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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria materna
sobre os parametros de atividade locomotora da prole. Ratas Wistar realizaram atividade
fisica voluntaria (AFV) 30 dias antes (adaptacdo) e durante a gestagdo até o 15° dia de
lactacdo. De acordo com o nivel de AFV antes da gestacao, as ratas foram classificadas em
inativas (1) e muito ativas (MA). Houve também um grupo controle (C) que permaneceu em
gaiolas padrdo de laboratério durante o experimento. Durante todo o experimento, 0 peso
corporal, consumo alimentar e a glicemia de jejum (durante a gestacdo) foram registrados.
Aos 23, 45 e 60 dias, os filhotes machos provenientes de mées dos grupos MA, | e C tiveram
livre acesso, por cinco minutos, a um campo aberto de 1m de diametro enquanto eram
filmados por uma camera com luz infravermelha. Foram avaliados os parametros: distancia
percorrida (DP, em m), deslocamento rotacional (DR, em m), velocidade média (VM, em
m/s), poténcia média (PM, em mW), energia total (ET, em kcal), tempo de imobilidade (Tl,
em s), numero de parada (NP), relacdo TI/NP (em s) e tempo de permanéncia nas areas (em s)
do campo aberto. Ratas MA apresentaram maior peso corporal e consumo alimentar durante a
adaptacdo quando comparadas as ratas C. Filhotes de todos 0s grupos diminuiram a distancia
percorrida ao decorrer da idade, com excecdo dos filhotes de ratas MA. O deslocamento
rotacional foi progressivamente aumentando em todos 0s grupos com o passar da idade. Aos
60 dias, filhotes de maes MA tiveram maior velocidade média e poténcia média que os ratos
de mdes C. A permanéncia nas &reas periféricas do campo aberto também foi mais
pronunciada em filhotes de mdes MA. Em conclusdo, a atividade fisica materna
possivelmente influencia a atividade locomotora dos filhotes por aumentar a distancia
percorrida, poténcia e velocidade média, reducdo do tempo imdvel e por gastar mais tempo
nas areas periféricas do campo aberto. Esses efeitos sdo importantes para a aquisicdo de

habilidades motoras durante o desenvolvimento.

Palavras-chave: Locomocdo. Atividade fisica. Plasticidade. Gestacdo. Prole



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effects of maternal voluntary physical
activity on locomotor activity parameters of the offspring. Female Wistar rats performed
voluntary physical activity (VPA) before and during gestation until the 15th day of lactation.
According to the level of VPA before gestation, the rats were classified in Inactive (I) and
Very Active (VA). Also, there was a control group (C) that remained on laboratory standard
cages throughout the experiment. During the experiment, the body weight, food consumption
and glycaemia (during pregnancy) were recorded. At the age of 23, 45 and 60 days, male pups
from the mothers of group VA, | and C had free access, during five minutes, to an open field
with 1m of diameter while were filmed by a camera with infra-red light. Were evaluated the
following parameters: distance traveled (DT, in m), rotational displacement (RD, in m),
average speed (AS, in m/s), average potency (AP, in mW), total energy (TE, in kcal), time
immobile (TI, in s), number of stops (NS) and relationship between TI/NS. VA mothers
showed high body weight and food consumption during adaptation and gestation when
compared to control. Pups from all groups showed a reduction in distance travelled
throughout ages, except pups from VA dams. Rotational displacement was progressively
increased in all groups throughout ages. At 60 d old, pups from VA dams showed a higher
average speed and potency than control pups. The permanence in the peripheral area of the
open field was more pronounced in the pups from VA dams. In conclusion, maternal physical
activity can potentially influences the locomotor activity of offspring by an increased distance
travelled and average and potency, reduced time immobile and more time spent in the
peripheral area of the open field arena. These effects are important for later motor abilities

acquisition throughout ages.

Keywords: Locomotion. Physical activity. Plasticity. Pregnancy. Offspring
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1 APRESENTACAO

A locomocdo € uma caracteristica vital para a manutencdo da sobrevivéncia, pois é
através dela que ocorre sua interagdo com o ambiente. A integracdo dos sistemas nervoso e
muscular é fundamental para os comportamentos relacionados a atividade locomotora como
andar, correr, saltar, rastejar entre outros. Enquanto o sistema nervoso esta relacionado com a
coordenacdo motora, os musculos produzem a forca mecanica para a realizacdo do
movimento. Assim, alteracGes no desenvolvimento desses sistemas em periodos de maior
vulnerabilidade (gestacdo e lactacdo) podem comprometer de forma permanente a locomogéo.

Manipulacbes em periodos criticos do desenvolvimento como a exposi¢do materna as
drogas, alcool, estresse ou desnutricdo provocam retardo na maturacdo de reflexos
(movimentos involuntarios relacionados a aquisicdo de postura e locomocao) e altera os
padrdes motores de diferentes formas. As modificagdes do organismo em resposta aos
estimulos ambientes sdo denominadas de plasticidade fenotipica e ocorrem por mecanismos
epigenéticos. Nesse sentido, estudos vém demostrando que diferentes protocolos de
treinamento fisico durante a gestacdo sdo eficazes em aumentar a sintese e liberacdo de
neurotrofinas no cérebro de seus descendentes, além de melhorar a aprendizagem espacial. O
treinamento fisico materno também parece esta envolvido com a neuroprotecdo, impedindo
que filhotes desnutridos tenham menores eixos cranianos e retardos na maturagéo de reflexos.

Atualmente vem sendo proposto um novo modelo de atividade fisica materna durante
a gestacdo, denominado de “atividade fisica voluntaria”. Esta ¢ caracterizada quando a
locomocdo ndo estd relacionada por questdes de sobrevivéncia ou por fatores externos e
apresenta vantagens em relacdo ao treinamento fisico forcado por ndo causar estresse aos
animais. Este modelo experimental de atividade fisica materna esta associada a beneficios no
metabolismo dos ratos, além de prevenir neurodegeneragdo e também estar envolvida com a
sintese e liberagdo de neurotrofinas. Entretanto, estudos com esse modelo experimental séo
escassos e ndo ha conhecimentos quanto aos seus efeitos nos padrdes de locomocéo durante o
desenvolvimento.

O presente estudo foi realizado em colaboracdo com o Laboratdrio de Fisiologia da
Nutricdo Naide Teoddsio (LAFINNT) e o Laboratorio de Nutricdo Experimental e Dietética
(LNED) com supervisédo dos orientadores Prof. Dr. Jodo Henrique Costa e Silva e Prof. Dr2,
Raquel da Silva Aragédo. A pesquisa gerou o artigo de revisdo intitulado “Atividade fisica
materna e desenvolvimento neuromotor da locomogdo: papel da plasticidade fenotipica™ que

compde a revisdo de literatura desta dissertacdo e sera submetido a Revista Brasileira de
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Medicina do Esporte. Além do artigo original intitulado “Maternal voluntary physical activity

alters spatial displacement performance of the offspring rats in the open field test” que

compOe 0s nossos resultados e serd enviado para a International Journal of Developmental

Neuroscience.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Titulo: Plasticidade fenotipica e desenvolvimento neuromotor da locomocdo: papel da

atividade fisica

Resumo

A locomocgdo é uma caracteristica vital para a sobrevivéncia dos animais por constituir
elementos essenciais como procura por alimentos, fuga de predadores e reproducdo sexual.
Através da plasticidade fenotipica, fatores ambientais durante periodos criticos do
desenvolvimento sdo capazes de promover alteracdes nos padrdes motores das espécies. A
atividade fisica materna durante a gestacdo é um desses fatores e também promove adaptacoes
no desenvolvimento do sistema sensorio-motor. Dessa forma, o objetivo desta revisdo é
discutir os efeitos dos fatores ambientais e 0s mecanismos envolvidos nas adaptacdes, além de
apresentar o papel da atividade fisica no processo de plasticidade fenotipica. Foram
selecionados publicagbes entre os anos de 2000 a 2015 nas bases de dados da
Pubmed/Medline, Bireme e Scielo. Os termos indexados foram: physical activity, pregnancy,
locomotion, nervous system, skeletal muscle e motor development. A atividade fisica materna
é capaz de promover adaptagdes em varios aspectos da fisiologia do organismo, incluindo a
locomocdo. Essas adaptacdes dependem do tipo, frequéncia, duracdo € momento em que 0

exercicio fisico teve inicio e sdo possivelmente induzidas por mecanismos epigenéticos.

