maxima na esteira.

Aos 180 dias, o grupo SO apresentou maior massa corporal (Figura 2A) e
hiperfagia, que foi revertida em animais superalimentados treinados (Figura 2B; -8,1%;
p <0,05). Além disso, estes animais também apresentaram maior gordura visceral
(Figura 2C; 1,5 vezes de aumento, p <0,05) e teor total de gordura na carcacga (Figura
2D; 95%; p <0,05) com mesmo teor teor de proteina (Figura 2E). Curiosamente, 0
programa de treinamento fisico restaura a composi¢do corporal em relacdo ao teor de
gordura para um padrdo semelhante, observada em SC e animais TC. Este treinamento
de baixa intensidade ndo foi capaz de alterar esses parametros nos animais controle.
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Figura 2. Massa Corporal (A), Consumo Alimentar (B), Gosrdura Visceral (C),
Gordura Corporal Total (D) e Conteudo de Proteina na Carcaca (E) de ratos controle
sedentario (SC), controle treinado (TC), superalimentado sedentario (SO),
superalimentado treinado (TO) aos 180 dias de vida. Valores expressos por média + SE.
n=7 por grupo. *p<0.05 vs SC; #p<0.05 vs SO.

A glicose no sangue e concentragdes séricas de insulina ndo apresentaram
diferencas significativas (Figuras 3A e 3B). O mesmo padréo foi observado para o teor
de catecolamina na glandula supra-renal (Figura 3D). No entanto, animais
superalimentados treinados (TO) mostraram menor quantidade de corticosterona que
seu grupo controle (Figura 3C; -54% e -64%, respectivamente; p <0,05) e também nos
niveis de leptina (Figura 3E; -56%, respectivamente; p <0,05).

N&o foram observadas diferengas significativas nos niveis de colesterol sérico
total e LDL-c em todos os grupos (Tabela 1). O grupo TC apresentou diminui¢do no
VLDL-C (-31%, p <0,05) e nos triglicéridos (-32%, p <0,05). Como esperado, 0 grupo
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SO tem uma diminui¢do do HDL-c (-11%; p <0,05) em relagéo ao grupo CS, enquanto

que no Grupo TO as concentracgdes séricas de HDL-c normalizaram.
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Figura 3. Glicemia(A), insulinemia (B), corticosteronemia (C),

Treinamento

contedudo de

catecolaminas na adrenal (D) and leptinemia (E) dos ratos controle sedentario (SC),
controle treinado (TC), superalimentado sedentario (SO), superalimentado treinado
(TO) aos 180 dias de vida. Valores expressos por media + SE. n=7 por grupo. *p<0.05

vs SC; #p<0.05 vs SO.
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A Superalimentacdo pds-natal causou maior pressdo arterial sistolica na vida
adulta (Figura 4; + 10%; p <0,05) e o treinamento fisico induziu a normalizacdo desse
parametro.

Table 1: Perfil Lipidico de Ratos Controle e Superalimentados aos 180 dias.

Controle Controle  Superalimentado Superalimentado

Sedentario Treinado Sedentario Treinado
Colesterol Total 779+24  730+31 76.9+4.1 770+37
(mg/dl)
LDL-c (mg/dl) 41.8+26 432 +31 412+42 39.2+34
HDL-c (mg/dl) 22.8+0.6 20.7 £ 0.7 202+0.7* 234 +17
VLDL-c (mg/dl) 139+11  955+08° 150+ 1.3 14.3+0.6
Triglicerideos 60.6+54  476+42" 744 +64 71.1+3.0
(mg/dl)

Colesterol lipoproteico de alta densidade (HDL-c), Colesterol lipoproteico de baixa
densidade(LDL-c) Colesterol lipoproteico de muito baixa densidade(VLDL-c). Valores
expressos por média = SE. n=7 por grupo. *p<0.05 vs SC; #p<0.05 vs SO.
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Figura 4. Pressdo arterial sistolica de ratos dos ratos controle sedentario (SC), controle
treinado (TC), superalimentado sedentario (SO), superalimentado treinado (TO) aos 180
dias de vida. Valores expressos por média + SE. n=7 por grupo. *p<0.05 vs SC;
#p<0.05 vs SO.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente estudo, observamos que a superalimentacdo pos-natal, induzida pela
reducdo do tamanho da ninhada, aumenta o peso corporal durante a lactacdo e durante
todo o desenvolvimento. Nossos dados reforgam estudos anteriores do nosso grupo [10,
14, 19] e outros autores [11, 20]. No presente estudo, observou-se que o treinamento
fisico em esteira nos animais OE diminui o risco de problemas cardiovasculares através
da normalizacdo de alguns parametros observados nesses animais, como padrdo de
composicdo corporal, perfil lipidico e pressao arterial.

