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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) antes e durante a gestagao até o 15° dia
de lactagdo. De acordo com o nivel de AFV antes da gestacdo, as ratas foram
classificadas em inativas () e muito ativas (MA). Houve também um grupo controle
(C) que permaneceu em gaiolas padrao de laboratério durante o experimento. Aos
23, 45 e 60 dias, os filhotes machos provenientes de maes dos grupos MA, | e C
tiveram livre acesso, por cinco minutos, a um campo aberto de 1m de didmetro
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) e relagéo TI/NP (em
s). Aos 23 dias, ndo houve diferenga entre os grupos. Aos 45 dias, os filhotes MA
apresentaram maiores valores de DP em comparacéao aos filhotes | € maior VM e ET
em comparacgao aos filhotes C. Aos 60 dias, os filhotes MA mostraram maior VM, ET
e NP em comparagao ao grupo C e maior PM em comparagao a ambos os grupos |
e C. A relagédo TI/NP foi menor nos filhotes do grupo | em comparagéo ao grupo C,
enquanto os resultados do grupo MA foram menor em comparagao a ambos os
grupos | e C. Em conclusdo, a atividade fisica materna se mostrou eficaz em
aumentar a atividade locomotora de seus descendentes, possivelmente através de
beneficios sobre os sistemas nervoso e muscular ou diminuindo a ansiedade,

permitindo uma maior exploragao no campo aberto.

Palavras-chave: Plasticidade fenotipica, Atividade fisica voluntaria, Locomocéo.



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 (1) and Very Active (VA). Also, there was a control group (C) that
remained on laboratory standard cages throughout the experiment. 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. At the age of 23 days, there
was no difference between groups. At the age of 45 days, pups from VA mothers
showed higher values of DT in comparison with the | group, and higher AS and TE
than the pups from group C. At the age of 60 days, the pups from VA group
presented higher AS, TE, NS in comparison with group C, and higher AP than both
groups | and C. The relationship between TI/NS was lower from pups of group | in
comparison with group C, while the results of group VA were lower in comparison to
both groups | and C. In conclusion, the maternal physical activity was efficient to
increase the locomotor activity of its offspring, possibly through benefits over the
nervous and muscular system or by diminishing anxiety, allowing a higher exploration

of the open field.

Keywords: Phenotypic Plasticity, Voluntary physical activity, Locomotion.
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1 INTRODUGAO

Estimulos sobre a mae vém sendo utilizados para entender como o
organismo se adapta a diferentes condi¢des ambientais e como sao estabelecidas
estratégias para o desenvolvimento da prole (WELLS, 2003). Estudos
epidemiologicos e experimentais tém observado associagdo entre o aparecimento
de doencgas crénicas degenerativas durante a vida adulta e as fases iniciais da vida,
que inclui a gestacdo, o periodo de amamentagdo e a primeira infancia. Por
exemplo, a obesidade em homens adultos foi associada com a exposicao materna a
fome durante a gestacdo (RAVELLI, STEIN e SUSSER, 1976). A falta ou deficiéncia
de nutrientes nesses periodos iniciais da vida tem repercussdes a curto e em longo
prazo. A desnutricdo perinatal predispde o adulto ao aparecimento de doengas
metabdlicas como a diabetes mellitus tipo 2, a hiperlipidemia e aos fatores
associados, como a hipertensdo e outras doengas cardiovasculares (BARKER,
2007). Em ratos, a desnutricdo proteica durante a gestacao e lactagao causou uma
diminui¢do no tamanho dos eixos cranianos, menor peso, retardo na maturagédo de
reflexos, alteragcdo na proporcao de fibras musculares e no padrao de atividade
locomotora (AMORIM et al., 2009; BARROS et al., 2006; FALCAO-TEBAS et al.,
2012a; LEANDRO et al., 2011).

O padrao de atividade locomotora se refere a aquisicdo de movimentos
estruturados e organizados a partir da interagcao entre o sistema nervoso e o sistema
muscular esquelético (BICK-SANDER et al., 2006). As fases de aquisicao do padrao
locomotor se iniciam precocemente no nascimento a partir de movimentos reflexos
(BICK-SANDER et al., 2006). Durante as fases do desenvolvimento do sistema
nervoso e muscular, ocorre a aquisi¢gao sequencial de movimentos elaborados que
culminam com a completa maturacado da locomocao (MORGANE et al., 1993). Em
humanos, essas fases ocorrem desde o nascimento até o final da infancia (KIM et
al., 2007). Em ratos estas etapas acontecem até os 60 dias de vida (WESTERGA,
1990). Nestes periodos, o processo de hipertrofia e principalmente hiperplasia
ocorre em grande velocidade, e por isso, 0 organismo se torna mais suscetivel aos
efeitos de estimulos ambientais (DOBBING, 1964). Dessa forma, esses periodos séo
considerados criticos para o desenvolvimento da locomogao (CLARAC et al., 1998).

O fendmeno bioldgico subjacente a essas associagdes é denominado de

plasticidade fenotipica, que se refere a capacidade que o organismo tem de se
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adaptar a diversas condigbes ambientais (WEST-HEBERHARD, 1998). O
mecanismo proposto é o de que o ambiente pode induzir alteracées na expressao
de genes no DNA (Acido desoxirribonucleico) por metilacdo, e também por
modificagdes pods-traducado de histonas (geralmente por metilagdo e/ou acetilagao),
impedindo ou promovendo a ligagao de fatores de transcricdo na regido promotora
do gene (SINCLAIR et al., 2007). Dessa forma, o padrao de informagéao é transmitido
através da divisao celular, sendo especifico para determinado tecido e tipo de célula,
além de ser fundamental para a manutencdo da expressdo génica do organismo
(SILVEIRA et al., 2007).