Palavras-chave: Gestagdo, atividade fisica, sistema nervoso, sistema muscular esquelético,

locomogéo

Abstract



16
Locomotion is a vital characteristic for the survivability of the animals and constitutes
essential elements such as the search for food, running from predators and sexual
reproduction. Through phenotypic plasticity, environmental factors during the critical period
of development are capable of promote alterations in motor patterns of the species. The
maternal physical activity during pregnancy is one of these environment factors and also
promotes adaptations in the sensory-motor development. Thus, the objective of this review is
to discuss the effects of environmental factors and the mechanisms involved with such
adaptations, as well as to present the role of the physical activity in the phenotypic plasticity
process. There were selected articles published between 2000 and 2015 on the
Pubmed/Medline, Bireme and Scielo databases. The indexing terms used were: physical
activity, pregnancy, locomotion, nervous system, skeletal muscle and motor development.
Maternal physical activity is capable of promoting adaptations in many physiological aspects
of the organism, including the locomotion. These adaptations are dependent of the type,
frequency, duration, and the moment the physical exercise started and are induced by

epigenetic mechanisms.

Keywords: Pregnancy, physical activity, nervous system, skeletal muscle system,

locomotion.

Introducéo

Os periodos iniciais da vida, que constituem as fases de gestacdo e lactacdo (e primeira
infancia nos humanos), sdo considerados criticos para o desenvolvimento do organismo
devido ao rapido processo de hiperplasia e hipertrofia dos tecidos (1-3). O desenvolvimento
dos sistemas nervoso e muscular se inicia no periodo gestacional e continua apos o

nascimento (1, 4). Dessa forma, o desenvolvimento da locomogdo comega nessas mesmas
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fases, com o surgimento das estruturas sensorio-motoras e os primeiros reflexos (2, 5).
Alteracfes no desenvolvimento dos sistemas nervoso e/ou muscular podem comprometer a
locomocéo em virtude da estreita integragcéo funcional de ambos (6).

Estudos vém sendo realizados para entender os efeitos de diferentes manipulagdes
durante os periodos criticos de desenvolvimento sobre o sistema locomotor (7-10). A
exposicdo materna ao alcool, as drogas, ao estresse e aos diferentes tipos de manipulacéo
nutricional durante a gestacdo e/ou lactacdo provoca atrasos na maturacdo de reflexos e
alteragdes no comportamento e na locomocao (7-10). A associagao entre respostas adaptativas
do organismo frente a um estimulo ambiental sdo denominadas de plasticidade fenotipica e
ocorre por mecanismos epigenéticos (11, 12). O estilo de vida ativo durante a gestacdo
também vem sendo utilizado para estudar as possiveis adaptacbes do organismo em
desenvolvimento (13, 14).

Protocolos de treinamento fisico de intensidade moderada durante a gestagdo
promovem alteracdes sobre a taxa de crescimento, perfil metabdlico e sobre o sistema
sensdrio-motor dos filhotes (10, 13, 15). A atividade fisica voluntaria é outro modelo que vem
sendo utilizado, e € caracterizada por qualquer movimento do musculo esquelético que
demande um gasto energético acima do metabolismo basal (14, 16-18). Este modelo de estudo
também parece influenciar adaptacdes no metabolismo e no sistema nervoso (14, 16-18).
Entretanto, seus efeitos sdo diferentes e controversos em comparacdo aos do modelo com
treinamento fisico (14).

Diante da importancia dos estimulos ambientais sobre o desenvolvimento do sistema
locomotor, o objetivo desta revisdo € discutir os efeitos dos fatores ambientais e 0s
mecanismos envolvidos nessas adaptacdes, além de apresentar o papel da atividade fisica no
processo de plasticidade fenotipica. Para a realizacdo desta revisdo foram utilizadas as bases

de dados Pubmed/Medline, Bireme e Scielo. Os termos indexados foram: physical activity,
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pregnancy, locomotion, nervous system, skeletal muscle e motor development. Foram
selecionados artigos publicados entre os anos de 2000 a 2015, porém, alguns artigos fora

desta faixa temporal foram utilizados para critério de discussdo quando pertinente.

Desenvolvimento neuromotor da locomogéao

A locomocdo é uma caracteristica vital dos animais por permitir a sua interacdo com o
ambiente (17). Os comportamentos relacionados a locomocdo constituem elementos
importantes para sobrevivéncia, tais como; a busca por alimentos, a fuga de um predador ou a
reproducdo sexual (17). Tais comportamentos requerem coordenacdo precisa, adquirida
através da maturacdo e integracdo funcional dos sistemas nervoso e muscular (7, 19).
Enquanto o sistema nervoso esta envolvido com a coordenacéo e controle da agdo motora, 0
sistema muscular tem funcéo de gerar forca mecanica para permitir o deslocamento do corpo
(7).

Apesar de haver diferencas no tempo do desenvolvimento do sistema nervoso central
(SNC) nos mamiferos, 0 mesmo sempre tem inicio no periodo gestacional e continua durante
0 inicio da vida pés-natal (2, 20). No periodo gestacional, o processo de formacédo do tecido
nervoso pode ser dividido em trés fases principais: organogénese (segmentacdo, morula,
blastula, gastrulacdo e neurulacdo), neurogénese e gliogénese, além da diferenciacdo das
células neurais imaturas (2). No periodo p6s-natal, ocorre 0s eventos tardios da neurogénese e
gliogénese seguidos de migracéo e diferenciacdo celular, formacdo de mielina e sinaptogénese
(2). Nesse periodo, também ocorre maior integracdo e maturacdo da comunicacdo entre 0
SNC e a periferia (19).

Em vertebrados, o desenvolvimento muscular comeca no periodo gestacional com o
surgimento de células progenitoras que se diferenciam em fibras musculares (4). No inicio da

inervagdo muscular, que se inicia logo ap6s a formacdo das fibras musculares, cada fibra é
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inervada por varios axénios e, posteriormente, esse excesso € eliminado restando apenas um
axonio para cada fibra (4). Na auséncia de inervacdo funcional, o desenvolvimento muscular é
prejudicado, resultando em diminuicdo no namero total de fibras musculares (4). Ap6s o
nascimento, ocorre a maturacdo do controle das acfes de contracéo e relaxamento musculares,
permitindo a realizagdo dos movimentos coordenados (21).

O padr@o motor se inicia a partir das primeiras respostas reflexas, que séo movimentos
involuntarios, responsaveis pela estimulagdo sensorial e proprioceptiva (22). Estes reflexos
simples e primitivos estdo relacionados com a construcdo de comportamentos motores
relacionados a postura e locomogdo, essenciais durante a vida adulta (22). Em ratos, 0s
reflexos de preensdo palmar, recuperacdo de decubito, colocacdo pelas vibrissas, aversao ao
precipicio, geotaxia negativa e endireitamento em queda livre sdo alguns dos reflexos
comumente utilizados para avaliar a apropriada maturacdo do sistema neuromotor (23, 24).
Assim, alteracdes no tempo de aparecimento ou no desaparecimento de alguns desses reflexos
podem estar associadas com mudancas nos padrdes de locomogéo.