Para a prescricdo de treinamento fisico, foi realizado aos 75 dias de vida, um
teste de velocidade maxima na esteira . Este teste tem uma correlagdo importante com o
teste de VO2 maximo e pode ser uma boa alternativa para prescricdo de treinamento
fisico [21]. Em nosso estudo, ndo houve diferencas na capacidade fisica entre os
animais controle (ratos criados em ninhadas normais) e do grupo superalimentado (ratos
criados em pequenas ninhadas) nesta idade. Corroborando com esses achados, ratos
Wistar com excesso de peso, alimentados com dieta rica em gordura, que foram
submetidos a um teste de velocidade méaxima, ndo apresentaram diferenca na
capacidade fisica em comparacdo aos animais controle [22].

A distribuicdo de tecido adiposo na obesidade é muito importante, uma vez que
dependendo da regido de deposicdo da gordura, aumenta o risco de doenca
cardiovascular [20, 23, 24] e o treinamento fisico reduz a gordura corporal, dependendo
da intensidade e do volume de treinamento. Nosso e estudos anteriores sugerem que a
obesidade neonatal induzida pela superalimentacdo pds-natal pode ser um fator de risco
para doengas cardiovasculares e sindrome metabodlica na vida adulta, principalmente
porque aumenta a adiposidade visceral, pressdo arterial sistdlica e reduz os niveis
séricos de HDLc [11, 25, 26]. Os animais SO apresentaram maior adiposidade central e
total, alem de massa de proteina menor, corroborando com estudos anteriores do nosso
grupo [14, 19, 26, 27]. O efeito do exercicio fisico sobre peso corporal e / ou massa
gorda é corroborado por varios estudos independentes [28-33]. Neste estudo foram
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avaliados efeitos do treinamento cronico em esteira na composic¢ao corporal por meio da
analise de carcaca e da extracdo de massa de gordura visceral, demonstrando que o
exercicio fisico foi capaz de reverter o padrdo de composi¢do corporal prejudicial,
promovido pela superalimentacdo, com estes animais mostrando valores normalizados
para os indicadores de gordura (visceral gorduras e total) e conteiido de proteina total na
carcaga.

A Programacdo e o treinamento fisico ndo foram capazes de alterar a
trigliceridemia, glicemia, insulinemia e contetido catecolaminas adrenal. Por outro lado,
o treinamento fisico foi capaz de reduzir corticosterona no soro dos grupos TC e TO em
proporcdo semelhante, o quecorrobora com um estudo onde animais que foram
submetidos a choques eléctricos de baixa tensdo (onde se aumentava rapidamente a
corticosterona sérica do animal) e imediatamente tiveram acesso por 3 horas a uma roda
de atividade (alto volume de exercicio fisico), também apresentaram, apds a atividade
uma menor quantidade de corticosterona no plasma [34, 35]. Os resultados do presente
estudo estdo de acordo com estudos anteriores que mostram o efeito da reducdo do
treinamento fisico crénico sobre os niveis de corticosterona [13, 36, 37]. A menor
adiposidade visceral encontrada no grupo TO pode contribuir para a uma
menorcorticosteronemia, uma vez que esta também é produzido pela conversao de 11-
desidrocorticosterona por 11-p-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 1 (11p-HSD1) em
roedores [46, 47, 48]. No entanto, o treinamento também diminuiu os niveis séricos de
corticosterona nos controles, sem qualquer alteracdo na adiposidade visceral, sugerimos
que o mecanismo principal é a reducdo do stress causado pelo exercicio de baixa
intensidade através de outros mecanismos.