Além do fator nutricional, outros estimulos ambientais sdo considerados
moduladores da plasticidade fenotipica, incluindo a manipulagdo de farmacos e a
atividade fisica (CLAPP, 2006; MANHAES-DE-CASTRO et al., 2001). Estudos
indicam que a atividade fisica materna e o aporte energético induzem adaptacdes
fisiolégicas na gestacdo e atuam como reguladores cronicos e agudos da
disponibilidade de oxigénio e nutrientes para o binbmio méae-filho (CLAPP, 2006).
Em ratos, estudos prévios envolvendo o treinamento fisico materno de intensidade
leve e moderado em esteira antes e durante a gestacédo, mostrou ser efetivo em
aumentar o consumo de oxigénio em repouso das ratas e alterar a trajetoria de
crescimento da prole, mesmo em associagdao a desnutricdo perinatal (AMORIM et
al., 2009). Mais recentemente, um estudo envolvendo o mesmo protocolo de
treinamento fisico materno associado a desnutricao proteica perinatal resultou em
menor ganho de peso e secrecdo de insulina pelas ratas (FALCAO-TEBAS et al.,
2012b). Nos filhotes, foi observada uma diminuicdo no retardo da ontogenia de
reflexos provocada pela restricdo nutricional (FALCAO-TEBAS et al., 2012a).
Entretanto, o modelo de treinamento fisico pode provocar maior estresse nos
animais, sendo um importante fator adverso nas interpretacbes dos resultados
obtidos (CONTARTEZE et al., 2008).

Neste contexto, a atividade fisica voluntaria surge como uma alternativa sobre
o treinamento fisico em animais. O termo “atividade fisica voluntaria” se refere
quando a locomocao nao esta relacionada a questdes de sobrevivéncia ou motivada
por algum fator externo (GARLAND et al., 2011). Trabalhos envolvendo este modelo
de experimentagdo animal resultaram em aumento no condicionamento
cardiorrespiratorio das ratas, além de ser observada uma reducdo na perda de
mineral 6sseo (ROSA et al., 2012). Na prole, a atividade fisica voluntaria materna
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provocou beneficios sobre o sistema nervoso, incluindo uma maior neurogénese
hipocampal e protecdo contra a neurodegeneracdo, além de maior plasticidade
neuronal (HERRING et al., 2012; KIM et al., 2007;). Todavia, ndo é de conhecimento
se esses beneficios no sistema nervoso promovidos pela atividade fisica voluntaria

materna provocam alguma alteragdo no padrao de atividade locomotora de ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plasticidade fenotipica

A plasticidade fenotipica se refere a capacidade que o organismo tem de se
adaptar a diversas condigdes, muitas vezes desvantajosas, impostas pelo ambiente
(WEST-HEBERHARD, 1998). A formagdo de um organismo € o resultado de
variagdes intraindividuais por influéncia do gendtipo (genoma individual) e do
ambiente (variacbes do fenotipo) (WEST-HEBERHARD, 1998). Embora a
plasticidade seja inerente ao organismo durante todas as fases da vida, alguns
pesquisadores observaram que insultos ambientais quando aplicados no inicio do
desenvolvimento, promovem adaptacgdes fisiolégicas que se tornam permanentes
(McCANCE, 1956). Isso ocorre porque nos periodos iniciais da vida (periodos de
gestacdo, amamentagcdo e primeira infancia) o organismo em desenvolvimento
atravessa um periodo de rapida multiplicacdo celular (hiperplasia) (MORGANE,
MOKLER e GALLER, 2002). Dessa forma, os efeitos do ambiente tendem a
influenciar a estrutura e funcado dos tecidos, e por esse motivo, as fases iniciais do
desenvolvimento sdo consideradas criticas (MORGANE, MOKLER e GALLER,
2002).

As primeiras pesquisas sobre o tema surgiram a partir de estudos sobre a
“Dutch Famine” durante o final da segunda guerra mundial (RAVELLI, STEIN e
SUSSER, 1976). Nesta pesquisa de coorte, foram estudados 300.000 homens, filhos
de maes que sofreram com a escassez alimentar. Os resultados mostraram que
esses individuos apresentavam padrées de composi¢ao corporal diferenciados a
depender da idade em que tenham sido expostos a desnutricio materna durante a
vida intrauterina (RAVELLI, STEIN e SUSSER, 1976). Os individuos que sofreram
com a desnutricdo no primeiro semestre da gestacéo, apresentavam alta incidéncia
de obesidade na vida adulta. O mesmo nao foi observado em individuos cujas maes
foram subnutridas no ultimo trimestre da gestacdo (RAVELLI, STEIN e SUSSER,
1976).

Desde entao, varias pesquisas associando os efeitos da desnutricdo perinatal
com o aparecimento de doencgas crénicas ndo transmissiveis (DCNT) tem surgido.
Evidéncias epidemioldgicas indicam que existem relagdes entre o baixo peso ao
nascer com o aparecimento de diabetes mellitus tipo 2, obesidade, hiperlipidemia e
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doencas associadas, como a hipertensdo e outras doencas cardiovasculares
(RAVELLI, STEIN e SUSSER, 1976; HALES e BARKER, 2001). Estudos
experimentais também vém associando efeitos da desnutricdo perinatal com
alteragbes no comportamento alimentar, depressao, ansiedade e menor crescimento
somatico (AMORIM et al. 2009; MAGALHAES, 2011; SILVA, 2009;).

