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RESUMO

Investigamos o efeito da atividade fisica voluntaria materna sobre parametros
comportamentais (ansiedade e memoria) e eletrofisiolégicos (depressdo alastrante
cortical - DAC) tanto em ratas quanto sua prole. Ratas da linhagem Wistar (n =33)
foram alojadas individualmente em gaiolas de atividade fisica voluntéria, contendo
cicloergbmetro (roda de corrida). Nessas gaiolas foram acoplados
ciclocomputadores que permitiram o registro da distancia percorrida, estimativa do
gasto calorico e tempo de atividade. As ratas passaram por um periodo de
adaptacao (30 dias), recebendo neste periodo dieta de manutencdo (AIN-93M).
Posteriormente, foram classificadas de acordo com o nivel diario de atividade fisica
em: Inativas (n=8), Ativas (n =11) e Muito Ativas (n =14). ApOs periodo de
adaptacao, foram acasaladas e ao confirmar gestacéo, as ratas se mantevem com
acesso a vontade ao cicloergbmetro até o 142 dia de lactacdo. Enquanto gestantes e
lactantes, as ratas receberam dieta recomendada para esta fase da vida (AIN-93G).
Seguido o desmame, todas as ratas maes foram testados comportamentalmente no
labirinto em cruz elevado, campo aberto e nos testes de reconhecimento espacial e
forma do objeto. Apés realizacdo de todos os testes comportamentais, registrou-se a
DAC. Dois filhotes, um macho e uma fémea de cada rata, ao completarem 60 dias
de idade, foram submetidos aos testes comportamentais de ansiedade e memoria,
seguidos pelo registro eletrofisiologico da DAC, com idade entre 70 e 80 dias.
Nossos resultados demonstraram que a atividade fisica voluntaria materna antes da
gestacdo até a lactacdo induziu comportamento menos ansioso, melhor retencéo de
memoria e foi capaz de modular os parametros eletrofisiologicos da DAC, exibindo
velocidades de propagacdo menores tanto nas ratas muito ativas quanto em seus
respectivos filhotes. Tomados em conjunto, concluimos que a atividade fisica
materna pode ser uma estratégia efetiva em melhorar sintomas de ansiedade, de
comprometimento da memaria, bem como modular excitabilidade cortical e possiveis

patologias associadas.

Palavras-chave: Atividade fisica voluntaria; ansiedade; memoria; depressao

alastrante cortical; ratos.



ABSTRACT

In the present study, we investigated the effect of voluntary maternal physical activity
(n =33) were housed individually in voluntary physical activity cages, containing a
cycle ergometer (running wheel). Cyclocomputers were attached to these cages,
which allowed recording of the distance covered, estimation of caloric expenditure
and time of activity. The rats went through an adaptation period (30 days), receiving
in this period maintenance diet (AIN-93M). Subsequently, they were classified on
behavioral (anxiety and memory) and electrophysiological (cortical spreading
depression - CSD) parameters in both female rats and their offspring. Female Wistar
rats according to the daily level of physical activity as Inactive (n=8), Active (n =11)
and Very Active (n =14). After an adaptation period, they were mated and when
pregnancy was confirmed, the rats remained with free access to the cycle ergometer
until the 14th day of lactation. While pregnant and lactating, the rats received the
recommended diet for this stage of life (AIN-93G). Following weaning, all mother rats
were behaviorally tested in the elevated plus maze, open field and in the spatial
recognition and object shape tests. After performing all behavioral tests, CSD was
recorded. Two pups, one male and one female of each female rat, upon completing
60 days of age, were submitted to behavioral tests of anxiety and memory, followed
by electrophysiological recording of CSD, aged between 70 and 80 days. Our results
demonstrated that maternal voluntary physical activity before pregnancy until
lactation induced less anxious behavior, better memory retention and was able to
modulate the electrophysiological parameters of CSD, exhibiting lower propagation
rates in both very active rats and their respective offspring. Taken together, these
results indicate that maternal physical activity can be an effective strategy in
improving symptoms of anxiety, memory impairment, as well as modulating cortical

excitability and possible associated pathologies.

Keywords: Voluntary physical activity; anxiety; memory; cortical spreading
depression; rats.
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1 INTRODUCAO

Em mamiferos, os periodos iniciais da vida (gestacdo, lactacdo e primeira
infancia) sdo considerados criticos para o desenvolvimento dos diversos sistemas
organicos devido a rapida proliferacdo e diferenciacado celular (MORGANE, 2002).
Nestes periodos, o organismo fica mais suscetivel a estimulos ambientais gerando
respostas adaptativas que se refletem em alteracées morfologicas, fisioldgicas e/ou
comportamentais (DOBBING, 1964). Essa capacidade de gerar respostas
adaptativas ocorre devido a um fenébmeno biolégico chamado de plasticidade
fenotipica, que se refere a expressao de diferentes fendtipos a partir de um mesmo
genodtipo pela interacdo entre o gene e sob influéncia de diferentes condicdes
ambientais (WEST-EBERHARD, 1989).

Uma nutricdo equilibrada, principalmente durante os periodos criticos para o
desenvolvimento, € indispensavel para um adequado crescimento e
desenvolvimento do feto. Em modelos animais, a ma nutricdo, produzida pela
técnica que utiliza dieta hipoproteica, durante o periodo gestacional foi capaz de
provocar menor peso corporal e menor eixo latero-lateral e antero-posterior do
cranio da prole ao nascimento, e atrofia muscular aos 25 dias de vida (TOSCANO,
MANHAES-DE-CASTRO e CANON, 2008; FIDALGO et al., 2010; FALCAO-TEBAS
et al.,, 2012; LAKER et al., 2014). Déficit em indicadores de crescimento somatico,
retardou o0 aparecimento das caracteristicas fisicas (abertura do conduto auditivo e
abertura dos olhos) e a ontogenia dos reflexos na prole de ratas alimentadas com
dieta hipoproteica durante a lactacdo (FALCAO-TEBAS et al., 2012).

Atividade fisica em contrapartida, pode promover adaptacfes benéficas as
mudangas que ocorrem durante a gestagdo, como o fortalecimento muscular,
prevenindo dores lombares, correcdes das alteracbes posturais, controle do
acréscimo natural do peso, controle da termorregulacdo corpdrea e prevencdo de
doencas associadas a gravidez, tais como hipertensdo arterial sistémica, diabetes
gestacional e pré-eclampsia (NASCIMENTO, SURITA, CECATTI, 2012;
VASCONCELOS et al., 2020; YONG et al., 2020).

Evidéncias clinicas relevantes apontam que os beneficios da atividade fisica
impactam ndo apenas a neurobiologia e comportamento materno, mas também o

neurodesenvolvimento pré e pds-natal da prole (ANDOH et al., 2019). Em humanos,
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atividade fisica materna melhora o crescimento do feto e da placenta, promove o
desenvolvimento do cérebro, a conectividade e aumenta as fungbées cognitivas dos
filhos em fases mais tardia da vida (ESTEBAN-CORNEJO et al.,, 2016). Estudos
mostram que criancas de maes ativas tiveram pontuacdes mais altas em
desempenho académico (matematica e linguagem) do que aquelas de maes
sedentérias (CLAPP, LOPEZ, HARCAR-SEVCIK, 1999; ESTEBAN-CORNEJO et al.,
2016). A atividade fisica materna, incluindo corrida, yoga, levantamento de peso e
atividade aerdbica durante a gravidez, melhorou as habilidades de linguagem dos
filhos avaliados quando tinham 15 meses de idade, indicando um efeito
neuroplastico duradouro induzida pela atividade fisica materna em humano (JUKIC
et al., 2013).