Como esperado, a superalimentacdo pos-natal em ratos induz um aumento no
consumo de alimentos aos 180 dias de idade, uma vez que apresentam resisténcia a
leptina no hipotalamo caracterizado por um menor conteddo de JAK-2, STAT-3
fosforilada e aumento de SOCS-3 [19], com a leptinemia inalterada. Aqui, nos
mostramos que o treinamento fisico reduz o consumo de alimentos em TO aos 180 dias
de idade, provavelmente pela reducdo da o que poderia normalizar a resisténcia a leptina
central. Esta hipdtese é possivel uma vez que o exercicio fisico pode modular a
sinalizacdo da leptina no hipotdlamo, com o aumento da fosforilacéo de proteinas-chave
(JAK2 e STAT3) da via de sinalizacdo apds a administracdo de leptina no grupo
exercitado [38]. Assim, mesmo com niveis de leptina sérica inferiores, o exercicio pode
aumentar a sensibilidade a leptina e diminuir a ingestdo de alimentos.

A redugdo do HDL-C foi observada no soro de ratos superalimentados
sedentarios, sendo este resultado corroborado por dados anteriores no nosso grupo [19],
que foi normalizada em animais treinados. Os animais TC também apresentaram menor
VLDL-c e triglicerideos corroborando com dados anteriores [12, 39, 40]. Em ratos
obesos, 0 exercicio teve uma influéncia direta sobre o perfil lipidico, com o colesterol
total e LDL-c reduzidos, e aumento no HDL-c com um protocolo de treinamento fisico
muito semelhante ao nosso (5 dias por semana, dia 60 minutos, 27 min / m) [ 41].

O aumento da pressao arterial € uma caracteristica comum em modelos de EO, o
que parece estar associada a anormalidades estruturais e funcionais do sistema renal [25,
42] , pelo aumento da producdo de citosinas prdé- inflamatdrias e também estresse
oxidativo [49,50].Além disso, os niveis de leptina maiores neste modelo também
poderia contribuir para 0 aumento da pressdo sanguinea [43]. Porém, o treinamento
fisico foi capaz de normalizar a pressdo arterial elevada encontrada em ratos EO
provavelmente devido a redugdoda gordura corporal[44] e da leptina [29]. Estes fator
poderia ser um dos possiveis mecanismos de regulacdo da pressdo arterial apds a
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exposicdo ao exercicio crénico em ratos [45], reforcando os seus efeitos relevantes
como uma terapia ndo-farmacoldgica para a hipertensao.

Em resumo, o treinamento fisico em esteira de baixa intensidade melhora alguns

parametros metabdlicos e hormonais de ratos machos adultos programados pela
superalimentacdo neonatal, demonstrando o potencial do treinamento fisico em alterar
o0s padrdes da composicao corporal e reducao nos fatores de risco cardiovascular.
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ABSTRACT

Postnatal early overnutrition (EO) is a risk factor for obesity and metabolic
disorders. Rats raised in small litters develop obesity, hyperphagia, leptin resistance,
dyslipidemia, insulin resistance and hypertension when adults. As chronic exercise
brings well-known benefits to obese individuals, we studied the effects of training on
treadmill in adult obese rats programmed by EO during lactation. Postnatal EO was
induced by reducing the litter size to 3 pups/litter; groups with normal litter size (10
pups) were used as control. After weaning, rats had free access to standard diet and
water. At 75 days-old, rats raised in small and normal litters were divided into
(n=7/group): sedentary overfed (SO), trained overfed (TO), sedentary control (SC) and
trained control (TC). A speed test was performed in all rats to establish the training
parameters of velocity and intensity. Exercise training began at 90 days-old until 180
days-old for TC and TO rats (60min/day, 5days/week, 65% of the acute treadmill test).
At 180 days-old all groups were sacrificed for blood and tissue collection. Exercise
training was able to reduce corticosteronemia and leptinemia in both EO and controls
(TO and TC). However, triglyceridemia was only reduced in controls (TC). TO animals
showed lower body weight, adiposity, food intake and systolic blood pressure.
However, they presented higher protein content and HDLc serum levels, suggesting an
improvement in parameters associated with metabolic syndrome caused by overfeeding
during lactation. In conclusion, we observed that low intensity physical training
attenuated some of the metabolic and hormonal alterations induced by postnatal
overnutrition in male rats.

Keywords: Overfeeding; Developmental plasticity; Obesity; Physical training.
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INTRODUCTION

Obesity is characterized by excessive accumulation of body fat, in response to
positive energy balance and isusually associated with many diseases [1]. Several factors
can lead to obesity, such as changes in eating behavior and energy metabolism,
sedentary lifestyle, genetic and environmental influences as well as psychosocial and
neurological conditions [2].