Nesta perspectiva, foram formuladas hipoteses que pudessem esclarecer a
relacdo causal para o aparecimento das DCNT com insultos ambientais no inicio da
vida. Na década de 1960, foi formulada a “hipétese do gendtipo poupador” segundo
a qual individuos subnutridos no periodo critico sofreriam uma mutagdo genética
levando a alteragdes fisioldgicas, como a resisténcia a insulina, que seria benéfica
em ambientes de escassez alimentar, gerando a sele¢ao natural desses individuos
(NEEL, 1962). Seguindo a mesma linha de observacéao, foi sugerida a “hipétese do
fendtipo poupador”. Esta hipotese propde que o organismo se adapta a um ambiente
intrauterino adverso otimizando os recursos nutricionais escassos para garantir sua
sobrevivéncia. Entretanto, esse processo favoreceria o desenvolvimento de 6rgaos
nobres como o0 coragao e o cérebro, em detrimento de outros, como o musculo,
originando a diabetes mellitus tipo 2 e outras doengas metabdlicas (HALES e
BARKER, 1992).

Mais recentemente, surgiu a hipétese das “respostas adaptativas preditivas”
(BATESON, GLUCKMAN et al., 2004). Neste modelo, se coloca que o feto em
desenvolvimento receberia informagdes sobre as condigcbes ambientais atuais e
geraria uma resposta adaptativa imediata (RAIl), promovendo adaptagdes fisioldgicas
que o permitissem sobreviver ao ambiente previsto. Contudo, se o ambiente previsto
se modificar, as adaptacdes provocariam um “custo” a qualidade de vida desse
individuo (BATESON, GLUCKMAN et al., 2004). Wells (2012a) faz uma critica a
esse modelo sugerindo que o feto ndo recebe informagdes diretamente do ambiente,
mas do fendtipo materno. O fendtipo materno funcionaria como um “tampao” que
amorteceria os efeitos dos varios sinais ambientais para o feto, ainda incapaz de
“‘interpretar” todas as informagdes provindas do ambiente (WELLS, 2012a). Dessa
forma, a méae ofereceria um componente metabdlico integralizando todos os sinais
ambientais ao feto e evitaria alteragbes excessivas dentro de uma geragao.

Os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas
parecem ter origem de ordem epigenética (HANSON e GLUCKMAN, 2011). A

epigenética é o termo usado na biologia para se referir ao processo de expressao e
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transmissdo da informacédo genética, por meios que ndo afetam a sequéncia do
DNA, mas a organizagao estrutural da cromatina (SINCLAIR et al., 2007). Os dois
mecanismos epigenéticos conhecidos sao a metilagdo do DNA e a modificagao pés-
tradugao de histonas (SINCLAIR et al., 2007). A metilagdo do DNA ocorre quando ha
a adicdo de um grupo metil aos residuos de citosina do DNA. A consequéncia € uma
inibicdo da expressao de genes que sofreram metilagdo por impedir a ligagdo dos
fatores de transcricado (SAWAYA, LEANDRO, WAITZBERG, 2013).

As modificagbes poéds-traducado de histonas ocorrem quando ha a adicdo de
um grupo metil, acetil, fosfato ou ubiquitina (geralmente metil e acetil) na regido N-
terminal das histonas. Essa associacdo provoca uma modificacdo na afinidade com
o DNA, alterando a conformacdo da cromatina, promovendo (eucromatina) ou
impedindo (heterocromatina) o acesso de fatores de transcricdo para as regides
promotoras do gene (SAWAYA, LEANDRO, WAITZBERG, 2013). Dessa forma, o
padrao de informacgao é transmitido através da divisdo celular, sendo especifico para
determinado tecido e tipo de célula, além de ser fundamental para a manutengao da

expressao génica do organismo (SILVEIRA et al., 2007).

2.2 Desenvolvimento locomotor e plasticidade fenotipica

A locomocgao € uma caracteristica vital dos animais, pois é através dela que
ocorre sua interagdo com o ambiente (GARLAND et al., 2011). Os comportamentos
de locomogao constituem elementos importantes para sobrevivéncia, tais como, a
busca por alimentos, a fuga de um predador ou a reproducao sexual (GARLAND et
al., 2011). Esses comportamentos requerem coordenagao precisa e da simultanea
atividade de vias motores e da maturacdo e integragao funcional dos sistemas
nervoso e muscular (WESTERGA e GRAMSBERGEN, 1990; BARROS et al., 2006).

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), nos mamiferos,
comega no periodo gestacional e continua durante o inicio da vida pods-natal
(MORGANE et al., 1993; GUEDES, ROCHA-DE-MELO e TEODOSIO, 2004). No
periodo gestacional, o processo de formagao do tecido nervoso pode ser dividido em
trés fases principais: organogénese (processo de desenvolvimento do embrido que
ocorre em 5 etapas: segmentagdo, moérula, blastula, gastrulacdo e neurulagéo),
neurogénese e gliogénese (formagdo de neurdnios e glias que sdo células

constituintes do sistema nervoso) e diferenciagdo das células neurais imaturas
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(MORGANE et al., 1993). No periodo pdés-natal, ocorre os eventos tardios da
neurogénese e gliogénese seguindo de migragao e diferenciagao celular, formagao
de mielina e sinaptogénese, em ratos (MORGANE et al., 1993). Além disso, é neste
periodo que ocorre maior integragao e maturagdao da comunicagéo entre o SNC e a
periferia. No quinto dia de vida pds-natal, as primeiras fibras do trato corticoespinhal
(composto principalmente de axénios motores) atingem os segmentos lombares e
entre 0 12° e 20° dia de vida pds-natal ocorre um rapido desenvolvimento do cortex
sens6rio motor com aumento maximo na conectividade (WESTERGA e
GRAMSBERGEN, 1990).