Modelos experimentais de exercicio fisico em roedores, tém demonstrado que
tanto as médes quanto sua prole se beneficiam com treinamento fisico materno
durante a gestacédo (5 dias por semana, 60 min dia - 1, a 40-70% da captacéo
maxima de oxigénio), melhorando o consumo de oxigénio em repouso nas maes e
atenuando o impacto de uma dieta pobre em proteinas (8% de proteina) sobre o
desenvolvimento somatico e ontogenia reflexa em ratos descendentes (FALCAO-
TEBAS et al., 2012; LEANDRO et al., 2012; FIDALGO et al., 2013).

A atividade fisica voluntaria materna antes e durante a gestacdo, bem como no
periodo da lactacdo, tem sido considerada um importante indutor de adaptacéo
fenotipica benéfica para a prole (YAU et al.,, 2019). Estudos mostraram que a
atividade fisica voluntaria (no cicloergbmetro) durante 30 dias antes do
acasalamento até a lactacdo demonstrou maiores resultados de trajetéria de
crescimento e ontogenia reflexa (maior eixo lateral-lateral do cranio, eixo
longitudinal, comprimento da cauda e antecipacdo do pavilhdo e do canal auditivo,
abertura e erupcéo dos incisivos) em filhotes de mées ativas em comparacdo com
maes inativas (SANTANA-MUNIZ et al., 2014).

Seguindo este mesmo protocolo de atividade fisica voluntaria, Fragoso et al.,
(2017), mostraram que a atividade voluntaria materna, antes e durante a gestacao,
atenuou os efeitos nocivos da dieta hipoproteica materna (dieta com 8% de caseina)
sobre o crescimento somatico, ontogenia reflexa, atividade locomotora (avaliada em
campo aberto) e o peso corporal dos filhotes com 60 dias de vida. Os mecanismos
subjacentes podem estar relacionados a regulacdo positiva da expressao génica dos

fatores neurotréficos (NTFs) em diferentes areas do cérebro da mae (cerebelo,
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hipotalamo, hipocampo e cortex), e da placenta (FRAGOSO et al., 2019). Esta bem
estabelecido que a atividade fisica pode elevar os niveis circulantes de NTFs, ao
quais tém propriedades neurotréficas, neuroprotetoras e cognitivamente benéficas
(WALSH et al., 2020; YAU et al., 2019).

Outros mecanismos neuroprotetores induzidos pela atividade fisica voluntaria
em modelos animais, incluem aquelas ligadas a neurogénese aprimorada e
plasticidade estrutural e sinaptica do hipocampo, as quais sado conhecidas por
melhorar o aprendizado e a memoria, e reduzir o comportamento depressivo
(JACOTTE-SIMANCAS, et al., 2015; YAU et al., 2019). Embora tem sido
estabelecido os beneficios da atividade fisica voluntaria sobre parametros da
neuroplasticidade estrutural e comportamental, ndo ha estudos avaliando o padrao
eletrofisioldgico, avaliada por meio da depressao alastrante cortical (DAC).

Estudos tém comprovado que variaveis do tipo farmacoldgicas, hormonais e
nutricionais podem alterar a excitabilidade do coértex cerebral, tornando-o mais
suscetivel ou mais resistente a propagacao deste fendbmeno eletrofisioldgico. Esses
estudos tém avaliado para além das alteracbes sobre o fendmeno da DAC,
parametros bioquimicos, comportamentais e imunohistoquimicos (GUEDES e
ABADIE-GUEDES, 2019; FRANCISCO et al., 2019; BENEVIDES, et al., 2020).

A DAC pode ser de grande utilidade para avaliar as repercussdoes que a
atividade fisica materna voluntaria pode promover sobre o sistema nervoso, tanto da
mae quanto da sua prole, tendo em vista o fato de outros modelos experimentais de
exercicio fisico (natacdo e esteira ergométrica), ja demonstrarem influenciar a
excitabilidade cortical, levando uma resisténcia do tecido cerebral a propagacéo do
fendbmeno (VITOR-DE LIMA et al., 2017; SILVA-GONDIM et al., 2017). No entanto,
esses prévios estudos usaram um protocolo de exercicio fisico forcado, e a atividade
fisica voluntaria materna € um modelo de atividade mais similar aos padrdes
realizados em humanos, por levar em consideracao a livre e espontanea vontade do
animal (neste estudo, o rato Wistar), o qual tem sido util para entender as respostas
adaptativas ao exercicio (MANZANARES, BRITO-DA-SILVA, GANDRA, 2018).

Assim, utilizamos com inovagdo, o modelo experimental de atividade fisica
voluntaria em ratas antes da gestacao até a lactacéo, para investigar as mudancas
comportamentais e eletrofisiolégicas induzidas pela atividade fisica, tanto nas ratas

maes quanto parte de sua prole. Em conjunto com estudos anteriores, levantamos a
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hip6tese de que atividade fisica voluntaria materna reduz o comportamento de
ansiedade, melhora a memoaria e desacelera os parametros da DAC nas maes.

Assim, o objetivo principal do presente estudo foi avaliar os efeitos da atividade
fisica voluntaria materna sobre os parametros comportamentais de ansiedade por
meio do teste do labirinto em cruz elevado e do teste de campo aberto.
Adicionalmente, avaliou-se a retencdo da memodria de curto prazo com base no
desempenho no teste de reconhecimento espacial e da forma do objeto. Registro
eletrofisiolégico da depresséo alastrante cortical no cortex cerebral foi avaliado como
indicativo de mudancas induzidas pela atividade voluntéria sobre a excitabilidade
cortical.
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2 REFERENCIAL TEORICO

21 O IMPACTO DO AMBIENTE NUTRICIONAL MATERNO SOBRE O
NEURODESENVOLVIMENTO

O sistema nervoso central (SNC) dos mamiferos € organizado em varias regiées
anatdbmicas que se interconectam para controlar tracos comportamentais complexos
(MOLN'AR, et al, 2019). Varios fatores maternos atingem o embrido em
desenvolvimento via placenta ou sangue e controlam a proliferacdo, migracéo,
diferenciacdo, maturacdo e sobrevivéncia / morte das células (MORGANE, MOKLER
e GALLER, 2002). Os periodos compreendidos pela gestacao, lactacdo e primeira
infancia, sdo considerados criticos para 0 neurodesenvolvimento, pois o organismo
fica mais suscetivel e, como resultado de insultos, pode d& origem a distarbios, tais
como, esquizofrenia, autismo e epilepsia (ESTES E MCALLISTER, 2016; SCHMITT et
al., 2014; VAN DEN BERGH et al., 2018).

Essa capacidade de gerar respostas adaptativas ocorre devido a um fendmeno
biol6gico chamado de plasticidade fenotipica, que se refere a expresséo de diferentes
fendtipos a partir de um mesmo gendtipo pela interacdo entre o gene e sob influéncia
de diferentes condi¢cdes ambientais (WEST-EBERHARD, 1989). Essa associacéo
parece estar relacionada a mecanismos epigenéticos, que resultam em alterac6es no
epigenoma com consequente efeito sobre a expressdo de genes, tais como a
metilacdo do DNA, modificacdes nas histonas e expressdo de microRNAs, sem que
ocorram alteracbes na sequéncia do DNA (WELLS, 2010; MARTIN-GRONERT E
OZANNE, 2012; SEKI, 2012). Dada a complexidade do neurodesenvolvimento,
diferentes insultos maternos podem produzir uma variedade de fenétipos que devem
depender do tipo de insulto e do periodo de desenvolvimento (VANSISTHA e
KHODOSEVICH, 2021).