O desenvolvimento da locomocéao segue uma sequéncia de diferentes acontecimentos
proprios de cada espécie (25). Nos humanos, os padrdes motores podem ser ordenados a partir
das respostas reflexas e do engatinhar/rastejar, sequido de movimentos ritmicos (combinando
acoes reflexas com agbes voluntarias) e dos movimentos voluntarios (realizado com um
propdsito e adquirido através da aprendizagem) (26). Em ratos, nas duas primeiras semanas,
pivotear e rastejar (inicialmente sem 0s membros posteriores) sdo as formas predominantes de
locomocdo e na terceira semana, o animal assume um padrdo de locomocao similar ao de um
adulto (6). Diferentes métodos podem ser usados para analise da atividade locomotora nesses
animais, e entre eles, o campo aberto (analise observacional ou automatica) é o mais

comumente utilizado (7, 8, 27).
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Dias de Gestacdo Dias de Lactacdo
Desenvolvimento do 1234567891011 1213 14 1516 17 18192021 |12 34567 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Sistema Nervoso Implante I Organogénese I Desenvolvimento fetal Desenvolvimento pos-natal
Gliogénese (astrécitos) —

Gliogénese (oligodendrocitos)

Macroneurogénse (Neurdnios
piramidais)

Microneurogénse (Neurdnios
granulares do giro denteado,
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Comportamento exploratorio
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Figura 1. Progressdo temporal em dias do desenvolvimento do sistema nervoso, ontogénese reflexa e primeiros padrdes motores em ratos.

Baseado nos artigos de Dobbing (1), Fox (23) e Jamon (28).
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Plasticidade fenotipica e desenvolvimento neuromotor da locomogéo

Estimulos ambientais sobre a mde vém sendo utilizados para compreender como 0
organismo € capaz de se adaptar a diferentes condi¢cGes ambientais e como séo estabelecidas
estratégias para o desenvolvimento da prole (29). Esses estimulos sdo estudados sob a
perspectiva da plasticidade fenotipica, que pode ser definida como um fenémeno bioldgico no
qual um Unico gendtipo pode dar origem a diversos fendtipos em resposta a diferentes
condi¢cBes ambientais (12). Embora seja reconhecido que esse fendbmeno é inerente ao
organismo durante todas as fases da vida, estudos mostram que os periodos iniciais de
desenvolvimento sdo mais vulneraveis aos efeitos provocados pelos insultos ambientais (30).
Isso acontece porque nas primeiras etapas da vida, o ambiente influencia a estrutura e a
funcdo dos tecidos, uma vez que ocorre rapido crescimento e multiplicacdo celular (3).

Os sistemas nervoso e muscular e, consequentemente, a locomogdo sdo
particularmente afetados por diferentes estimulos ambientais (7, 8, 31-34). Por exemplo, ratos
que foram expostos ao etanol (95%) numa camara de vapor por 4 horas do 2° ao 12° dia de
vida, apresentaram retardo na maturacdo do reflexo de endireitamento em queda livre (35).
Filhotes (19 dias de vida pds-natal) de ratas que receberam bebida com 35% de etanol durante
a gestacdo e lactacdo, apresentaram um aumento na distancia percorrida no teste de
locomocgdo no campo aberto (8). O estresse de contencdo e o paradigma de estresse
(contencéo, exposicao ao frio, fome, superpopulacdo de gaiola e inversdo de ciclo) a partir da
segunda semana de gestacdo também induzem um aumento dos padrdes de atividade
locomotora dos filhotes quando avaliados aos 60 dias (9, 36).

Diferentes protocolos de dietas experimentais durante os periodos criticos do
organismo também promovem alteracdes no desenvolvimento sensério-motor (7, 10, 31). A
dieta hipoproteica (proteina 8%) durante a gestacdo e lactacdo esta associada a um retardo na

maturacdo dos reflexos de geotaxia negativa, colocacdo pelas vibrissas, endireitamento em
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queda livre e aversdo ao precipicio (7, 10). Similarmente, a dieta hiperlipidica (lipideos 52%)
durante a lactacdo também atrasou os reflexos de recuperacdo de decubito, colocacdo pelas
vibrissas, geotaxia negativa e endireitamento em queda livre (37). Ainda, camundongos
adultos provenientes de fémeas db/+ (com hiperleptinemia) aumentaram a distancia
percorrida no campo aberto (31).

Em humanos, também & possivel observar alteracbes na massa magra e na
performance motora em decorréncia de insultos ambientais nos periodos criticos de
desenvolvimento (38-40). Criangas senegalesas desnutridas com 4-6 anos de idade
apresentaram desempenho bastante inferior em praticamente todos os testes de coordenacao
motora da escala de McCarthy e performance fisica (corrida, arremesso, salto, agilidade e
forca manual) em comparacdo com criangas normonutridas (38). Da mesma forma, criancas
do Nordeste do Brasil entre 7-10 anos que nasceram com baixo peso tiveram desempenho de
forca manual e velocidade de corrida em 20 metros inferiores a criangas que nasceram com
peso normal, sugerindo alteragcdes na massa magra (39). Nesse sentido, também foi observado
que criancas com 9 anos de idade de zonas urbanas e rurais em situacdo de risco nutricional
tiveram menor torque no teste de contragdo méaxima voluntaria (MVC) do triceps sural em
comparagdo a criancas sem risco nutricional, provavelmente devido a atrofia muscular

apresentada nessas criancas (40).

Plasticidade fenotipica e atividade fisica materna

Estudos vém fortalecendo a ideia de que um estilo de vida materno ativo induz
adaptacOes fisioldgicas e atuam como reguladores cronicos e agudos da oferta de oxigénio e
substratos energéticos para o feto em desenvolvimento (41). Mulheres que praticam exercicio
fisico antes e durante a gestacdo tém uma melhor interacdo materno-fetal, maior volume e

uma maior funcionalidade da placenta (observada através de uma maior atividade do labirinto
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placentério) (42). Entretanto, esses beneficios estdo relacionados com a magnitude do esforco
(duracdo, frequéncia e intensidade do esfor¢o). Por exemplo, em resposta a exercicios fisicos
intensos (acima de 70% do VOamsx 0U FCray), ocorre uma grande redistribuicdo do fluxo
sanguineo para os musculos em atividade (43). Isso causa uma diminui¢cdo temporaria na
disponibilidade de oxigénio e nutrientes ao feto, comprometendo seu crescimento (43). Nesse
sentido, o American College of Obstetricians and Gynecologists (44) recomenda cerca de 150
minutos de atividade fisica aerobia de intensidade moderada (~50% do VOzmsx 0u FCrsx) por
semana para gestantes saudaveis. Esses exercicios sdo preferencialmente os de baixo impacto
e que reduzem o risco de quedas, como a caminhada, natacao, bicicleta estacionaria, yoga e
pilates (com algumas restri¢cbes de movimento) (44).

A pratica da atividade fisica € também reconhecida por promover alteracfes
neuromusculares estimulando a sintese e liberacdo de fatores neurotréficos, que
possivelmente podem ser passados a descendéncia (45, 46). De fato, a corrida em esteira
durante a gestacéo (5 dias/semana, 30min/dia, 70% do VO,nsx) aumentou a expressao do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo dos filhotes de ratos ao nascimento
(47). Mesmo quando iniciado a partir da dltima semana de gestacdo, a corrida em esteira (5
dias/semana, 30min/dia, 3-8 m/min) foi capaz de aumentar a expressdo de BDNF no
hipocampo dos filhotes aos 29 dias de vida, além de aumentar a sobrevida das células nas
regides 1 e 3 do hipocampo (CALl e CA3) (48). Da mesma forma, o treinamento fisico em
esteira (5dias/semana, 30min/dia, 6-8m/min) durante a gestacdo aumentou o niumero de
neurdnios CA1 e CA3 e receptores de leptina no hipocampo da prole com 120 dias, além de
promover uma maior aprendizagem espacial (49).