Several studies have been shown that changes in nutritional and hormonal
profile in early life can imprint epigeneticchanges andprogrampermanent or long-term
change in the structure or function of the organism[3-5].Nowadays, “programming” was
renamed as “developmental plasticity” due to be more probabilistic than deterministic
and it can present further changes during development [6].

Postnatal early overnutrition (EO) can be induced by litter size reduction, which
Is an appropriate experimental model to study short and long term consequences of
obesity caused by neonatal overfeeding. Animals raised in small litters develop
hyperphagia, leptin resistance, visceral obesity, hypertension, lower HDL-c in later life,
which are well known components of the metabolic syndrome and associated with high
cardiovascular risk[7-11].

Metabolic changes induced by the programming, which were previously cited
may be aggravated by sedentary lifestyle, and directly influence the physical capacity as
was observed in animals subjected to maternal prolactin restriction during lactation
(programming model induced by early weaning) having a phenotype compatible with
the metabolic syndrome [12].

In a later study in early weaning model, it was observed that physical training in
motorized racing wheel, could exert positive adaptations containing this deleterious
profile. However, this method has some structural limitations and may require increase
in training intensity [13].

Treadmill training is a better known model of exercise and since the two
programming models (early overnutrition and early weaning) produce similar pattern of
metabolic syndrome components, we hypothesize that low intensity exercise could
ameliorate those deleterious programmed effects in EO animals.Thus,we evaluated in a
rat model of postnatal EO if exercise training could reverse some of the
endocrine/metabolic disturbances observed in this modelusing chronic exercise in
treadmill running based in individual running velocity.

METHODS

Animals and experimental design.

Our experimental design was approved by the Animal Care and Use Committee
of the Biology Institute of the State University of Rio de Janeiro (CEUA/014/2009).
The handling of experimental animals followed the principles adopted in Brazil
according the Brazilian Law no. 11.794/2008.Experiments were performed to minimize
the number of rats and the suffering, following the ethical doctrine of the three “R”s -
reduction, refinement and replacement.

Wistar rats were housed in controlled temperature room (23-25 °C) with 12 h
light: dark cycle (7:00 am to 7:00 pm). Adult virgin female rats were caged with male
rat (3:1). During pregnancy and lactation, mothers were housed in individual cages and
had water ad libitum and standard pellet diet (Purine, Parana, Brazil). To induce EO,
litter size was adjusted to 3 male pups per each litter (small litter) at 3 days-old [14].
Litter containing 10 pups per mother served as control (normal litter) [10]. After
weaning, rats had free access to standard diet and water (3 rats per cage). Body weight
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gain and food intake were measured and controlled from postnatal day (PN) 21 to 180
(data not shown). The results presented in this paper are related with last measurement
of body weight and food intake was measured by determination of 24 h consumption of
standard pellets. In the present study, 14 different litters (small, n=7 andnormal, n=7)
were used and we randomly assigned 2 animals of each group (14 overfed rats and 14
control rats).

Maximum speed test.

This test was applied to evaluate exercise speed in all animals ensuring
individualized exercise intensity. At 75 days-old, rats from small (overfed) and normal
(control) litters were subjected to 2-3 days of acclimation period of treadmill running
(10 min/m for 5 minutes). Following this period, the animals were subjected to a
maximal speed test. The test was performed without inclination, at a speed of 10 min/m,
increased by 1.2 m/ min every 2 minutes until exhaustion. Exhaustion was characterized
when the rats refuse to run even after electrical stimulation promoted by the grid in the
back of the lane.

Training protocol.

At 90 days-old, therats were divided into 4 groups (7 rats/each group):
sedentary control (SC, rats raised in normal litters), trained control (TC, rats raised in
normal litters that weretrained), sedentary overfed (SO, rats raised in small litters),
trained overfed (TO, rats raised in small litters that were trained). From PN 90 until
180, TC and TO groups initiated the chronic training sessions on a treadmill (Insight,
RibeirdoPreto, Brazil), 5 days/week.At 8" week, intensity and volume were fixed by the
end of training, with 60 minutes of training at 20 m/min, which is equivalent to 65 % of
the maximum speed achieved at previous test (Table 1). The shock grid was neutralized
by insertion of plastic barriers, to reduce stress and the injury to paw and tail during
training sessions.