Em ratos, o desenvolvimento muscular comega no periodo gestacional, no
qual surgem as células progenitoras do musculo esquelético que se diferenciam nas
fibras musculares (BIRESSI, MOLINARO e COSSU, 2007). Nesse periodo de
formacéao das fibras se inicia a inervagao muscular, no qual cada fibra é inervada por
varios axonios sendo, posteriormente, esse excesso de axdnios eliminados restando
apenas um para cada fibra muscular (BIRESSI, MOLINARO e COSSU, 2007). Na
auséncia de inervacao funcional, a formagao de fibras musculares é prejudicada,
levando a uma reducdo no numero total de fibras (BIRESSI, MOLINARO e COSSU,
2007). Durante o periodo pos-natal, ocorrera maturagdo do controle das acgdes de
contracdo e relaxamento musculares, permitindo a realizacdo de movimentos
coordenados (GRAMSBERGEN, 1998).

Alguns estudos tém sugerido que a falta de nutrientes nos periodos iniciais da
vida tem influéncia no desenvolvimento muscular e no sistema nervoso. Em
humanos, foi observado que o baixo peso ao nascer (indicador de desnutricdo) esta
relacionada a uma menor secgao transversa muscular, menor geracao de forca e
menor resisténcia (WHITFIELD e GRUNAU, 2006). Pesquisas experimentais
também mostram que a desnutricdo perinatal provoca alteracdo nas propriedades
mecanicas do musculo esquelético e alteracdo na proporcao de fibras musculares
(LEANDRO et al., 2011; TOSCANO et al., 2008). A desnutricdo também causa
retardo na ontogenia de reflexos, um parametro relacionado ao desenvolvimento do
sistema nervoso (FALCAO-TEBAS et al., 2012). Por fim, Barros et al. (2006)
mostrou, através de pesquisa experimental, que a desnutricdo materna causa
alteracao no padrédo de atividade locomotora de seus descendentes.

Assim, os periodos de gestacdo e lactagdo se mostram de extrema

importancia no desenvolvimento dos sistemas nervoso e muscular,
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consequentemente, da locomogéo. A integracdo dos sistemas nervoso e muscular é
fundamental para a construcdo do padrdo locomotor. Enquanto o sistema nervoso
esta relacionado com a coordenacao e controle da agao motora, o sistema muscular
tem funcdo de gerar forga mecanica para permitir o deslocamento do corpo
(BARROS, 2006).

2.3 Atividade fisica e plasticidade fenotipica

O termo atividade fisica se refere a qualquer movimento realizado pelo
sistema muscular esquelético que demande um gasto energético acima do gasto
energético basal (LEANDRO et al., 2009). A medida mais usada para determinar o
gasto energético é através do equivalente metabdlico (MET), onde um MET equivale
a3.5 ml Oykg''min™' (gasto energético de repouso) (SAWAYA, LEANDRO,
WAITZBERG, 2013). O individuo pode ser classificado em ativo ou inativo a
depender da quantidade de calorias gastas em atividades fisicas durante a semana.
A classificagdo em ativo ocorre quando o individuo demanda um gasto energético
em torno de 450 METs/min/semana (SAWAYA, LEANDRO, WAITZBERG, 2013).

Quando a atividade fisica passa a ser realizada de forma sistémica (balizada
pela intensidade, frequéncia, volume, tempo e tipo de esforgo), esta passa a ser
considerada exercicio fisico (SAWAYA, LEANDRO, WAITZBERG, 2013). O
exercicio fisico pode ser classificado de acordo com a intensidade do esforco em:
leve, moderado e intenso. Essa classificacdo tem como base a realizacdo de testes
de esfor¢co maximo para avaliar a concentragdo de lactato sanguineo, o consumo
maximo de oxigénio (VO2max) €/ou a frequéncia cardiaca maxima (FCnax) (LEANDRO
et al., 2009). Em exercicios de intensidade leve e moderada, a concentragdo de
lactato permanece abaixo de 4mmol/L. O VOynsx € @ FCihax S80 0s parametros mais
comumente utilizados para avaliar a intensidade do esforgo. O exercicio leve
geralmente esta associado a intensidade de esforgo entre 20-50% do VOzmax € da
FCmax, O exercicio moderado a 50-75% do VOzmsx € da FCrax € 0 exercicio intenso
acima de 75% do VOzmsx € da FCrnax (LEANDRO et al., 2009). O exercicio fisico se
diferencia do treinamento fisico quando este é realizado de forma constante através
de um protocolo de treinamento (detalhando as sessdes, a intensidade, o volume, a

frequéncia semanal e as avaliagdes fisicas) com um objetivo de se atingir um
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determinado resultado ao final do processo (SAWAYA, LEANDRO, WAITZBERG,
2013).