Embora existam poucos estudos, aparentemente o treinamento fisico de intensidade
leve-moderada durante a gestacdo também apresenta influéncia na modulacdo do

desenvolvimento neuromotor (10, 50). Ratas desnutridas submetidas a um treinamento fisico
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de intensidade moderada em esteira (5 dias/semana e 60 min/dia, a 65% VO;msx) 4 semanas
antes da gestacéo e de intensidade leve (5 dias/semana e 20min/dia, a 40% VO,nsx) durante a
gestacédo tiveram filhotes com maiores eixos cranianos em comparacdo a filhotes de ratas
desnutridas sedentarias, sugerindo neuroprotecdo (51). Nesse sentido, 0 mesmo protocolo de
treinamento fisico com ratas ainda se mostrou eficaz em atenuar o retardo na maturacdo dos
reflexos de aversdo ao precipicio, colocacao pelas vibrissas e geotaxia negativa nos filhotes de
mdes desnutridas (10). Ademais, o treinamento fisico em esteira (5dias/semana, 30min/dia, 6-
8m/min) durante a gestacdo ainda aumentou a expressdo de BDNF e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) no cortex pré-frontal, diminuiu a ansiedade e aumentou a
distancia percorrida dos filhotes no campo aberto aos 26 dias, e também, aos 4 meses de vida
(50).

Outro modelo que vem sendo utilizado para estudar os efeitos da atividade fisica
materna sobre a plasticidade fenotipica é o da “atividade fisica voluntaria” (14, 16, 52). O
termo ““atividade fisica voluntaria” se refere quando a locomogdo ndo esta relacionada a
questdes de sobrevivéncia ou motivada por algum fator externo, e se apresenta vantajoso por
induzir menos estresse aos animais que o treinamento fisico forcado, diminuindo o risco na
interpretacdo dos resultados (17, 53). A atividade fisica voluntaria materna em
cicloergdbmetros é capaz de alterar parametros relacionados ao crescimento somaético e a
captacdo de glicose em resposta a insulina no musculo esquelético e no tecido adiposo,
sugerindo menor risco para o aparecimento de diabetes mellitus tipo 2 (14, 16). Além disso, a
corrida voluntaria em cicloergbmetros diminui a neurodegeneracdo e provoca maior
expressdao de BDNF e fator de crescimento nervoso (NGF) em vérias areas do cérebro de
ratos, porém, atrasa a maturacdo dos reflexos de endireitamento em queda livre, aversao ao

precipicio e colocacdo pelas vibrissas (14, 18, 45).
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Nos ualtimos anos, vem sendo documentado na literatura como 0s mecanismos
epigenéticos estdo envolvidos no processo de plasticidade fenotipica (11). A epigenética é o
termo usado na biologia para se referir ao processo de expressao e transmissdo da informacao
genética, por meios que nao afetam a sequéncia do DNA, mas a organizacdo estrutural da
cromatina (11, 54). Existem trés mecanismos conhecidos que podem explicar a interacdo
entre 0 ambiente e a expressdo de genes: metilacdo do DNA (quando ha a adi¢do de um grupo
metil aos residuos de citosina do DNA, impedindo a ligacdo de fatores de transcricao e,
consequentemente, diminuindo sua expressao), modificagdes pos-traducdo de histonas
(quando hé a adigdo de um grupo metil, acetil, fosfato ou ubiquitina na regido N-terminal das
histonas, aumentando ou diminuindo o acesso dos fatores de transcricdo nas regides
promotoras do gene) e a producdo de micro RNAs (11, 54).

Diversas pesquisas vém associando alteracGes epigenéticas provocadas pela préatica de
atividade fisica nos sistemas nervoso e muscular, sugerindo que essas modificacdes possam
ter influéncia sobre o desenvolvimento sensério-motor (55-58). Por exemplo, ja foi
identificado que em atividades fisicas agudas com pessoas sedentarias sdo observadas
hipometilagbes na regido promotora de genes associados com a atividade metabolica do
musculo esquelético (PGC-la, TFAM, PPAR-6 e¢ PDK4), resultando em aumento na
expressao desses genes (55). Porém, a expressdo de genes de fatores de transcricdo
relacionados com a proliferacdo e diferenciacdo de fibras musculares como o MyoD e 0s
MEFs ndo foi alterada em ambos modelos com humanos e animais (55). J& 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
acetilacbes na histona H3 das regides promotoras dos genes, aumentando sua transcricdo (56-
58). Porém, ndo foi encontrado estudos que avaliassem os efeitos epigenéticos da atividade

fisica materna em seus descendentes.
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Concluséao

Insultos ambientais como a exposicao perinatal ao alcool, as drogas, a desnutri¢do ou a
dieta obesogénica influenciam o desenvolvimento dos sistemas nervoso e muscular de
diferentes formas, alterando os padrdes motores. O estilo de vida materno ativo altera o aporte
de oxigénio e nutrientes ao feto a depender do tipo, intensidade e frequéncia do exercicio,
repercutindo em varios aspectos da fisiologia do organismo e induzindo alteracdes
epigenéticas, inclusive no desenvolvimento sensorio-motor. Existem poucos estudos que
avaliam os efeitos da atividade fisica voluntaria sobre o sistema sensdrio-motor, e estes
utilizam diferentes tipos de modelos experimentais, repercutindo de forma controversa a
outros estudos. Dessa forma, pesquisas que utilizem este modelo experimental sdo necessarios
para determinar seus efeitos no desenvolvimento da locomocdo e os sinais envolvidos no

processo de plasticidade fenotipica.
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3 HIPOTESE
A atividade fisica voluntaria materna antes e durante a gestacdo melhora os
parametros relacionados com a atividade locomotora dos filhotes aos 23, 45 e 60 dias de vida

no teste de campo aberto.
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4 OBJETIVOS

Obijetivo Geral:

Avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria materna sobre os parametros de
atividade locomotora da prole.

Obijetivos Especificos:

Nas ratas:

e Avaliar o peso corporal, consumo alimentar e a glicemia de jejum nos periodos de
adaptacdo a atividade fisica voluntaria, gestacao e lactacao;
e Quantificar diariamente a distancia percorrida, estimativa de gasto caldrico e tempo de

atividade fisica durante os periodos de adaptacdo a atividade fisica voluntaria, gestacao e
lactacao.