Fatores estressores durante a gestacdo podem atingir o feto e comprometer a
barreira transplacentaria, aumentando sua permeabilidade aos hormoénios, citocinas e
outros mediadores inflamatorios, que podem prejudicar o crescimento e a funcéo
enddcrina da placenta, comprometendo o transporte de nutrientes ao feto (BRONSON
e BALE, 2016). Assim, os glicocorticbides associados ao estresse podem afetar
dramaticamente o crescimento fetal e levar a hiperatividade do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) e ansiedade na vida pés-natal (SECKL e HOLMES, 2007).
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Uma nutricdo equilibrada, principalmente durante os periodos criticos para o
desenvolvimento, é indispensével para um adequado crescimento e desenvolvimento
cerebral do feto (VANSISTHA e KHODOSEVICH, 2021). Em modelos animais, a
desnutricdo nas suas diferentes formas, pode ser produzida por métodos distintos,
como: dietas com baixo teor de proteina, ou com quantidade insuficiente de alimento
de boa qualidade, ou pela competicdo dos filhotes pelo leite materno quando sé&o
amamentados em ninhadas de tamanho grande, ou pela remocdo dos filhotes da
companhia materna (mantendo-os metade do dia com fémeas nao-lactantes ou em
uma incubadora), ou cauterizacdo de alguns mamilos da mée, reduzindo assim a
oferta do leite (CRNIC, 1980).

A desnutricdo induzida por deficiéncia proteica, significa menos blocos
(aminoécidos) de construcdo e menos energia, razéo pela qual a restricdo proteica em
ratas, durante o periodo gestacional é capaz de provocar menor peso corporal e
menor eixo laterolateral e anteroposterior do cranio da prole ao nascimento, e atrofia
muscular aos 25 dias de vida (TOSCANO, MANHAES-DE-CASTRO e CANON, 2008;
FIDALGO et al., 2010). Estendendo a restricao proteica para o periodo de lactagéo,
significativo déficit em indicadores de crescimento somatico, retardou o aparecimento
das caracteristicas fisicas (abertura do conduto auditivo e abertura dos olhos) e a
ontogenia dos reflexos na prole durante a lactacdo (FALCAO-TEBAS et al., 2012).

A restricdo alimentar durante gestacdo e lactacdo, ndo resulta apenas em
distarbios nos pardmetros bioquimicos e metabdlicos (ZAMBRANO et al., 2006), mas
também em anormalidades anatdmicas e funcionais do SNC (PACAGNELLA et al.,
2013; AKITAKE et al., 2014). Essas alteracfes estdo associadas a um reduzido
namero de neurdnios, perda de espinhas dendriticas e contatos sinapticos, além de
atrofia do pericario e comprometimento na mielinizacdo que, por sua vez, se
relacionam com modificagbes relevantes em neurogénese, migracao e conectividade
sinaptica (SALAS et al., 2015; TORRERO et al., 2014). Tais insultos contribuem para o
retardo na diferenciacdo celular, o que pode atrasar a maturagéo dos circuitos corticais
e, por sua vez, induzir deficiéncias comportamentais na aprendizagem e memdaria
(GOULD et al., 2018). Adicionalmente, a desnutricdo proteica pré-natal foi capaz de
causar alteracbes na morfologia de células hipocampais (MORGANE et al. 2002;
KING.et al., 2004) e proliferacao celular glial (MENDONCA et al., 2004) bem como nos
sistemas de neurotransmissédo serotoninérgico e noradrenérgico (SEIDLER et al.,
1990; MOKLER et al., 2003).
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Deficiéncias nutricionais podem ocasionar a producéo excessiva de radicais livres
no tecido cerebral (GUEDES et al., 1996; EL-BACHA et al., 1998) e dano oxidativo a
macromoléculas nas regides do cortex, hipocampo e cerebelo (FEOLI et al., 2005),
bem como alteracdes eletrofisioldgicas a longo prazo (FRIAS et al., 2010). Ferreira, et
al., (2015; 2016), mostraram que a restricdo proteica materna aumentou peroxidacéo
lipidica e diminuiu a atividade de véarias enzimas antioxidantes (superédxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase) nos filhotes avaliados
imediatamente apos o desmame e na vida adulta.

O estado nutricional materno desequilibrado pode interferir com o
desenvolvimento cerebral dos filhotes (SABLE et al.,, 2015). Por exemplo, ratos
expostos a dieta rica em gordura saturada (Hight Fat Diets — HFD), durante a
gestacdo e poés-desmame apresentou disfuncdes na expressao de genes hipocampais
e prejuizos na aprendizagem e memdéria na vida adulta (PAGE, JONES, ANDAY,
2014). Em ratas, a obesidade materna, induzida pelo consumo de HFD, foi capaz de
induzir nos filhotes, elevado nivel de marcadores inflamatorios associados a um
aumento na producdo de radicais livres e a reducdo nos niveis das enzimas anti-
oxidantes, como superéxido dismutase, sugerindo um desequilibrio no controle do
estresse oxidativo (WENSVEEN et al., 2015; ERIKCI ERTUNC e HOTAMISLIGIL,
2016; LYONS, KENNEDY, ANDROCHE, 2016). Essas repercussdes negativas sobre
os filhotes devido a subnutricdo e obesidade materna, podem ser atenuados pela

atividade fisica.

2.2 EFEITOS BENEFICOS DA ATIVIDADE FiSICA SOBRE O SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

Conceitualmente, atividade fisica é uma expressdo genérica definida como
qgualquer movimento corporal, produzido pelos masculos esqueléticos, que resulta em
gasto energético maior do que os niveis de repouso (World Health Organization
[WHO], 2018). O exercicio, por sua vez, € definida como um componente da atividade
fisica que é planejada, estruturada e repetitiva e que tem como objetivo final ou
intermediario aumentar ou manter a saude e aptidao fisica (CASPERSEN et al., 1985;
DESPRES, 2016; ANDRADE-SOUZA et al., 2020). Individuos que rotineiramente

fazem atividades e/ou se exercitam, beneficiam-se de uma melhor aptiddo aerdbica,
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forca muscular e cognicdo, bem como qualidade de vida em geral (BRUNELLI et al.,
2012; VALLS et al., 2014; GYLLING et al., 2020).

Experimentalmente, em roedores, é possivel estudar as repercussoes fisioldgicas
do exercicio através de dois tipos classicos de protocolos: forcado e voluntario. O
exercicio forcado depende do uso de aparatos como escada, esteira ou roda
motorizada, e também no caso de natagdo forgada, a agua, para "forcar" o animal a
realizar exercicio (KREGEL et al., 2006; KLEIN et al., 2018; RANJBAR et al., 2019). E
possivel avaliar parametros de exercicio fisico crénico e agudo, além de controlar
variaveis como a intensidade e duracdo da carga de exercicio, bem como medir a taxa
metabdlica basal (KREGEL et al., 2006). A principal limitacdo com relacdo a esse
modelo esta no fato de que, os animais precisam de um periodo de familiarizacao,
gue pode ou ndo conter breves exposicdes a estimulos aversivos (tais como choque
elétrico ou toca-los de forma a forgar o animal a correr ou nadar), os quais podem
constituir estresse (CONTARTEZE et al., 2008).