Estudos vém sustentando a ideia de que um estilo de vida materno ativo
induz adaptagdes fisiolégicas e atuam como reguladores cronicos e agudos da
oferta de oxigénio e substratos energéticos para o feto em desenvolvimento
(CLAPP, 2006). Mulheres que praticam exercicio fisico antes e durante a gestagéo
tém uma melhor interagao materno-fetal, maior volume e uma maior funcionalidade
da placenta (observada através de uma maior atividade do labirinto placentario)
(CLAPP, 2002). Entretanto, esses beneficios estdo relacionados com a magnitude
do esforgo. Em exercicios fisicos intensos, a uma grande redistribuicdo do fluxo
sanguineo para os musculos em atividade, causando uma diminuigao temporaria na
disponibilidade de oxigénio e nutrientes ao feto (THOMAS, CLAPP, SHERNCE,
2008). Em resposta, o feto libera peptideos que tornam seu crescimento mais lento.
Dessa forma, o exercicio fisico intenso quando realizado regularmente esta
associado a um baixo peso ao nascer (THOMAS, CLAPP, SHERNCE, 2008).

Em ratas, um treinamento fisico em esteira de intensidade moderada (5
dias/semana e 60 min/dia, a 65% VOmax) 4 semanas antes da gestagdo e de
intensidade leve (5 dias/semana e 20min/dia, a 40% VOg2max,) durante a gestagao
resultou em aumento nos indicadores de crescimento de seus filhotes desnutridos,
avaliados através do eixo longitudinal do corpo, comprimento da cauda, eixo
laterolateral e anteroposterior do cranio (AMORIM et al., 2009). O mesmo protocolo
de treinamento fisico associado a desnutricido perinatal com ratas também
demonstrou ser efetivo em atenuar o retardo na maturagdo de alguns reflexos da
prole (FALCAO-TEBAS et al., 2012). Contudo, o programa de treinamento fisico
forgcado pode causar estresse nos animais, podendo ser um importante fator adverso
na interpretacao dos resultados obtidos (CONTARTEZE et al., 2008).

Recentemente, pesquisadores tem utilizado protocolo de atividade fisica
voluntaria materna como uma alternativa sobre o treinamento fisico forcado
(CARTER et al., 2012; MUNIZ et al., 2014; ROSA et al., 2011). O termo “atividade
fisica voluntaria” se refere quando a locomocao nao esta relacionada a questbes de
sobrevivéncia ou motivada por algum fator externo (GARLAND et al., 2011). Uma
pesquisa utilizando ratos Wistar utilizou dois modelos diferentes de atividade fisica
voluntaria em gestantes: o agachamento e a torre de escalada (ROSA et al., 2011).

Os resultados apresentaram beneficios no comprimento fetal e no peso da placenta
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(ROSA et al. 2011). Outros estudos observaram os efeitos da atividade fisica
voluntaria materna em cicloergdmetro sobre a prole (CARTER et al., 2012; MUNIZ et
al., 2014). Estes trabalhos mostraram que a atividade fisica voluntaria materna foi
capaz de alterar parametros relacionados ao crescimento somatico e de aumentar a
captacdo de glicose em resposta a insulina no musculo esquelético e no tecido
adiposo (CARTER et al., 2012; MUNIZ et al., 2014). Os resultados encontrados
sugerem que a atividade fisica voluntaria pode minimizar os riscos de
desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 (CARTER et al., 2012).

Outros beneficios promovidos pela atividade fisica voluntaria materna na prole
inclui uma maior neurogénese hipocampal, maior capacidade de memorizagéo,
protecdo contra a neurodegeneragao e maior plasticidade cerebral (HERRING et al.,
2012; KIM et al., 2007;). Logo, a atividade fisica voluntaria materna surge como uma
alternativa de intervencédo nao farmacoldgica que pode promover beneficios a mae e

seus descendentes, prevenindo o aparecimento de DCNT na vida adulta.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria materna sobre os parametros

de atividade locomotora da prole.

Objetivos Especificos:

Nas ratas:
e Avaliar o peso corporal, consumo alimentar e a glicemia de jejum nos
periodos de adaptacéao a atividade fisica voluntaria, gestacao e lactagao;
e Quantificar diariamente a disténcia percorrida, estimativa de gasto caldrico e

tempo de atividade fisica durante os periodos de adaptacido a atividade fisica

voluntaria, gestacao e lactagéo.

Nos filhotes:

e Avaliar o padrao de atividade locomotora.



25

4 METODOLOGIA

4.1 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
colénia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Brasil. Os animais foram mantidos em biotério de experimentagcdo 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 alimentagao: periodo de adaptacdo (carboidratos:
75%, lipideos: 11% e proteinas: 14%) e periodo de gestagao/lactacéo (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 cicloergbmetro por um periodo de 30 dias (periodo de adaptagao). Apos 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 n&o tiveram
acesso ao cicloergdbmetro. O dia em que foi observada a presenca de espermatozoides
na cavidade vaginal foi designado o dia de concepcgao, dia 0 da gestacdo. As ratas
gestantes foram entdo transferidas para suas respectivas gaiolas onde tiveram livre
acesso ao cicloergbmetro durante todo o periodo de gestacéo e os 15 primeiros dias de
lactacdo. O cicloergbmetro foi travado no 15° dia de vida pdés-natal dos filhotes para
preveni-los de correrem no cicloergbmetro ou de se machucarem. No 1° dia de vida
pos-natal, os filhotes foram reduzidos a 8 por mae, 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 avaliagao dos parametros de atividade locomotora
apds 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). Apés o
desmame (22 dias), os filhotes receberam dieta padrdo Presence-Brazil durante o
experimento. A manipulagdo e os cuidados com os animais seguiram o estatuto da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA). O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica no uso de animais do Centro de Ciéncias Biolégicas da UFPE
(processo n° 23076.047664/2013-87) (Anexo A).
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4.2 Avaliagao da atividade fisica voluntaria materna