Nos filhotes:

e Avaliar o padrdo de atividade locomotora através da distancia percorrida,
deslocamento rotacional, velocidade média, poténcia média, energia total, tempo

imovel, nimero de paradas, relacdo entre nimero de paradas/tempo imével e o tempo
de permanéncia nas areas do campo aberto.
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5 METODOS

5.1 Animais

Foram utilizadas 20 ratas albinas virgens da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
pesando 220-260g e com idade entre 85-95 dias de vida, provenientes da coldnia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brasil. Os animais
foram mantidos em biotério de experimentacdo com temperatura de 23°C + 2, num ciclo 12/12h
[ciclo claro (18:00 as 06:00h) e ciclo escuro (06:00 as 18:00h)] e livre acesso a agua e
alimentacdo: periodo de adaptacdo (carboidratos: 75%, lipideos: 11% e proteinas: 14%) e
periodo de gestacdo/lactacdo (carboidratos: 64%, lipideos: 18% e proteinas: 18%) (REEVES,
1993). As ratas foram alojadas individualmente em gaiolas de atividade fisica voluntaria
(GAFV) com a presenca de um cicloergdbmetro por um periodo de 30 dias (periodo de
adaptacao). Apds esse periodo, as ratas foram colocadas em gaiolas padrdo de laboratério para
acasalar (1 fémea para 1 macho) durante 1-5 dias. Durante o acasalamento, as ratas ndo tiveram
acesso ao cicloergbmetro. O dia em que foi observada a presenca de espermatozoides na
cavidade vaginal foi designado o dia de concepcéo, dia O da gestacdo. As ratas gestantes foram
entdo transferidas para suas respectivas gaiolas onde tiveram livre acesso ao cicloergdbmetro
durante todo o periodo de gestacdo e os 15 primeiros dias de lactacdo. O cicloergbmetro foi
travado no 15° dia de vida pos-natal dos filhotes para preveni-los de correrem no cicloergbmetro
ou de se machucarem. No 1° dia de vida p6s-natal, os filhotes foram reduzidos a 8 por mée, com
apenas machos em cada ninhada sempre que possivel. Eventualmente, a ninhada era completada
com 2-3 filhotes fémeas quando necessario. De cada ninhada, 4 filhotes machos foram
aleatoriamente selecionados para a avaliacdo dos parametros de atividade locomotora apos o
periodo de amamentacdo. Cada ninhada representou a amostra que foi avaliada: controle (C, n =
4), inativo (I, n = 8) e muito ativo (MA, n = 8). Ap6s o desmame (22 dias), os filhotes receberam
dieta padrdao Presence-Brazil durante o experimento. A manipulacdo e os cuidados com o0s
animais seguiram o estatuto da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL) e Coleégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O protocolo experimental
foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE
(processo n°® 23076.047664/2013-87) (Anexo A).
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5.2 Avaliacéo da atividade fisica voluntaria materna

As ratas foram alojadas individualmente em gaiolas de atividade fisica voluntaria
(GAFV) de acrilico com as seguintes dimens@es: 27 cm de largura, 34 cm de altura e 61 cm de
comprimento (Figura 1). Em uma das extremidades foi posicionado um cicloergdbmetro com 27
cm de didmetro, composto por acrilico e raios em aco inoxidavel (Figura 2). Um sistema de
monitoramento por sensor (ciclocomputador Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan) foi
acoplado a gaiola e ao cicloergdmetro de forma a medir as seguintes grandezas fisicas: distancia
percorrida (km), tempo (minutos), velocidade média (Km/h) e estimativa de gasto caldrico (em
Km/s/dia) (Figura 3). A distancia foi determinada através do numero de rotagbes do
cicloergbmetro. A velocidade foi calculada através do intervalo de tempo entre uma rotacéo e
outra. A circunferéncia da roda e o diametro foram usados para calibrar o ciclocomputador e
entdo calcular a velocidade média e a distancia percorrida. O gasto calérico foi estimado por
integrar o valor calculado da velocidade em cada segundo. Essas variaveis foram mensuradas
diariamente durante o experimento. A distancia percorrida diaria, o tempo diario de atividade
fisica e a estimativa de gasto caldrico foram utilizados para classificar as ratas em diferentes
grupos de acordo com o nivel de atividade fisica voluntaria em: inativo (1) ou muito ativo (MA)
(Tabela 1). Neste estudo ndo houve um grupo ativo, uma vez que as ratas é que escolhem
praticar ou ndo, a atividade fisica voluntaria no cicloergdmetro. Um grupo controle (C, n =4)
com idade e peso corporal similar foi incorporado no estudo e alojado individualmente em

gaiolas padréo de laboratorio.

Figura 1. Gaiola de atividade fisica voluntaria (A) e suas dimensdes (B).



Figura 2. Comedouro (A) e cicloergbmetro (B).

A

Figura 3 — Funcionamento do ciclocomputador. Ciclocomputador com o0s sensores [Cataye,
model CC-VL810, Osaka, Japan] (A); Posicionamento de um sensor na por¢ao externa da
GAFV, acoplado ao ciclocomputador (B); visdo interna dos sensores, um acoplado ao
cicloergbmetro e outro a GAFV (C); Rata realizando a atividade fisica (D). Adaptado de
Muniz (2013).
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Tabela 1 — Classificagdo dos grupos de acordo com o nivel de atividade fisica voluntaria
(distancia percorrida, gasto calérico e tempo) no cicloergbmetro.

Grupos pzirsctjrnri?a Gasto Calorico Tempo
experimentais (kmidia) (Km/s/dia) (min/dia)
Controle 0 0 0
Inativo <10 <10.0 <20.0
Ativo >1.0<5.0 >10.0< 40.0 >20.0<120.0
Muito Ativo >5.0 >40.0 >120.0

(MUNIZ et al., 2014)

5.3 Avaliacgdes do peso corporal e consumo alimentar das ratas

O peso corporal e o consumo alimentar das ratas foram mensurados a cada trés dias
durante todo o experimento usando uma balanca de precisdéo Marte, modelo S-1000, com
capacidade maxima de 1000g e sensibilidade de 0,01g.

5.4 Mensuracéo da glicose sanguinea

Ap0s 12 horas de jejum, os niveis de glicemia das ratas foram avaliados no Gltimo dia do
periodo de adaptacdo e semanalmente no periodo de gestacdo. As concentracdes de glicose
sanguinea foram identificadas pelo método glicose oxidase e a leitura através do glicosimetro
(Accu Check Advantage and Accutrend GCT). Os animais sofreram jejum durante o periodo da

noite.

5.5 Avaliagdo da atividade locomotora

5.5.1 Procedimentos

Para avaliar as consequéncias da atividade fisica voluntaria materna sobre a atividade
locomotora, os animais foram avaliados no 23°, 45° e 60° dias de vida pds-natal durante a fase

escura do ciclo circadiano (09:00h as 11:00h). Os animais foram posicionados no centro do

campo aberto e filmados durante 5 minutos, enquanto se locomoviam livremente. Na troca dos
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animais, o campo foi limpo com solucéo de &gua e hipoclorito, e o etil vinil acetato (EVA), para

eliminar odores que possam interferir no comportamento do animal seguinte.

5.5.2 Sistema de captacdo de imagens

A monitoracdo do movimento dos animais ocorreu no aparelho de campo aberto circular,
delimitado por paredes de 30 cm de altura, com superficies internas pintadas de preto e
superficie macia de EVA, também preta, com objetivo de facilitar a locomocao do animal e
proporcionar um maior contraste com este (Figura 4A e B). Essa monitoracdo foi possivel
através de imagens digitais capturados sob luz infravermelha.

Foi posicionada na linha vertical que passa pelo centro do campo aberto, fixada ao teto da
sala, uma camera digital (VTR®6638 — CCTV System) que filmou o animal enquanto este se
movimentou (Figura 4C). Sua distancia do local de fixacdo até o solo do campo € de 2,40 m. A
camera possui sensor de infravermelho e um LED de iluminagdo. Apresenta resolugdo de 420
linhas, velocidade entre 1/60 e 1/100 s, e sua sensibilidade permite registrar imagens com
iluminacdo minima, até 0,1 lux. A camera foi acoplada ao computador através de placa de
captura (ARAGAO et al., 2011).
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-

Figura 4 — Funcionamento da filmagem no campo aberto. Vista superior do campo aberto em ambiente
claro (A); Imagem do rato no campo (B); Camera de captura das imagens dos animais (C); Representacao
esquematica do sistema (D).