Em contrapartida, o exercicio do tipo voluntario, fornece ao animal o acesso ad
libitum a uma roda e requer menor intervencédo do pesquisador, além do fato de nao
conter estimulos aversivos para forcar o animal a praticar atividade nem interferir na
ritmicidade circadiana do animal (GOH e LADIGES, 2015). Este modelo de atividade é
mais semelhante ao padrdo natural realizado em humanos do que o exercicio forcado
e tem sido utilizado mundialmente para compreender as respostas adaptativas ao
exercicio e seus efeitos sobre o comportamento e processos do envelhecimento
(YUKSEL et al., 2019; MANZANARES, BRITO-DA-SILVA, GANDRA, 2018)

Também é possivel avaliar através de um ciclocomputador acoplado ao lugar em
gue a roda de corrida esta inserida, parametros como: duracgéo, distancia, velocidade
média e calorias desprendidas, embora o pesquisador ndo tenha nenhum controle da
quantidade e intensidade do exercicio realizado (GOH e LADIGES, 2015). Ha grandes
discrepancias nos valores desses parametros, com distancias relatadas que variam
entre menos de 1 Km/dia a 20 Km/dia e, como consequéncia disso, dificuldade na
padronizacdo da classificacdo quanto ao nivel de atividade (KREGEL et al., 2006;
SANTANA-MUNIZ et al., 2014; FRAGOSO et al., 2019).

Em modelos animais e seres humanos o exercicio fisico pode promover varias
adaptacOes fisioloégicas benéficas a saude, prevenindo ou reduzindo o risco a
mortalidade por condi¢bes patolégicas tais como: doengas cardiovasculares, cancer,
diabetes mellitus, sindrome metabolica e osteoporose (LARSEN e MATCHKOV, 2016;
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LEMES et al., 2018; FARES, 2018; KELLEY et al., 2018; SAINT-MAURICE, et al.,
2019). Em mulheres, o exercicio fisico vem surgindo como uma abordagem potencial
para combater a cardiotoxicidade de tratamentos farmacoldgicos convencionais na
terapia contra o cancer de mama (REZENDE, et al., 2015; ANTUNES et al., 2019), e
na terapia contra a depressao pos-parto (GOBINATH et al., 2018) além de melhorar a
forca muscular de mulheres fisicamente ativas e reduzir marcadores sistémicos da
inflamacao relacionada ao envelhecimento (VASCONCELOS et al., 2019).

Essas respostas induzidas pelo exercicio fisico, € um complexo processo que
incluem fatores estruturais e funcionais, e sédo altamente dependente da interacao
entre a frequéncia, intensidade e duracdo do exercicio (DESPRES, 2016; SAINT-
MAURICE et al., 2019). Além das influéncias sobre a saude geral do corpo, o
exercicio exerce impacto sobre a estrutura e funcdo do sistema nervoso central [SNC],
conferirindo beneficios de protecdo a salude para varias doencas psicologicas e/ou
neurolégicas incluindo: ansiedade (KVAM et al., 2016; STUBBS et al., 2017) e
depressdo (JAYAKODY et al.,, 2014; KANDOLA et al.,, 2019), acidente vascular
cerebral (BELFIORE et al.,, 2018), além de melhorar véarios aspectos de outras
doencas cerebrais tais como: epilepsia, traumatismo craniano e doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (CHIN et al., 2015; DE ALMEIDA et
al., 2017; VERONESE et al, 2018; INTZANDT et al, 2018).

Crescentes evidéncias mostram que a pratica regular de exercicio fisico constitui
uma das terapias mais eficazes para reduzir os riscos as doencas neuroldgicas,
contudo, a neurobiologia do exercicio tem sido pouco citado nos discursos de saude
publica (BETTIO, et al., 2019). A natureza crdnica e muitas vezes debilitante dessas
doencas resulta em terapias médicas caras e menor produtividade no trabalho,
contudo, poderiam ser reduzidos ou evitados com maior sensibilizacéo,
reconhecimento e intervencdo precoce apropriada da pratica de exercicio fisico
(NILSON, et al., 2018).

Os mecanismos de a¢fes mais citados subjacentes a neuroprotecdo induzida
pelo exercicio compreendem uma série de eventos que favorecem: o aumento da
neurogénese e volume hipocampal (VARMA et al., 2015); aumento dos niveis de
proteinas sinapticas, como sinapsinas e sinaptofisinas (FERNANDES et al., 2016);
aumento dendritico e formacdo de novas espinhas dendriticas (LEAL, COMPRIDO,
DUARTE, 2014); além de induzir aumento de subunidades de receptores
glutamatérgicos (STAPLES et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saint-Maurice%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30848809
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Adicionalmente, outro efeito benéfico muito citado é o aumento da expressao e
concentragdo de fatores neurotroficos, tais como: fator neurotréfico derivado de
células da glia [Glial cell Derived Neurotrophic Factor — GDNF] (SPECK et al., 2019);
fator neurotréfico derivado do cérebro [Derived Neurotrophic Factor — BDNF]
(ELDOMIATY et al.,, 2017); fator de crescimento endotelial vascular [vascular
endothelial growth factor — VEGF], o principal Brain regulador da angiogénese
(MORLAND et al.,, 2017) e o fator de crescimento semelhante & insulina [IGF-1]
(KING et al., 2019).

Estes mecanismos podem ser a base dos inUmeros efeitos do exercicio sobre o
cérebro, incluindo sua capacidade de beneficiar o SNC durante a maternidade (gestacéo e
lactacdo), especialmente porque a gestacdo e lactagdo é um periodo acompanhado por
alteracdes significativas na citoarquitetura hipocampal, fatores tréficos e neurogénese
(LEUNER et al., 2007; PAWLUSKI e GALEA, 2007; HOEKZEMA et al., 2016). Assim, é
altamente recomendavel que trabalhos futuros considerem o exercicio fisico como uma
estratégia potencialmente eficaz para as desordens psicolégicas/psiquiatricas como
depressdo e ansiedade em mulheres, sobretudo durante a menopausa e gestacdo
(SOARES, 2019; RIECHER-ROSSLER, 2017).

2.3 IMPLICACOES DA ATIVIDADE FISICA SOBRE O SISTEMA NERVOSO
MATERNO E DA PROLE

Apesar dos avangos substanciais no conhecimento cientifico e desenvolvimento
de diretrizes para promover a atividade fisica na gestacdo, a maioria das mulheres
gravidas nao atinge as atuais recomendacdes de atividade fisica, e muitas continuam
sendo inativas durante e apds a gravidez (EVENSON; MOTTOLA; ARTAL; 2019). As
recomendacdes atuais de exercicio fisico na gestacéo ja consideram a importancia
dessa pratica, e nos ultimos anos atualizou as recomendacdes para serem menos
restritivas e, reafirmou a necessidade do envolvimento de gestantes por pelo menos
20 a 30 min/dia durante e apo6s a gestacao (ACOG, 2015; HINMAN, et al., 2015).