As ratas foram alojadas individualmente em gaiolas de atividade fisica voluntaria
(GAFV) de acrilico com as seguintes dimensdes: 27 cm de largura, 34 cm de altura e
61 cm de comprimento (Figura 1). Em uma das extremidades foi posicionado um
cicloergbmetro com 27 cm de didmetro, composto por acrilico e raios em ago inoxidavel
(Figura 2). Um sistema de monitoramento por sensor (ciclocomputador Cataye, model
CC-VL810, Osaka, Japan) foi acoplado a gaiola e ao cicloergbmetro de forma a medir
as seguintes grandezas fisicas: distancia percorrida (km), tempo (minutos), velocidade
meédia (Km/h) e estimativa de gasto calérico (em Km/s/dia) (Figura 3). A distancia foi
determinada através do numero de rotagdes do cicloergbmetro. A velocidade foi
calculada através do intervalo de tempo entre uma rotagao e outra. A circunferéncia da
roda e o didmetro 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 cal6rico 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 nao, a atividade fisica voluntaria no cicloergbmetro.
Um grupo controle (C, n =4) com idade e peso corporal similar foi incorporado no

estudo e alojado individualmente em gaiolas padrao de laboratério.

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

A B




Figura 2 - Comedouro (A) e cicloergdbmetro (B).

A

Figura 3 — Funcionamento do ciclocomputador.

A B

Nota: Ciclocomputador com os sensores [Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan]
(A); Posicionamento de um sensor na por¢cao externa da GAFV, acoplado ao
ciclocomputador (B); visao interna dos sensores, um aclopado ao cicloergbmetro e
outro a GAFV (C); Rata realizando a atividade fisica (D).

27
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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 :::i:;;aa Gasto Calérico Tempo
experimentais (kmidia) (Kmis/dia) (min/dia)
Controle 0 0 0
Inativo <1.0 <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

Fonte: Muniz, Gisélia et al., 2014.

4.3 Avaliagdes do peso corporal e consumo alimentar das ratas

O peso corporal e 0 consumo alimentar das ratas foram mensurados a cada trés
dias durante todo o experimento usando uma balanca de precisdo Marte, modelo S-

1000, com capacidade maxima de 1000g e sensibilidade de 0,01g.

4.4 Mensuragéao da glicose sanguinea

Apos 12 horas de jejum, os niveis de glicemia das ratas foram avaliados no
ultimo dia do periodo de adaptagcdo e semanalmente no periodo de gestagao. As
concentragdes 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.

4.5 Avaliagao da atividade locomotora

4.5.1 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 pos-

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
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locomoviam livremente. Na troca dos animais, o campo foi limpo com solugédo de agua
e hipoclorito, e o etil vinil acetato (EVA), para eliminar odores que possam interferir no

comportamento do animal seguinte.

4.5.2 Sistema de captacdo de imagens

A monitoragédo 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
locomog&o do animal e proporcionar um maior contraste com este (Figura 4A e B).
Essa monitoragdo 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 fixagao até o solo
do campo é de 2,40 m. A camera possui sensor de infravermelho e um LED de
iluminagao. Apresenta resolugao de 420 linhas, velocidade entre 1/60 e 1/100 s, e sua
sensibilidade permite registrar imagens com iluminagdo minima, até 0,1 lux. A camera

foi acoplada ao computador através de placa de captura (ARAGAO et al., 2011).

Figura 4 — Funcionamento da filmagem no campo aberto.

A B
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Nota: Vista superior do campo aberto em ambiente claro (A); Imagem do rato no campo (B);
Camera de captura das imagens dos animais (C); Representacido esquematica do sistema (D).

4 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 informacbdes que seriam utilizadas para analise dos quadros.
Dentro do campo aberto, a andlise 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 nao 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 cabega e dos membros

* Velocidade média (m/s): relagao 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 imével: tempo total que o animal ficou imével no campo aberto;

* Numero de paradas: numero total de paradas realizadas no campo;

» Relacdo tempo de imobilidade/numero de paradas: relacdo entre o tempo total que o

animal permaneceu imoével no campo aberto e o numero total de paradas.
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A analise do padrdo de atividade locomotora seguiu o protocolo criado por

Aragéo et al. (2011), com a adigdo da variavel deslocamento rotacional e energia total.

4.6 Analise estatistica

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

Para a analise da atividade locomotora, foi utilizado o teste ANOVA two-way
seguido do pos-teste de Bonferroni para os paréametros de distancia percorrida,
velocidade média, poténcia média, energia total, tempo imovel e numero de paradas.
Para a relacédo entre o tempo imovel e o numero de paradas, foi utilizado o teste de
Friedman seguido do pos-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).
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5 RESULTADOS

Como esperado, o grupo MA apresentou um aumento progressivo na
distancia percorrida, na estimativa de gasto calorico e no tempo diario de atividade a
partir da segunda semana em comparagdo com o grupo | durante a adaptagéo
(Figura 5). Durante a gestacdo, o grupo MA abruptamente reduziu o nivel de
atividade fisica voluntaria se tornando inativa, e assim permaneceu até o 15° dia da
lactacao (dia em que o cicloergdmetro foi travado) (Figura 5).

As ratas MA tiveram maior ingestdo alimentar durante a adaptacdo e a
gestacdo em comparagao as ratas do grupo C (Tabela 2). Durante a gestagao, a
ingestao alimentar do grupo MA também foi superior ao do grupo | (Tabela 2). Ao
término da gestacéao, as ratas MA estavam mais pesadas que as ratas C, enquanto
que durante o periodo de lactagdo, o grupo MA apresentou maior peso inicial e peso
final em comparagdo ao grupo C (Tabela 2). Nado houve alteragdo na glicemia de

jejum entre os grupos (Tabela 2).