5.5.3 Sistema de analise

Através de um software de captura, os videos foram enviados ao computador e salvos no
formato AVI, sendo posteriormente divididos em quadros, para analise. A analise das imagens
obtidas a partir de cada video é feita através de uma plataforma de software em MATLAB.
Através de uma interface, o avaliador introduz dados para registro do animal e informag6es que
seriam utilizadas para analise dos quadros. Dentro do campo aberto, a analise da atividade
locomotora foi avaliada através das seguintes variaveis:

« Distancia percorrida (m): a soma de todos os deslocamentos realizados pelo animal capaz de

deslocar o seu centro de massa ao longo do comprimento do seu raio.

* Deslocamento rotacional (m): a soma de todos os pequenos deslocamentos realizados pelo

animal que ndo foi suficiente para deslocar o seu centro de massa do comprimento do seu raio.
Esta analise foi incluida para levar em conta pequenos movimentos da cabeca e dos membros

» Velocidade média (m/s): relacdo do deslocamento total pelo tempo em que o animal

permaneceu em movimento;

« Poténcia média (mW): poténcia produzida durante o periodo de deslocamento;

« Energia total (Kcal): energia produzida durante o tempo de deslocamento;

« Tempo imdvel: tempo total que o animal ficou imével no campo aberto;

» NUmero de paradas: numero total de paradas realizadas no campo;

* Relacdo tempo de imobilidade/nimero de paradas: relacdo entre o tempo total que o animal

permaneceu imdvel no campo aberto e o nimero total de paradas.
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» Tempo de permanéncia nas diferentes &reas do campo aberto: Tempo gasto em cada uma das 3

areas do campo aberto: (central, intermediaria e periférica)
A analise do padrdo de atividade locomotora seguiu o protocolo criado por Aragéo et al.

(2011), com a adicdo da varidvel deslocamento rotacional e energia total.

5.6 Andlise estatistica

O teste de Kolmogorov—Smirnov foi realizado para determinar a distribuicdo normal dos
dados. Os resultados de distancia percorrida, tempo de atividade fisica, estimativa de gasto
caldrico e peso corporal das mdes foram apresentados em média + E.P.M. As diferencas
estatisticas entre os grupos foi determinado pelo teste ANOVA two-way seguida do pds-teste de
Bonferroni. As diferencas nas analises de peso corporal e glicemia das mées foi determinado
através do teste ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey.

Para a analise da atividade locomotora, foi utilizado o teste ANOVA two-way seguido do
pos-teste de Bonferroni para os parametros de distancia percorrida, velocidade média, poténcia
média, energia total, tempo imdvel e nimero de paradas. Para a relacéo entre o tempo imovel e o
nimero de paradas, foi utilizado o teste de Friedman seguido do pds-teste de Dunns. A
significancia foi mantida em p<0.05. A andlise dos dados ocorreu através do programa estatistico
GraphPad Prism 5® (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).



6 RESULTADOS

Title: Maternal voluntary physical activity alters spatial displacement performance of the
offspring in the open field test

Short-title: Maternal voluntary physical activity and locomotor performance

39



Highlights
e We studied effect of maternal physical activity on offspring locomotor
performance.
e Dams had access to running wheel before gestation and through pregnancy and
lactation.

e Pups from very active mothers were more active in the open field test.
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Abstract

Maternal physical activity can be associated with growth trajectory and neural development of
offspring. In this study, we analysed the effects of maternal physical activity on some
parameters of locomotor activity. Twenty female Wistar rats were classified as control (C,
n=4); inactive (I, n=8) and very active (VA, n=8). During 30 d before breeding, distance
travelled, time of activity and calorie burned were daily recorded for inactive and very active
dams. Offspring were evaluated on the 23", 45" and 60™ day of postnatal life. Pattern of
locomotor activity was evaluated by: distance travelled, rotational displacement, average
speed and potency, time of immobility, number of stops and time spent in different areas of
the open field. VA mothers showed high body weight and food consumption during
adaptation and gestation when compared to control. Offspring from all groups showed a
reduction in distance travelled throughout ages, except pups from VA dams. Differences
among groups were seen at 45 and 60 d old. Rotational displacement was progressively
increased in all groups throughout ages. At 60 d old, pups from VA dams showed a higher
average speed and potency than control pups. The permanence in the peripheral area of the
open field was higher in the pups from VA dams. In conclusion, maternal physical activity
can potentially influences the locomotor activity of offspring by an increased distance
travelled and average and potency, reduced time immobile and more time spent in the
peripheral area of the open field arena. These effects are important for later motor abilities

acquisition throughout ages.

Key-words: Locomotor development, developmental plasticity, physical activity, gestation,

offspring, rats



42

1. Introduction

The locomotor activity is related to the animal survival such as, seeking for food,
shelter, interaction with competitors, mating and predators defence (59). This behaviour
requires a fine coordination with simultaneous activity of different motor pathways and
maturation and functional integration of the nervous and muscular systems (60). Most of
vertebrates are immature in terms of motor development at birth, but their primitive reflexes
allow them to elaborate the first movements (61). In rats, motoneurons are produced on
embryonic days in the cervical spinal cord and lumbo-sacral cord (62). Half of the
motoneurons produced degenerate and die, and the last week of gestation represents the initial
stages of motoneuron differentiation and maturation (63).

Altman & Sudarshan (1975) were the pioneers in the study of locomotor patterns of
rats (Rattus novergicus) during development. They described three phases for the
development of locomotion: pivoting (first week of life), crawling (ambulation; second week
of life) and walking/running (third week of life) (62). After the first three weeks of birth, a
rapid maturation of motor behaviour takes place and the conduction velocity of peripheral
nerves reaches adult values (62). The adult pattern is characterized by a mononeural
innervation and changes in the histochemical and physiological properties of muscle fibres
and pattern of locomotion, for example, walking, running, hopping or jumping, and crawling
or slithering, are now entirely mature (60).

It has been recognized that maternal environment may play an important role in
neuronal maturation and in the formation/refinement of sensorimotor connections impacting
on the patterns of locomotor activity (64, 65). Maternal physical activity has been used as a
model to study investment strategies on the offspring during development (66, 67). Children
from active mothers during pregnancy scored high levels on the orientation and state
regulation subscales of the Brazelton Neonatal Behavioral Assessment Scales (68). Babies (8
— 12 postpartum day) from exercised mothers (20 min/day, three times per week, at 55% of
their maximal aerobic capacity) during pregnancy, presented more efficient auditory memory
process (69). In rats, maternal physical training during pregnancy showed an increase in some
somatic growth indicators (growth rate, tail length, laterolateral axis of the skull and
anteroposterior axis of the head) and anticipation in the maturation of some reflexes (70).
Voluntary maternal physical activity (running wheel, 30 days before breeding and during

gestation/lactation) was related to the increased somatic growth indicators in the offspring at
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different ages (67). However, there is no data about the repercussion of this maternal stimulus
on patterns of locomotor activity of the offspring.

In the present study, we investigated the repercussion of maternal physical activity on
some parameters of locomotor activity such as: distance travelled, rotational displacement,
average speed and potency. We also analysed some behavioural parameters: time of
immobility, number of stops and the time spent in the different areas of the open field (71).
Thus, the main goal of the present study was to analyse the effects of maternal voluntary
physical activity on some patterns of locomotor activity in offspring at different ages. Our
hypothesis is that maternal voluntary physical activity alters the offspring’s locomotor activity

patterns.