As respostas benéficas que o exercicio fisico pode promover incluem: menor risco
de diabetes mellitus gestacional, aumento da aptiddo cardiorrespiratéria, reducédo do
ganho de peso corporal, melhora o condicionamento muscular devido ao ganho de
forca e maior flexibilidade, reduz inchaco dos membros inferiores e hipertensao
gestacional (PRATHER, SPITZNAGLE, HUNT, 2012; GREGG e FERGUSON, 2017;


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Evenson+KR&cauthor_id=31418450
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mottola+MF&cauthor_id=31418450
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Artal+R&cauthor_id=31418450
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DAVENPORT et al., 2018). Os beneficios da atividade fisica ndo sdo apenas limitado
as condigbes fisicas, mas também abrange fatores comportamentais positivos, tais
como observado no estudo de Harrison et al., (2016), os quais identificaram que a
atividade fisica regular antes da gestacdo, durante e no pos-parto, reduziu sintomas

de ansiedade e depressdo, melhorou auto-estima e melhor qualidade de saude geral.

Ratas fémeas sdo pouco estudadas devido a complexidade do seu ciclo estral,
que se traduz em menos conhecimento sobre a biologia do exercicio neste sexo
(COSTELLO, BIEUZEN, BLEAKLEY 2014; BRUINVELS, et al. 2017). Os mecanismos
biolégicos subjacentes aos beneficios do exercicio foram investigados em varios
estudos com animais em um ambiente de laboratério, com uma forte tendéncia de
usar apenas machos, provavelmente para evitar lidar com a possivel influéncia do
ciclo menstrual/estral (HATCHARD, TING, MESSIER, 2014). E importante que
pesquisas busquem o interesse por estudar parametros que beneficie o organismo
materno, tendo em vista a complexidade que o periodo gestacional impde para a

saude da mulher e de seus filhos.

Sinais comportamentais alterados, tais como: cognicdo prejudicada, ansiedade,
depressao e estresse, embora descritas e compartilhadas por mulheres gravidas, nédo
estdo totalmente esclarecidos se refletem experiéncia legitima de alteracdes
fisioldgicas e comportamentais, ou se elas constituem apenas folclore sem base
factual, dessa forma estudos que direcionem maior entendimento e endosso de
especialistas, sdo necessarios (MURKOFF, 2018; CHRONICLE, 2018).

Pesquisas conduzidas em mulheres gestantes com avaliacdo subjetiva,
solicitando auto-relato de sintomas de deficiéncia cognitiva na gravidez, mostram
relatos de perturbacdes significativas na capacidade de ler, esquecimentos, e
dificuldade em manter concentracdo (POSER, KASSIRER, PEYSE, 1986; SHARP,
1993;). E tais dificuldades ndo apresentou ter relacdo com outras complicacdes da
gestacdo como: hipertensdo, proteinuria, anemia, glicosuria, insénia ou depressao,
embora fossem mais comum no grupo sintomatico.

Crawley (2002), observou que os relatos subjetivos de mulheres gestantes
referente ao comprometimento cognitivo, eram pouco mencionados quando
perguntadas sobre mudancas relacionada a gestacdo, mas quando solicitado
especificamente, a maioria relacionou deficiéncia na memdria, concentracdo, clareza

de pensamento ou aten¢do. Isso corrobora com os resultados que Parsons e
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Redman, (1991), encontrou em sua pesquisa retrospectiva, quando as mulheres eram
entrevistadas sobre as mudangas cognitivas que sofreram durante a gestacéo,
relatando comprometimento em trés principais dominios: cognicdo, memodria e
distracédo, sendo mais pronunciado problemas na memodria (PARSONS e REDMAN,
1991).

Avaliagbes na mudanca estrutural do tecido cerebral sdo mais dificieis em
humanos, por serem métodos invasivos e ir de contra as condutas éticas. Mas, uma
alternativa substituta € o uso de imagens radiograficas. Oatridge et al., (2002),
avaliando o volume do cérebro com ressonancia magnética (MRI) antes, durante e até
52 semanas ap0s a gestacdo demonstraram uma acentuada reducdo no volume
cerebral, com recuperacéao total apos seis meses depois do parto. Os mecanismos por
trds dessas mudancas permanecem desconhecidos, embora os autores especulam
que derivam de alteragBes hormonais, vasculares e/ou metabdlicas associado com a
placenta. Isso é consistente com estudos em ratas revelando reducdes absolutas e

relativas no peso do cérebro na gravidez (HILLERER, et al. 2014).

Estudo de neuroimagem, usando ressonancia magnética em mulheres primiparas
(que passaram por uma ou mais experiéncia gestacional) e nuliparas (que nunca
passaram pela gestacao [controle]), sugere que a gravidez esta associada a reducdes
significativas e duradouras do volume da massa cinzenta, com clara diferenca entre
quem ja tinha experimentado uma gravidez ou ndo. Embora discreta recuperacdo
tenha sido observada, as reducBes gerais no volume da substancia cinzenta

persistiram dois anos apés o parto (HOEKZEMA, et al. 2017).

Avaliagcbes comportamentais sdo uma ferramenta importante para avaliar
possiveis mudancas neuroquimicas e estruturais. Em um dos maiores estudos
longitudinais, Glynn (2010), avaliou em mulheres gestantes e ndo gestantes (controle),
no terceiro trimestre gestacional e no terceiro més ap6s o parto, trés paradigmas:
memoria de trabalho, reconhecimento de memoria e memoria de evocacgao verbal. Os
resultados indicaram deficiéncias cognitivas na memoria de evocacgdo verbal
presentes nas gestantes e persistentes no periodo pos-parto, sem prejuizo
significativo nos outros testes.

Recentemente, uma meta-andlise incluindo 20 estudos conduzidos em 709
mulheres gravidas e 521 controles, demonstrou um prejuizo cognitivo significativo em

mulheres gravidas em comparacdo com mulheres ndo gravidas, presente apenas no
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terceiro trimestre da gestagéo. Alguns estudos avaliaram especificamente a memoria
e outros examinaram o "funcionamento executivo”, definido como tarefas que
envolvem atencéo, planejamento e resolucao de problemas. Enquanto o desempenho
da memoria foi significativamente menor em mulheres gravidas em comparacdo com

0s controles, o funcionamento executivo nao foi (DAVIES, et al., 2018).

Em modelos animais, tem sido sugerido que esse declinio na funcédo cognitiva
associado ao periodo gestacional e pés-natal (GALEA, et al., 2018; EID, et al., 2019),
é parte de uma troca que ocorre quando o cérebro € instruido a aprender rapidamente
0S comportamentos maternos que consistem em: construgdo de ninhos; amamentar
ou agachar-se sobre os filhotes; recuperar filhotes para o ninho; e lambedura
corporal/genital de filhotes (MACBETH e LUINE, 2010). Além disso, ratas primiparas e
multiparas apresentam maior resiliéncia a estressores e menos ansiedade do que as
ratas nuliparas. Os pesquisadores argumentam que as mudangas neurais provocadas
pela gestacdo e a estimulacdo sensorial ocasionada pela presenca da prole no
periodo de lactacdo exigem uma plasticidade do cérebro para lidar com um ambiente
mais complexo (MACBETH e LUINE, 2010).

Evidéncias clinicas e experimentais apontam que os beneficios da atividade fisica
impactam ndo somente a neurobiologia e o comportamento materno, mas também, o
neurodesenvolvimento pré e pés-natal da prole, como mostrado na figura 1 (GOMES-
DA-SILVA e ARIDA, 2015; TORABI et al., 2017; ANDOH et al., 2019; WU et al., 2020).