Euthanasia procedures and blood collection.

One week before sacrifice, systolic blood pressure (SBP) was measured
noninvasively in conscious rats by tail cuff pletysmography(LE 5000, LETICA
Scientific Instruments, Barcelona, Spain). The first measurement of SBP was discarded
and the mean of three subsequent measurements was recorded. In this period glycaemia
was determined in blood sample from the tail vein using a glucosimeter (Accu-Chek®
Advantage, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).In PN 180, all animals were
killedwith a lethal dose of ketamine hydrochloride/xylazine hydrochloride (2:1). Blood
was obtained by cardiac puncture, centrifuged (1,000xg at 4 °C for 30 min) and serum
was stored at -20°C until assayed. The following tissues were collected to quantification
and/ or biochemical evaluation: liver, adrenal and visceral fat mass.

Body composition.

The visceral fat mass (mesenteric, epididymal and retroperitoneal white adipose
tissue) was excised and immediately weighed for evaluation of central adiposity. Fat
and protein mass were determined by carcass analysis as reported previously [15]. After
sacrifice, offspring were eviscerated; the carcasses were weighed, autoclaved for 1 h
and homogenized in distilled water (1:1 w/v). Homogenates were stored at -20°C for
analysis.

Three grams of homogenate were used to determine fat mass gravimetrically.
Samples were hydrolyzed in a shaking water bath at 70°C for 2 h with 30% KOH and
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ethanol (Vetec®, Rio de Janeiro, Brazil). Total fatty acids and free cholesterol were
removed by three successive washes with petroleum ether (Vetec®, Rio de Janeiro,
Brazil). After drying overnight in a vacuum, tubes were weighed, and data were
expressed as g fat per 100 g carcass. Protein content was determined in 1 g of
homogenate. Tubes were centrifuged at 2000 g for 10 min. Total protein concentrations
were determined by the method of Lowry et al [16]. Results were expressed as g protein
per 100 g carcass.

Hormone measurement.

All measurements were performed in a unique assay. Serum leptin was
determined by RIA kit (Linco Research™, St Charles, MO, USA). The sensitivity limit
and intra-assay variation were 0.5 ng/ml and 6.9%, respectively. Serum insulin was
determined by RIA kit (ICN Pharmaceuticals Inc™., Orangeburg, NY, USA) with an
assay sensitivity of 0.1 ng/ml and an intra-assay variation of 4.1%. Serum total
corticosterone was measured using a specific commercial RIA kit (ICN Biomedicals
Inc., Aurora, OH, USA) with an assay sensitivity of 50 ng/mL and an intra-assay
variation coefficient of 7%.

Total catecholamine content (epinephrine and norepinephrine) was determined
in adrenal gland using the trihydroxyndole fluorescence method [17]. Left adrenal
glands were homogenized in 500 pL of 10% acetic acid and centrifuged (10.000 xg for
1 min). For the assay, 50 uL of the supernatant/epinephrine standards were mixed with
250 uL of phosphate buffer (0.5 M, pH 7.0) and 25 uL of potassium ferricyanate
(0.5%) followed by incubation (20 min; ice bath). The reaction was stopped with 500
uL of ascorbic acid/NaOH 10 N (1:19). The parameters used in the fluorimeter
(Victor2, PerkinElmer, MA, USA) were 420 nm excitation and 510 nm emission.
Results were obtained by plotting the values as a linear regression of the standard
epinephrine curve. Data were expressed as ptMcatecholamines/mL.

Lipid profile.

Total cholesterol (TC), triglycerides and high-density lipoprotein cholesterol
(HDL-c) were analyzed using Biosystem” commercial test kits with an automated A15
spectrophotometer (Biosystems S.A., Barcelona, Spain). LDL-c and VLDL-c were
calculated according to Friedewald equation [18].

Statistical analysis.

GraphPad Prism 5 program was used for statistical analysis and graphics
(GraphPad softwares, Inc., La Jolla, CA, USA). Two-way ANOVA was applied with
post-test Tukey Data are expressed as means £ SE, and p < 0.05 was accepted
assignificant.