2. Material and methods

The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the Biological
Sciences Center (protocol n® 23076.047664/2013-87), Federal University of Pernambuco,
Brazil, and followed the Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals (72).
2.1 Animals

Twenty virgin female albino Wistar rats (Rattus norvegicus) aged 85-95 days were
obtained from the Department of Nutrition, Federal University of Pernambuco, Brazil.
Animals were maintained at a room temperature of 22 + 1°C with a controlled light—dark
cycle (dark 08.00 am — 8.00 pm). Food and water were given ad libitum throughout the
experiment: period of adaptation (carbohydrates: 75%, lipids: 11% and protein: 14%) and
period of gestation/lactation (carbohydrates: 64%, lipids: 18% and protein: 18%) (73). Special
cages were used with a stainless steel wheel running and dams were allowed to run for a
period of four weeks. After this period, females were placed into a standard cage and mated (1
female for 1 male) for a period of 1-5 days. Females had no access to the running wheel
during mating. The day on which spermatozoa were present in a vaginal smear was
designated as the day of conception, day 0 of pregnancy. Pregnant rats were then transferred
to their original cages with free access to the running wheel throughout pregnancy, and up to
postnatal day 14. Wheels were locked on postnatal day 14 to prevent the pups from running
and/or being injured. On postnatal day 1, litters were reduced to 8 pups per mother, ensuring
only males per litter when possible. Eventually, litters were completed to 8 pups with 2-3
females when necessary. Of each litter, 3-4 males were randomly chosen for the evaluation of
parameters of locomotor activity performed after suckling period. Offspring were transferred

to standard cages without running wheel after weaning. Each litter, composed for 3-4
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offspring, represents one sample from total n evaluated: control (C, n=4); inactive (I, n=8) and
very active (VA, n=8). The classification of voluntary physical activity (inactive, active and
very active) was based on previous study (67).
2.2 Voluntary physical activity measurements

Female Wistar rats were singly housed into an acrylic cage (cage size: 34 cm height,
27 cm width and 61 cm length). A stainless steel wheel (27 cm diameter) was placed into the
cage for running physical activity with food and water ad /libitum. A wireless cyclocomputer
(Cataye, model CC-AT200W, Colorado, USA) was attached in the wheel to calculate and
display trip information, such as time of activity, distance travelled, estimated calorie burned,
and the current time. Distance was determined by counting the number of rotations, which
was translated into the number of wheel circumferences passed. The protocol to classify rats
according to their physical activity followed previous study (67). Briefly, daily distance
travelled, time of activity and estimated calorie burned were used to classify rats into different
groups according to voluntary physical activity: Inactive [Distance travelled (Km/day): <1.0;
Estimated calorie burned (Km/s/day): <10.0 and Time of activity (min/day): <20.0] and Very
Active [Distance travelled (Km/day): >5.0; Estimated calorie burned (Km/s/day): >40.0 and
Time of activity (min/day): >120.0] (67). In this study there was no active group [Distance
travelled (Km/day): >1.0<5.0; Estimated calorie burned (Km/s/day): >10.0<40.0 and Time of
activity (min/day): >20.0<120.0], as the mothers spontaneously have chosen whether perform
or not physical activity on the wheel. A control group (n=4) with similar age and body weight
was incorporated in the study and individually housed in a standard dimension cage without
running wheel apparatus.
2.3 Mother's and offspring body weight and food intake

Mother's body weight and food intake were recorded on each three days throughout
the experiment. Body weight of the pups was measured at birth and every three days during
the lactation period. After weaning, body weight was assessed on the 30th, 40th, 50th and
60th day of life. Body weight was recorded using a Marte Scale (AS-1000) with 0.01g
accuracy.
2.4 Blood glucose measurements
Twelve hour fasting glycaemia levels were evaluated in the last day of adaptation and weekly
during gestation using blood samples from the tail vein of the rats, using a glucometer (Accu
Check Advantage and Accutrend GCT) and the glucose oxidase method. The animals were
fasted overnight.

2.5 Locomotor activity
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Animals were evaluated on the 23", 45™ and 60™ days of postnatal life during the dark
phase of the circadian cycle (between 10.00am and 12.00pm). The procedures were
performed as described in previous study (71). Each animal was placed individually in the
centre of the open field (1 m diameter) and recorded for 5 minutes while it moved freely. The
movements were directly recorded in a digital format and analysed offline (71). When the
animals were exchanged, the field was cleaned to eliminate odours that could affect the
behaviour of the next animal. The same analysis system described in previous study (71) was
used and some new parameters were included (Table 1).

2.6 Statistical analyses

The Kolmogorov—Smirnov test was performed to determine if the data were normally
distributed. For the mothers, measurements of distance travelled, estimated calorie burned e
time of activity were analysed by ANOVA two-way (day and physical activity as factors).
Body weight, food intake and blood glycaemia were analysed by ANOVA one-way. For the
offspring, each litter with four pups was considered one sample, and statistical analyses were
performed by two-way ANOVA for repeated measures followed by the Bonferrone test. All
data are presented as means + S.E.M. Significance was set at p<0.05. Data analysis was
performed using the statistical program GraphPad Prism 5® (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA).

3. Results

Figure 1A, B and C present data of the maternal voluntary physical activity. Before
gestation, dams were spontaneously divided into two groups according to physical activity
(distance travelled, estimated calorie burned and time of activity). At pregnancy, the very
active dams gradually reduced the distance travelled becoming inactive from of the second

week of gestation until the 14th day of lactation (day on which the running wheel was

locked).
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Figure 1. Parameters of voluntary physical activity. Daily distance travelled (A), estimated

calorie burned (B) and time of activity(C) were recorded during periods of adaptation,

gestation and lactation. Values are presented as mean + S.E.M. *p<0.05 vs. Inactive using two

way ANOVA with Bonferroni post-hoc test.
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Very active mothers showed high body weight and food consumption during
adaptation and gestation when compared to control (Table 2). The number of pups born from
very active and inactive mothers was higher than control mothers (Table 2). Offspring’s birth
weight did not differ among groups (C = 6.4, SEM: 0.5; [ = 5.6, SEM: 0.1; VA = 5.7, SEM:
0.2; P > 0.05). Similarly, body weight did not differ among groups during lactation, 22", 30",
40™ 50" and 60™ days old [data not shown].

Some parameters of the locomotor activity of the offspring were evaluated at 23, 45
and 60 d old (Figure 2). All groups showed a reduction in the distance travelled throughout
ages, except pups from VA dams. Differences among groups were seen at 45 and 60 d old
(Figure 2A). Rotational displacement was progressively increased in all groups throughout
ages (Figure 2B). Pups from inactive and very active dams showed an increasing in terms of
average speed over the ages. At 60 d old, pups from VA dams showed a higher average speed
than pups from control dams (Figure 2C). Average potency and total energy were increased
throughout ages for all groups. However, it was more pronounced in pups from VA dams at

45 and 60 d old (Figure 2D and E).



Table 2. Data from mothers during adaptation, pregnancy and lactation. Values expressed as Mean = SEM

Adaptation
Control
Inactive

Very Active

Pregnancy
Control
Inactive

Very Active

Lactation
Control
Inactive

Very Active

o ) Food ) Number of
Initial Final ) Glycaemia
) ) ] consumption pups
body weight (g) body weight (g) body weight (mg/dL) ]
(g9/day) at delivery
Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM
218.7 14.2 226.5 6.2 4.3 0.4 12.0 0.5 109.3 4.3
233.2 3.9 238.6 4.9 2.4 0.1 13.6 0.9 108.8 2.8
234.2 4.7 237.5 5.8 1.6 0.9 15.4° 0.6 108.8 3.3
234.0 7.4 325.4 11.2 39.0 1.2 14.6 0.6 74.2 3.7 9.2 0.75
257.0 6.2 351.3 6.4 37.1 3.6 16.1 0.5 76.8 2.7 11.78 0.45
254.6 7.4 363.9° 9.0 43.9 5.9 20.7*° 0.7 69.1 3.4 14.0** 053
252.0 6.3 249.9 9.8 -0.8 2.9 37.1 3.4 - -
275.5 4,5 276.7 3.8 0.5 1.3 40.5 15 - -
284.9% 7.2 282.8° 9.4 -0.6 2.7 424 2.3 - -

Control (n=4); Inactive (n=8) and Very Active (n=8), *p<0.05 vs Control and "p<0.05 vs Inactive using one way ANOVA with Tukey’s post-hoc.
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Figure 2 — Parameters of locomotor activity of offspring at 23, 45 and 60 days of life.
Litters were classified according to maternal voluntary physical activity during the adaptation
period (30 days before mating), being constituted by groups: Control (n=4), Inactive (n=8)
and Very Active (n=8). A, Distance travelled (m); B, Rotational displacement (m); C,
Average speed (m/s); D, Average potency (mW); E, Total energy (kcal); F, Time of
immobility (s); G, Number of stops; H, relative time of immobility/number of stops (s).
Values are presented as mean + S.E.M. *p<0.05 vs. 23 days; p<0.05 vs. 45 days; using two
way ANOVA with Bonfferone’s post-hoc test.