Figura 5 — Resultados dos parametros da atividade fisica voluntaria.
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Tempo de atividade
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Nota: Distancia diaria percorrida (A), estimativa de gasto calérico (B) e tempo diario de
atividade fisica (C) foram registrados durante os periodos de adaptacdo, gestacdo e

lactacdo. Valores estdo apresentados como média + E.P.M. *p<0.05 vs. Inativo usando
ANOVA two-way com o poés-teste de Bonferroni.

Tabela 2 - Dados das ratas nos periodos de adaptagéao, gestacao e lactagao.

PC Inicial PC Final A% PC Consumo Glicemia

alimentar
(9) (9) (mg/dL)
(g/dia)
Adaptacao
Controle 2187 142 2265 6.2 43 44 120 0.5 1093 4.3
Inativo 2332 39 2386 49 24 21 136 09 1088 2.8

Muito Ativo 2342 4.7 2375 58 16 29 154° 0.6 1088 3.3

Gestacao
Controle 2340 74 3254 112 390 12 146 06 742 37
Inativo 2570 6.2 3513 64 371 36 161 05 768 27

Muito Ativo 254.6 7.4 363.9° 9.0 439 59 20.7*° 0.7 69.1 34

Lactagcao
Controle 2520 6.3 2499 98 -08 29 371 34 - -
Inativo 2755 45 2767 38 05 13 405 1.5 - -

Muito Ativo 284.9% 7.2 282.8° 94 -06 27 424 23 - -

Nota: Controle (n=4); Inativo (n=8) e Muito Ativo (n=8), @ p<0.05 vs Controle e °p<0.05 vs
Inativo usando ANOVA one-way com poés-teste de Tukey. Valores expressos em média +
E.P.M.

Os parémetros da atividade locomotora foram avaliados nos dias 23, 45 e 60

de vida pos-natal dos filhotes (Figura 6). A distancia percorrida foi reduzida com o
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passar das idades em todos os grupos. O deslocamento rotacional, velocidade
meédia, poténcia média, energia total, tempo imdvel, numero de paradas e relagao
entre numero de paradas/tempo imovel foi progressivamente aumentando nas
diferentes idades (Figura 6).

Diferengas intergrupos foram avaliadas em cada idade. Aos 23 dias, n&o
houve diferenga entre os grupos nos parametros analisados. Aos 45 e 60 dias de
vida, os filhotes do grupo MA apresentaram maiores valores de distancia percorrida,
e consequentemente menor tempo imoével em comparagao aos filhotes dos grupos |
e C (Figuras 6A e F). Aos 45 dias de vida, a velocidade média e energia total foram
maiores nos filhotes do grupo MA em comparagao aos filhotes do grupo C (Figuras
6C e E). Aos 60 dias de vida, os filhotes do grupo MA apresentaram maiores
resultados de velocidade média, energia total e numero de paradas em comparagao
aos filhotes do grupo C (Figuras 6C, E e G). Além disso, a poténcia média se
mostrou maior nos filhotes do grupo MA em comparagdo a ambos filhotes dos
grupos | e C (Figura 2D). A relagdo entre o numero de paradas/tempo imével foi
menor nos filhotes do grupo | em comparacéao aos filhotes do grupo C, enquanto os
resultados dos filhotes do grupo MA foram menor em comparagédo a ambos 0s

grupos (Figura 6H).

Figura 6 — Parametros locomotores dos filhotes aos 23, 45 e 60 dias de vida.
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Nota: As ninhadas foram classificadas de acordo com a atividade fisica voluntaria materna
durante o periodo de adaptagdo (30 dias antes da gestacdo), sendo constituido pelos
grupos: Controle (n=4), Inativo (n=8) e Muito Ativo (n=8). A, distancia percorrida (m); B,
deslocamento rotacional (m); C, velocidade média (m/s); D, poténcia média (mW); E,
energia total (kcal); F, tempo imodvel (s); G, numero de paradas; H, relagdo numero de
paradas/tempo imovel (s). Os valores sdo apresentados em média + E.P.M. *p<0.05 vs. 23
dias; 5p<0.05 vs. 45 dias; ?p<0.05 vs. Controle e °p<0.05 vs. Inativo usando o ANOVA two-
way e pos-teste de Bonferroni.

Ja vem sido reconhecido nos ultimos anos que um estilo de vida materno e
seus beneficios no condicionamento fisico influenciam o desenvolvimento do feto

(CLAPP, 2006). Estudos com humanos tém demonstrado que a pratica de atividade
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fisica durante a gestacdo esta associada a redugdo dos riscos de se desenvolver
alguma doencga crbénica degenerativa durante a vida adulta (MELZER e SCHUTZ,
2010). Os beneficios incluem diminuicdo da massa gorda, tolerancia ao estresse e
avancada maturagdo neurocomportamental (MELZER e SCHUTZ, 2010). O modelo
empregado no presente estudo foi o de atividade fisica voluntaria materna, que
permite o estabelecimento do fendtipo ativo antes da gestagdo. Em adicao,
buscamos compreender os efeitos desse modelo de atividade fisica nas ratas
gestantes e sobre a atividade locomotora de seus filhotes.