1" and 2™ weeks 3™ and 4™ weeks 5% and 6" weeks 7™ and 8" weeks
Duration: 10 mmutes Duration: 20 minutes Duration: 30-45 minutes Duration: 60 mimutes
Speed: 5 to 5.2 m/min Speed: £.2 to 12 m/min Speed: 12 to 16 mmin Speed: 16 - 20 m'min

{50-63% max. munning test)
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RESULTS

At 75 days-old, there were no differences between the two groups (overfed: 34.0
+ 3.2 min vs control: 33.9 = 4.8 min) in the maximum speed test.

At 180 days, SO group showed higher body mass (Figure 2A) and hyperphagia,
which was reversed in trained overfed animals (Figure 2B; -8.1%; p<0.05).
Additionally, these animals also showed higher visceral fat (Figure 2C; 1.5 fold-
increase; p<0.05) and total carcass fat content (Figure 2D; 95%; p<0.05) with lower
protein content (Figure 2E; -37%, p<0.05). Interestingly, the exercise training program
restored body composition related to fat mass and protein content to similar pattern
observed in SC and TC animals. This low intensity training was not able to change
those parameters in control animals.

Blood glucose and serum insulin concentrations did not show any significant
differences (Figures 3A and 3B). The same pattern was also observed for catecholamine
content in adrenal gland (Figure 3D). However, trained animals (TC and TO) showed
lower serum corticosterone (Figure 3C; -54% and -64% respectively; p<0.05) and leptin
levels (Figure 3E; -48% and -56% respectively; p<0.05).
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Figure 2.Body mass (A), food intake (B), visceral fat mass (C), total fat mass (D) and protein
content of the carcass (E) of sedentary control (SC), trained control (TC), sedentary overfed
(SO), trained overfed (TO) rats at 180 days-old.Values are means + SE. n=7 per group. *p<0.05
vs all groups.
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Figure 3.Glycemia(A), insulinemia (B), corticosteronemia (C), adrenal catecholamine content
(D) and leptinemia (E) of sedentary control (SC), trained control (TC), sedentary overfed (SO),
trained overfed (TO) rats of sedentary control (SC), trained control (TC), sedentary overfed
(SO), trained overfed (TO) rats in PN 180. Values are means + SE. n=7 per group. *p<0.05 vs
SC; #p<0.05 vs SO.
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No significant differences were observed in serum total cholesterol and LDL-c in all
groups (Table 1). TC group showed lower VLDL-c (-31%, p<0.05) and triglycerides (-
32%, p<0.05). As expected, SO group has a lower HDL-c (-11%; p<0.05) than the CS
group, while TO group normalized the serum HDL-c concentrations.

Postnatal overfeeding caused highersystolic blood pressureinadultlife (Figure 4;
+10%; p<0.05) and exercise training induced a normalization of this parameter.

Table 1: Lipid profile of controland overfed rats at 180 days-old.

SEDENTARY TRAINED SEDENTARY  TRAINED

CONTROL CONTROL OVERFED OVERFED
Total cholesterol (mg/dl) 779+24 73.0+3.1 76.9+4.1 77.0+3.7
LDL-c (mg/dl) 41.8+26 43.2+3.1 41.2+4.2 39.2+34
HDL-c (mg/dl) 22.8+0.6 20.7£0.7 202+0.7* 23417
VLDL-c (mg/dl) 139+1.1 9.55+0.8" 15.0+ 1.3 143+0.6
Triglycerides (mg/dl) 69.6 £5.4 476+42"° 744+6.4 71.1+3.0

High-density lipoprotein cholesterol (HDL-c), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) and
very low-density lipoprotein cholesterol (VLDL-c). Values represented as mean + SEM of 7 rats
per group, p<0.05. *vs Sedentary Control, Trained Overfed; * vs all groups

200 - .
Bl Control

- Overfed

Systolic Blood Pressure
(mmHg)
[y
o
o
1

) )
Sedentary Training

Figure 4.Systolic blood pressure of sedentary control (SC), trained control (TC), sedentary
overfed (SO), trained overfed (TO) rats in PN 180. Values are means + SE. n=7 per group.
*p<0.05 vs all groups.
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DISCUSSION AND CONCLUSIONS

In this present study, we observed that postnatal overfeeding, induced by litter
size reduction, increases the body weight during lactation and during all development.
Our data reinforce previous studies from our group [10, 14, 19]and other authors [11,
20].In the present study we reported that treadmill exercise in EO animals improved the
cardiovascular risk through normalizing someparameters observed in these animals,
such as altered body composition pattern and cardiovascular risk factors.