Time immobile was increased for pups from control and inactive dams throughout
ages (Figure 2F). In addition, pups from VA dams showed a reduced time immobile when
compared to pups from control and inactive dams at 45 and 60 d old (Figure 2F). The number
of stops increased at 45 d old for all groups, but normalized at 60 d old, except for pups from
very active dams when compared to pups from control dams (Figure 2G). At 60 d old, the
ratio of relative time immobile/number of stops was higher for pups from control and inactive
dams. This ratio did not change for pups from VA dams over the ages (Figure 2H).

For all groups, the time spent in the central and intermediate area of the open field was
progressively reduced throughout ages. The permanence in the peripheral area of the open

field was more pronounced in the pups from VA dams (Figure 3).
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Figure 3 - Time spent in the areas of the open field (s). Litters were classified according to
maternal voluntary physical activity during the adaptation period (30 days before mating),
being constituted by groups: Control (n=4), Inactive (n=8) and Very Active (n=8). Time spent
in the Central, Intermediate and Peripheral zones of the open field was evaluated at 23, 45 and

60 days of life. Total time: 300s.

4. Discussion

In this study, we investigated the effects of maternal voluntary physical activity on
spatial displacement performance in the open field test. Our results demonstrate that maternal
physical activity impacts on the locomotor activity of male pups by an increased distance
travelled and average potency, reduced time immobile and more time spent in the peripheral
area of the open field arena. Indeed, maternal physical activity during pregnancy has been
considered as an important environmental stimulus acting during the development of the
foetal brain (16). In addition, we observed that maternal voluntary physical activity influences
some patterns of locomotor activity as a function of age. We specifically focused on the

acquisition of these patterns at different ages because of the maturation of motoneurons,
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synaptic plasticity and neuroadaptation during development in response to maternal
environmental stimuli. This result extends our previous study (20) about the effects of
maternal voluntary physical activity on growth, development and reflexes ontogeny of
offspring.

In the present study, we used the protocol for maternal voluntary physical activity
based on distance travelled, estimated calories burn and time spent in the running wheel in
order to establish the active phenotype during pre-gestational period (20). Before pregnancy,
dams were classified either as inactive or as very active according to a previous study (20). As
expected from very active mothers, there was a progressive increasing in the parameters of
physical activity during pre-gestational period followed by a suddenly reduction during
gestation until the 14th day of lactation. Our results are aligned with previous study that
identified a more preservative behaviour from mothers in order to save energy for their foetus
(20). Also, very active mothers presented an increase in the body weight gain probably due
the high food consumption and the gain of lean mass related to physical activity (3). The high
number of pups recorded at delivery may also explain the high body weight as seen in VA
mothers. Even though the statistical analysis showed a difference in terms of number of pups
at birth, we believe that there is no physiological reason to consider that physical activity can
affect the number of pups at birth in rats.

The present study showed that pups from VA mothers increased the distance travelled
and reduced the number of stops in the open field test. Prior studies have mostly focused on
the effects of physical activity during pregnancy on the behaviour, learning and memory of
the offspring during the development (1, 10, 18). There are evidences that offspring from
active mothers had reduced anxiety levels (1) and improved spatial learning (10) compared to
offspring from control mothers. We also observed that pups from VA mothers showed more
pronounced changes in the average speed, average potency and energy expended in the open
field throughout ages. These parameters are more related to the ability of skeletal muscle to
develop force and thereafter movement (4). The increased ability to develop movement can
also be expressed as a function of the level of maturation, activation and coordination of
neural (sensory and motor) structures and muscle activation (14). It has been showed that
maternal environment can influence muscle phenotype and muscular mechanical properties
of the offspring.

Regarding to neural structures activation and coordination, motor and sensitive
reflexes (crawling, grasping, rooting, stepping, etc) are the first forms of movement and are

behaviourally stereotyped at birth and disappear in a way dependent on age and
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environmental stimuli (14). Early life events are critical in the development of these reflexes
and can influence permanently the development of neuromotor system. Previous study has
shown that voluntary maternal physical activity altered the ontogeny of some reflexes such as
righting, negative geotaxis, cliff drop avoidance and vibrissae placing reflexes in pups of rats
during development (20). During young age, the nervous system has a probable bent to
plasticity, which can enhance the internal potential of the developing brain (14). In addition,
maternal physical activity (treadmill running, beginning on the 15 postnatal day, 30 min/day
at a low-intensity) during pregnancy promoted hippocampal neurogenesis and increased
hippocampal brain-derived neurotrophic factor (BDNF) mRNA expression in rat offspring at
29 days old (15). It is possible that maternal physical activity has affected areas related to
sensorimotor development and locomotor activity such as spinal cord, cerebellum and
cerebral cortex (8). Thus, maternal physical activity influences on reflexes ontogeny and the
repercussions were seen on the pattern of locomotor tasks in the offspring during
development.

In the present study, pups showed a progressive increased time spent in the peripheral
area of the open field throughout ages. It is possible that the process of learning a new
physical skill or behaviour can increase the number of neurons in the hippocampus of young
rats during development (22). Animals develop the sensorial peripheral response by vibrissae
placing in the peripheral area of an open field. This response enhances in a function of age
because of the maturation of the nervous system, but also because of trial of training (17).
Over trials, the rats learn to remain on the peripheral areas and time spent in the central and
peripheral areas of the open field tends to reduce (8). However, this response was more
pronounced in pups from VA mothers. Previous studies have demonstrated that pups from
active mothers had increased hippocampal neurogenesis, modified reflexes ontogeny, better
memory and learning abilities (11, 18). This finding is particularly interesting once learning
different types of motor skill related to sensorial reflexes (vibrissae placing) can be associated
to a better learning of sports and games, and acquisition of motor coordination and physical

fitness in humans (21).

5. Conclusion

In this study, we demonstrate that maternal physical activity bearings the locomotor
activity of offspring by an increased distance travelled and average potency, reduced time
immobile and more time spent in the peripheral area of the open field arena. These effects can

be related to modification on reflexes ontogeny, better memory and learning abilities as seen
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in pups from active mothers. In addition, it is possible that maternal physical activity might

affect areas related to sensorimotor development and locomotor activity in the offspring

during development.
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7 CONCLUSAO

O fenOtipo ativo materno é estabelecido antes da gestacdo e altera a atividade
locomotora dos filhotes por aumentar a distancia percorrida e a poténcia média, reduzir o
tempo imovel e gastar mais tempo nas areas periféricas do campo aberto. Esses efeitos podem
estar relacionados com modificacbes na ontogénese dos reflexos, melhor capacidade de
memorizacdo e aprendizado, como pdde ser observado nos filhotes de mdes muito ativas.
Além disso, é possivel que a atividade fisica voluntaria materna afete areas relacionadas ao

desenvolvimento sensério-motor e locomotor dos filhotes durante o desenvolvimento.
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