Santana-Muniz et al.,, (2014) evidenciou que o fendtipo materno ativo,
estabelecido através da atividade fisica voluntaria realizada antes, durante a gestacéo,
até o 142 dia de lactagdo, foi capaz de influenciar positivamente os resultados da
trajetoria de crescimento e a ontogenia reflexa da prole. Similar efeito se estendeu
para filhotes de maes que foram submetidas a dieta hipoproteica a 8%, mostrando
que atividade fisica voluntaria materna antes, durante e ap0s a gestacao, atenuou 0s
efeitos nocivos desta dieta sobre os indicadores de neurodesenvolvimento e padrdes
de atividade locomotora (FRAGOSO et al., 2017), como previamente demonstrado
pelo treino em esteira (AMORIM et al. 2009; FALCAO-TEBAS et al., 2012).

Aksu et al., 2012, avaliando os efeitos do exercicio materno durante a gestacao
sobre o neurodesenvolvimento dos filhotes a curto e longo prazo, evidenciou que 0s

niveis de BDNF no cértex pré-frontal dos filhotes aos 26 e aos 120 dias de vida
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estavam aumentados e em testes comportamentais, apresentaram menor ansiedade
e maior atividade locomotora (aumento na mobilidade) nas duas idades avaliadas.

Aspectos benéficos no cérebro de filhotes de ratas que se exercitaram no
periodo pré-natal sdo evidenciados, tais como: defesas antioxidantes (MARCELINO
et al., 2013), neurogénese hipocampal (BICK-SANDER et al., 2006; LEE et al.,
2006), aumento do numero de células (neuronais e ndo neuronais) no hipocampo da
prole (GOMES DA SILVA et al., 2015).

Evidéncias clinicas também indicam que a pratica da atividade fisica materna
durante a gravidez promove um ambiente intra-uterino saudavel para o feto e
melhora a funcao cognitiva na infancia (WOLFE et al., 1994; WEISSGERBER et al.,
2006; CARTER et al., 2012). Clapp, Lopez, Harcar-Sevcik (1999), avaliaram as
caracteristicas do neurodesenvolvimento de filhos (5 anos de idade) de mées que se
exercitaram regularmente durante a gestacédo, e verificaram que os filhos tiveram

melhor desempenho em testes de inteligéncia geral e habilidades de linguagem oral.

Tem sido demonstrado que filhos de maes fisicamente ativas tiveram escores
mais altos no desempenho académico (ou seja, matematica e linguagem) do que
meninos de mées sedentarias (ESTEBAN-CORNEJO et al., 2016). Em conjunto, estas
descobertas fornecem evidéncias convincentes que estimulos ambientais maternos,
como o exercicio fisico, podem promover modificacdes benéficas capaz de permitir a
transferéncia de experiéncias parentais para as geracdes seguintes, como podemos
ver na figura 1.

Figura 1 - Efeitos benéficos da atividade fisica sobre o desenvolvimento cerebral pré
e pbs-natal.

Atividade fisica e desenvolvimento cerebral pré-natal Atividade fisica e desenvolvimento cerebral pos-natal

*Influsnca sadde feial » Melhora as pontuaces de aprendizagem e

» Melhora as fingdes cognifivas dos bebés inteligéncia

» Ampifica a newrogénese pas-natal » Melhora a compreensao da leitura

» Estimula 0 crescimento newronal da prole » Aumenta a atencao nas tarefas e seus resuitados
» Aumeria as células newronais da prole ' * Aumeria fatores neurotrdficos e neurogénese

» Promove mehor desemvodimento do *Resyliz em circuitos newrais mais compiexos
cérebro »Redwz 0 riscofuturo de doencas newrologicas

(Fonte: Adaptado de GOMES-DA-SILVA e ARIDA, 2015.)
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Essas mudancas comportamentais no contexto do conceito: “Origem
Desenvolvimentista da Saude e da Doenca [developmental origins of health and
disease (DOHaD)]” ou, em termos mais amplos, na “plasticidade fenotipica”, sugere
gue os niveis posteriores de atividade fisica podem ser influenciados pelo ambiente
pré-gestacional e gestacional (ESTEBAN-CORNEJO et al., 2016). E mais, os estudos
com animais utilizando manipulacfes dietéticas durante o periodo perinatal tém
apontado plausibilidade biolégica para as respostas fenotipicas (COSTA-SILVA et al.,
2016).

O exercicio fisico ou atividade fisica voluntaria é capaz de atenuar processos
patologicos induzidos pela desnutricdo proteica perinatal (dieta com teor proteico de 6
- 8% de proteina, ndo apenas a nivel periférico mas também no sistema nervosvo
central (FALCAO-TEBAS et al., 2012; SANTANA-MUNIZ et al., 2014; FERREIRA et
al., 2015; FRAGOSO et al.,, 2019). E ndo s0 isso, mas a atividade fisica pré-
gestacional e gestacional pode resultar em alteracdes hormonal, estrutural, funcional e
eletrofisiologica (FERNANDES, ARIDA, GOMEZ-PINILLA, 2017; DREMENCOV et al.,
2015), podendo dessa forma repercurtir em mudangas na excitabilidade cerebral
como evidenciada pela alteracdo na susceptibilidade do cortex cerebral ao fendmeno
eletrofisioldgico conhecido como depressao alastrante cortical, que sera apresentado

a sequir.

2.4 DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

A “Depressdao Alastrante da Atividade Elétrica Cerebral” ou simplesmente
“Depressao Alastrante Cortical” (DAC), foi descrito originalmente por um cientista
brasileiro, o doutor Aristides Azevedo Pacheco Le&o. O fendmeno consiste em uma
reducao (“depressao”) reversivel das ondas eletrocorticograficas em resposta a
estimulacdo elétrica, mecanica ou quimica de um ponto da superficie cerebral, a
qual se recupera apoés cerca de 10 a 15 minutos (LEAO, 1944a; GUEDES, 2011).

A partir do ponto estimulado, a DAC se propaga em todas as direcfes corticais
para regides cada vez mais remotas, e concomitantemente é acompanhada do
aparecimento de uma “variagao lenta de voltagem” (VLV) na regiao do cérebro
invadida pelo fenémeno, (LEAO, 1947; 1951). Tanto a reducéo da atividade elétrica,

quanto a VLV, sao caracteristicas principais da DAC como ilustrado na figura 2.
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Figura 2 - Esquema da sequéncia temporal ciclica de eventos da DAC.

(Fonte: Adaptado de GUEDES, 2011).

Em “a@”, um coértex normal e nele o ponto estimulado (x), iniciando a DAC. Na sequéncia indicada
pelas setas, a propagacédo concéntrica do fendmeno da DAC esta ilustrada nos momentos “b” a “d”.
As areas em branco representam por¢fes do tecido cortical invadidas pelo fendmeno em tempos

“

sucessivos. As areas quadriculadas, (nos momentos “c” a “f”) indicam regides que ja sofreram a DAC
e agora estdo se recuperando (areas refratarias a uma nova estimulagéao). De “b” a “f”, observa-se
que propagacdo (&rea branca) e recuperagdo (area escura) dao-se de forma concéntrica, sendo o
ponto inicialmente estimulado o primeiro a se recuperar totalmente. Finalmente, retorna-se & situacéo
inicial (em “a@”), em que todo o tecido se mostra completamente recuperado. No centro da figura, os
dois tracados de registro demonstram o eletrocorticograma (ECoG; tragado superior) e a variacdo
lenta de voltagem (tracado inferior), variacdo esta que sempre aparece durante a DAC, quando o
ECoG diminui sua amplitude. As letras “A” a “F”, no EcoG, correspondem a sequéncia das etapas
representadas nos desenhos externos.