For the prescription of exercise training was performed at 75 days of life, a
maximum speed test on the treadmill. This test has a significant correlation with VO2
max test and can be a good alternative to prescription physical training [21]. In our
study, there were no differences on physical capacity between control (rats raised in
normal litters) and programmed overfed group (rats raised in small litters) at that age.
Corroborating these findings, overweight Wistar rats fed with high fat diet that were
submitted to a maximum speed test showed no difference in physical capacity [22].

The adipose tissue distribution in obesity is very important, since regional fat deposition
confers higher cardiovascular risk[20, 23, 24] and exercise training reduces body fat,
depending on the intensity and volume of training. Our and previous studies suggest
that neonatal obesity induced by postnatal overnutrition could be a risk factor for
cardiovascular disease and metabolic syndrome in later life, mainly because increases
visceral adiposity, systolic blood pressure and reduces HDLc serum levels [11, 25, 26].
SO animals presented higher central, total adiposity and lower protein mass,
corroborating previous studies from our group [14, 19, 26, 27].The effect of exercise
training upon bodyweight and/or fat mass is corroborated by many independent studies
[28-33]. In this study we evaluated further effects of chronic treadmill training in body
composition through carcass analysis and visceral fat mass extraction demonstrating
that physical exercise was able to reverse the deleterious body composition pattern
promoted by EO, with these animals showing normalized values for fat indicators
(visceral fat and total fat) and total protein content in the carcass.

On the other hand, the physical training was capable of reducing corticosterone in the
serum of TC and TO groups in equal proportions, which confirms a study in which
animals were subjected to low-voltage electrical shock (where rapidly increasing the
serum corticosterone of the animal) and immediately have access for 3 hours at a wheel
activity (high volume exercise) also showed, after activity a lesser quantity of
corticosterone in the plasma [34, 35]

The results of the present study are in agreement with previous studies showing
the lowering effect of chronic exercise upon corticosterone levels [13, 36, 37]. The
lower visceral fat found in TO group can contribute to a lower corticosteronemia, since
this is also produced by the conversion of 11-dehydrocorticosterone for 11-B-
hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11p-HSD1) in rodents [46, 47, 48].

As expected, early overfeeding in sedentary animals induces an increase in food
consumption at 180 days-old since they present hypothalamic leptin resistance featured
by lower JAK-2, pSTAT-3 and higher SOCS-3 contents [19], with unchanged
leptinemia. Here, we showed that exercise training reduces food consumption in TO at
180 days-old probably by the reduction of leptinemia which could normalize the central
leptin resistance. This hypothesis is possible since exercise training could modulate
leptin signaling in the hypothalamus, with increased phosphorylation of key proteins
(JAK2 and STAT3) of the signaling pathway following administration of leptin in the
exercised group [38]. Thus, even with lower serum leptin levels, the exercise by
increasing leptin sensitivity can decrease food intake.
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Lower serum HDL-c observed in sedentary overfed is a feature corroborated by
previous data in our group [19], which was normalized in trained animals. TC animals
also presented lower VLDL-c and triglycerides levels corroborating previous data [12,
39, 40]. In obese mice, exercise has a direct influence on lipid profile, with lower total
cholesterol and LDL-c, and higher HDL-c with a study protocol very similar to ours (5
days week, 60 minutes day, 27 min/ m) [41].

Increased blood pressure is a common characteristic EO models, which could be
related to structural and functional abnormalities of renal system [25, 42], by the
increased production of pro inflammatory cytokines and also oxidative stress [49,50 ].
Additionally, higher leptin levels in this model could also contribute to increased blood
pressure [43]. Exercise training was able to normalize high blood pressure found in EO
rats probably due to its fat mass [44] and leptin reduction effects [29]. These factor
could be one of the possible mechanisms of blood pressure regulation after exposure to
chronic exercise in rats [45], reinforcing its relevant effects as a non-pharmacological
therapy for hypertension.

In summary, low-intensity physical exercise in treadmill running improves some
metabolic and hormonal parameters of adult male rats programmed by neonatal
overfeeding, showing the potential of physical training to body composition pattern
modification and lowering of cardiovascular risk factors.
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