Durante o periodo de adaptacao, foi estabelecido o nivel de atividade fisica
das ratas de acordo com a classificagdo de Muniz et al., (2014). Embora as ratas |
se encontrassem nas mesmas condigdbes ambientais das ratas MA, a presenca do
cicloergbmetro nao foi suficiente para estimula-las a pratica. Estudos experimentais
ja vém demonstrando que ha forte carga genética nas atribuigdes do comportamento
singular (LIGHTFOOT et al., 2004). Ou seja, o nivel de atividade fisica pode ser
influenciado por fatores intra-individuais (LIGHTFOOT et al., 2004). A procura pelo
cicloergbmetro pode ter sido agradavel para as ratas MA ao ponto de ser
considerado um vicio. O mecanismo pode estar relacionado as modificacdes
neurobioldgicas através do sistema dopaminérgico e o endocanobindide, alterando o
limite de recompensa para a corrida no cicloergbmetro (VOLKNOW et al., 2004;
KEENEY et al., 2008; BELKE e GARLAND , 2007; DAVIS et al., 2008).

Os diferentes niveis de atividade fisica voluntaria influenciaram a ingestao
alimentar. O grupo MA apresentou maior consumo em comparagao aos grupo | e C
(Tabela 2). Ja se sabe através de estudos anteriores que um maior grau de atividade
fisica induz um maior consumo alimentar, provavelmente por um mecanismo que
envolve a maior secrecdo de ghrelina, horménio que estimula a secregcdo de
neuropeptidios orexigénos (SWALLOW et al., 2001; JUNG e LUTHIN, 2010;
CUMMINGS, FOSTER-SCHUBERT e OVERDUIN, 2005). Apesar de a maior
ingestao alimentar, ndo houve diferenca entre os grupos em relagdo ao peso
corporal durante a adaptacao (Tabela 2). Isto sugere que o grupo MA tenha se
adaptado ao déficit energético provocado pela atividade fisica com uma maior
ingestao alimentar, mantendo sua homeostase energética (TSCHOP et al., 2001).

Durante a gestagéo o grupo MA diminuiu abruptadamente o nivel de atividade
fisica voluntaria tornando-se inativas e assim permanecerem durante a lactagao

(Figura 5). Os dados encontrados ja eram esperados e corroboram com estudos
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anteriores, nos quais foi observada uma tendéncia natural de diminuicdo da
atividade fisica ao avancgar da gestacao e lactagcao (CARTER et al., 2012; MUNIZ et
al., 2014). Devido as adaptagbes fisiologicas ocorridas na gestacdo como: a
formacdo da placenta, ganho de peso, diminuicdo do consumo de oxigénio em
repouso e menores taxas de glicose sanguinea, ha uma maior probabilidade de
cansaco e sonoléncia, consequentemente, uma menor disposicdo a pratica de
atividade fisica (YEOMANS e GILSTRAP, 2005; DOWNS et al., 2012). Dessa forma,
as ratas cessaram a atividade fisica de modo a preservar suas reservas energéticas
durante o desenvolvimento da prole na gestagdo e posteriormente durante a
lactagao.

Embora o grupo MA tenha diminuido o nivel de atividade fisica até tornarem-
se inativas, sua ingestao alimentar continuou superior aos demais grupos (Tabela 2).
Consequentemente o grupo MA apresentou maior peso final na gestacdo em
comparagao aos grupos | e C, alterando o equilibrio energético (TSCHOP et al.,
2001). Durante o periodo de lactacdo as ratas do grupo MA apresentaram maior
peso inicial e final em comparacdo aos demais grupos, apesar de nao houver
diferenga na ingestédo alimentar em comparagéo aos grupos | e C (Tabela 2).

Estudos prévios vém mostrando que a pratica de atividade fisica materna se
traduz em beneficios aos seus descendentes (AMORIM et al., 2009; FALCAO-
TEBAS et al., 2012; HERRING et al., 2012; KIM et al., 2007). No presente estudo, a
atividade fisica voluntaria materna foi capaz de promover beneficios sobre a
atividade locomotora da prole (Figura 6), mesmo com a inatividade procedida apds a
gestacdo. Esses resultados corroboram com Wells (2010), que afirma que as
experiéncias de vida das maes sao tdo ou mais importantes do que os estimulos
provocados durante a gestacado, uma vez que o fendétipo materno ira funcionar como
um tampdo, protegendo seus descendentes e oferecendo um componente
integralizado dos diversos sinais ambientais. A atividade fisica materna e outros
estimulos sdo capazes de causar alteragcbes no sistema nervoso e no sistema
muscular (HERRING et al.,, 2012; KIM et al., 2007; LEANDRO et al., 2011) que
podem ter sido traduzidos em beneficios no padrdo locomotor dos filhotes de maes
MA. Também ¢é de conhecimento que a atividade fisica diminui os niveis de
ansiedade, o que pode ter promovido maior exploragdo do campo aberto por parte
dos descendentes das ratas MA (ANDERSON e SHIVAKUMAR, 2013). Estudos que

busquem compreender os efeitos da atividade fisica voluntaria materna sobre os
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niveis de ansiedades devem ser elaborados para de fato podermos fazer tal

afirmacao.
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6. CONCLUSAO

Os dados permitem afirmar que as ratas apresentam influéncias
intraespecificas que irdo determinar seus niveis de atividade fisica. A pratica da
atividade fisica € capaz de aumentar a ingestdo alimentar para manutencédo da
homeostase energética e nédo altera a glicemia de jejum durante a gestagdo. A
atividade fisica voluntaria materna ainda provoca beneficios sobre os sistemas
nervoso € muscular da prole, melhorando seu padrdao locomotor. Os resultados
achados estdo de acordo com estudos que testam a hipdtese da plasticidade
fenotipica e abrem uma possibilidade para o entendimento dos efeitos da atividade

fisica voluntaria sobre a prole.
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