Em um registro eletrofisiologico, a VLV, que é a “marca registrada” da DAC,
possui uma “forma de onda” bem definida, com inicio e fim faceis de identificar; por
isso, € muito utilizada para se calcular a velocidade com que o fenbmeno se propaga
pelo tecido nervoso (GUEDES, et al. 2017). Essas caracteristicas classicas tém sido
tradicionalmente  analisadas por técnicas Gticas e  eletrofisiol6gicas
(EIKERMANNHAERTER e MOSKOWITZ, 2008; DREIER, et al., 2018; GUEDES e
ABADIE-GUEDES, et al. 2019).

Por uma suscinta definicdo, Guedes (2011) caracterizou a DAC nos seguintes
aspectos: (1) € um fenbmeno que necessita de uma populagcdo minima de corpos
celulares (neurdnio e glia) para ser gerado e propagado; (2) o estimulo (elétrico,
mecanico ou quimico) requer uma variagdo brusca de energia para ser deflagrado;

(3) é totalmente reversivel, (4) propaga-se concentricamente a partir do ponto
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estimulado, (5) tem sido observado em todas as espécies de vertebrados até hoje
estudadas, incluindo o homem; (6) propaga-se lentamente (mm/min) em um tecido
no qual o potencial de acdo se propaga muito rapidamente (m/s); (7) propaga-se
mais facilmente em cérebros lisencéfalicos do que em girencefalicos; e (8) ndo esta
claro se € um fenbmeno essencialmente fisioldgico ou se também pode ser
patologico, tendo em vista a relagdo entre 0 mecanismo de agdo subjacente a DAC
estarem presentes em certas doencas neurologicas.

A DAC tem sido investigada em seres humanos em diversos contextos clinicos,
tais como: a epilepsia (WEI et al., 2014), isquemia cerebral (DREIER et al., 2018),
enxaqueca com aura (FERRARI et al., 2015) e esclerose multipla (PUSIC et al.,
2015).

Estudos em ratos desenvolvidos no “Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide
Teodésio” (LAFINNT), do departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), tém comprovado que a susceptibilidade cortical ao fendmeno
da DAC pode ser influenciada por algumas condi¢Bes farmacoldgicas, hormonais,
nutricionais e comportamentais que podem tornar o coértex mais vulneravel ou mais
resistente a propagacdo da DAC, expressando velocidades de propagacao
respectivamente mais altas ou mais baixas quando comparadas aos animais
controle (GUEDES e ABADIE-GUEDES, 2019). Assim, a velocidade de propagacao
da DAC é uma ferramenta 0til para avaliar os aspectos eletrofisiologicos da
sinalizacao cerebral. A tabela 1, apresenta alguns estudos animais envolvendo as
caracteristicas da DAC com manipulacfes nutricionais e farmacoldgicas associadas
ao exercicio fisico (esteira e natagéo).



Tabela 1 - Efeitos do exercicio fisico na DAC.

-}
Condicao experimental Autor/Ano

|
L-arginina e exercicio fisico em esteira MONTEIRO, et al., 2011

Subnutricdo e exercicio fisico em esteira
BATISTA-DE-OLIVEIRA, et al., 2012

Tratamento neonatal subcutaneo com
glutamato monossadico (MSG) e exercicio

. ) LIMA, et al., 2014
fisico em esteira

Fluoxetina versus exercicio fisico em
esteira MONTEIRO, et al., 2015

Tratamento neonatal oral (gavagem) com

MSG e exercicio fisico em esteira VITOR-DE-LIMA, et al.. 2017

Distintas condi¢Bes de lactacdo e exercicio

de natacao SILVA-GONDIM, et al., 2017

Dieta rica em gordura (High-fat diet) e MONTEIRO, et al., 2018
exercicio fisico em esteira

|
(Fonte: o autor, 2021)

Diversos estudos confirmam o papel benéfico da atividade fisica com respeito a
melhoria da qualidade de vida da gestante e sua saude mental (TORABI et al., 2017,
ANDOH et al., 2019). E ndo s6 isso, mas 0 exercicio pode contrariar as desordens
estruturais, metabdlicas, funcionais e eletrofisiolégicas de varias condicdes
fisiopatoldgicas patologias que podem acometer o SNC (CARRIZOSA - MOOG, et al.,
2018).

Portanto, em virtude do que foi exposto acima, com inovacdo, esta tese se
propbs a investigar, os efeitos que o modelo de exercicio voluntario em
cicloergdmetro (roda de corrida) realizada antes, durante e apds a gestacdo, exerce
sobre o comportamento ansioso, e a retengcdo de memoria em ratas e sua prole.
Adicionalmente foram avaliados os parametros relacionados a DAC, como um

fendmeno influenciado por alteracGes da excitabilidade cerebral.
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3 HIPOTESE

Atividade fisica voluntaria em ratas antes e durante a gestacado até a lactacao,
exerce sobre o sistema nervoso das maes e sua prole, efeito ansiolitico, melhora a
retencdo da memoria, e expressa velocidades de propagacdo da depressao
alastrante cortical reduzidas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria realizada antes e durante a

gestacdo até o periodo de lactacdo, sobre os parametros comportamentais e

eletrofisioldgicos da depressao alastrante cortical nas ratas maes e sua prole.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Durante o periodo de adaptacao (30 dias antes da gestacao):

Caracterizar as ratas quanto ao nivel de atividade fisica voluntaria com
avaliacdo diaria dos parametros: distancia percorrida, estimativa do gasto
caldrico e tempo de atividade fisica;

Avaliar o peso corporal e o consumo alimentar das ratas;

Durante o periodo de gestacao:

Acompanhar diariamente os parametros de atividade fisica: distancia
percorrida, estimativa do gasto calérico e tempo de atividade fisica das ratas
gestantes;

Avaliar o peso corporal e o consumo alimentar das ratas;

Durante e ap6s o periodo de lactacdo:

Acompanhar o nivel de atividade fisica voluntaria, com avaliacdo diaria dos
parametros: distancia percorrida, estimativa do gasto caldrico e tempo de
atividade fisica das ratas (maes) até o 142 dia de lactacao;

Avaliar peso corporal (das méaes e dos filhotes) e consumo alimentar das ratas
(maes);

Avaliar nas maes e sua prole, ap0s o periodo de desmame 0s parametros
comportamentais de ansiedade e avaliacdo da retencdo de memoria de curto
prazo.

Analisar nas maes e sua prole, os parametros eletrofisioldgicos do fenémeno
da “depressao alastrante cortical” (velocidade de propagacdo, amplitude e

duracéo).
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5 MATERIAIS E METODOS

Esta tese foi realizada no “Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Teoddsio”
(LAFINNT), do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS)/Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os procedimentos
experimentais descritos a seguir foram analisados e aprovados pela Comisséo de
Etica em Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n° 23076.011811/2017-12 —
ANEXO A). As normas adotadas sdo sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal e estdo em concordancia com as normas estabelecidas pelo
National Institute of Health (Bethesda, USA), em sua publicagéo “Guide for Care and

Use of Laboratory Animals”.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 33 ratas albinas da linhagem Wistar (peso corporal 200 - 230
gramas), idade entre 80-90 dias provenientes da colonia do Departamento de
Nutricdo da UFPE. Os animais foram mantidos em biotério de experimentacdo, com
temperatura de 23°C + 2, num ciclo invertido 12/12h [ciclo claro (20h00Omin as
08h00min) e ciclo escuro (08hOOmin as 20h00min)] e livre acesso a agua e
alimentacdo. As ratas nuliparas foram alojadas em gaiolas individuais de atividade
fisica voluntaria (ver especificacdes no item 5.1.1) por 30 dias para ap0s esse
periodo, determinar o nivel de atividade fisica e classifica-las em ratas inativas,
ativas ou muito ativas (ver classificacéo da atividade conforme parametros na tabela
2 do item 5.1.3). Posteriormente, as ratas foram colocadas em gaiolas tamanho
padréo de polipropileno (33 x 40 x 17 cm) para o acasalamento e apds a presenca
de espermatozoide na cavidade vaginal (Marcondes, Bianchi et al. 2002), as ratas
foram recolocadas individualmente nas gaiolas de atividade fisica voluntaria,
permanecendo durante a gestacdo e lactacdo. Apds o parto todas as ninhadas
foram ajustadas para nove filhotes (machos/fémeas), evitando a superlotacdo e
possivel malnutricdo induzida pela competicdo das mamas da rata. Ap6s o
desmame (21 dias), as ratas, com idade entre 160 — 195 dias, e seus filhotes (total
de 38 filhotes Wistar, 1 macho e 1 fémea de cada mée, com idade entre 60-80 dias),
foram submetidos aos testes comportamentais seguida do registro da depressao

alastrante cortical.
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5.1.1 Gaiola de atividade fisica voluntaria

Foi elaborada uma gaiola 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 3]. Em uma das extremidades foi posicionado um cicloergdmetro com 27 cm
de didmetro, composto por acrilico e raios em aco inoxidavel [Figura 2C, 2F].
Acoplado a gaiola e proximo ao cicloergdbmetro [Figura 3E, 2F], tem um sistema de
monitoramento por sensor (ciclocomputador Cataye, model CC-VL810, Osaka,
Japan) das grandezas fisicas: distancia percorrida (km), tempo (minutos), velocidade
média (Km/h) e gasto caldrico (em Kcal) [Figura 3D].

Fonte: SANTANA MUNIZ et al., 2014.

Figura 3. Gaiola de atividade fisica voluntaria com cicloergdmetro e comedouro (B) e ciclocomputador
(D) posicionado na porcdo externa da GAFV (A). Visdo interna do sensor acoplado a GAFV (E),

proximo ao cicloergdbmetro (C) com a rata realizando a atividade fisica voluntaria (F).

5.1.2 Protocolo de atividade fisica voluntaria

Todas as ratas (n = 33) com idade entre 80 a 90 dias de vida e pesando entre

200g - 230g foram previamente colocadas nas gaiolas de atividade fisica voluntaria
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individual por um periodo de 30 dias. A atividade fisica das ratas foi avaliada pela
movimentagdo do cicloergbmetro (roda de corrida) e quantificado através dos
sensores acoplados na gaiola por meio das grandezas fisicas [Figura 3A].

Diariamente e no mesmo horario (07h30min) foram anotadas as grandezas
fisicas para: distancia percorrida (km), tempo percorrido (mim) e estimativa do gasto
caldrico (kcal). Estas grandezas foram utilizadas para classificar o nivel de atividade
fisica das ratas. Apos o periodo de adaptacéo, todas as ratas foram colocadas para
acasalar em gaiolas tamanho padréo (33 x 40 x 17 cm), apropriadas para criagao de
animais em biotério, com os machos (1 macho: 2 fémeas). As ratas foram
consideradas gestantes apds apresentarem espermatozéides na lamina
microscopica pelo teste de esfregaco vaginal (MARCONDES, BIANCHI TANNO,
2002, FRAGOSO et al., 2017). Posteriormente, todas as ratas gestantes foram
recolocadas nas respectivas gaiolas de atividade fisica voluntaria permanecendo até
o final da lactagdo. Diariamente foram anotadas as grandezas fisicas através do
ciclocomputador. No 14° dia pés-parto o cicloergbmetro foi travado, impedindo a
utilizacao pelas mées e sua prole da roda de corrida, pois os filhotes neste periodo
ja apresentam a abertura dos olhos e com isso poderiam se machucar ao tentar
fazer atividade fisica. Nesta data foi finalizado o periodo de atividade fisica voluntaria
das ratas.

5.1.3 Classificacéo do nivel de atividade fisica voluntaria

O nivel de atividade fisica das ratas foi determinado considerando a avaliacdo
dos parametros de atividade fisica voluntaria, sdo eles: distancia percorrida (km),
tempo percorrido (mim), e estimativa do gasto calérico (kcal) que foram monitorados
diariamente e no mesmo horario (07h: 30min) ao longo de todo periodo de
experimentacdo (pré-gestacional [periodo de adaptacado], gestacional, e lactacéo
[até o 142 dia]), embora que para classificar as ratas em inativa, ativa e muito ativa,
segundo os parametros mostrados na tabela 2 (ver abaixo), foram utilizadas apenas
as duas ultimas semanas dos 30 dias de atividade fisica pré-gestacional.

A distancia foi determinada por contagem do numero de rotacdes, que foi
calculado pela circunferéncia (84 cm) do cicloergbmetro. A circunferéncia e o
diametro do cicloergbmetro foram usados para calibrar o ciclocomputador e depois

para calcular a velocidade média e a distancia percorrida. O gasto calérico foi
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estimado integrando o valor calculado a partir da velocidade em cada segundo.
Todas as Medidas de distancia percorrida, velocidade média, tempo e calorias foram
registradas diariamente durante todo o experimento (periodo pré-gestacional,

gestacional até o 142 dia de lactacao).

Tabela 2: Classificagdo das ratas nos grupos experimentais de acordo com 0s
parametros da atividade fisica voluntaria diaria (distancia percorrida, gasto calorico e

tempo gasto no cicloergbmetro).

Grupos n Distancia Gasto Calérico Tempo
experimentais percorrida (Km.s-1.dia-1) (min.dia-1)
(Km.dia-1)
Inativa 8 <1.0 <10.0 <20.0
Ativa 14 >1.0<5.0 >10.0<40.0 >20.0<120.0
Muito Ativa 11 >5.0 > 40.0 >120.0

(Adaptado de SANTANA MUNIZ et al., 2014)

5.1.4 Dietas experimentais

As dietas foram elaboradas de acordo com as recomendacdes do American
Institute of Nutrition (AIN) (Reeves, 1997). As ratas durante o periodo de adaptacdo
na gaiola de atividade fisica voluntaria receberam dieta AIN-93M para a fase de
manutencdo dos roedores, e apos o diagnostico de gestacdo passaram a consumir
dieta AIN-93G até o fim da lactacdo, que consiste na fase de crescimento e
reproducao destes animais (Reeves, 1997) — Tabela 3. Os filhotes apdés desmame,
consumiram dieta padrdo do biotério (PRESENCE-Purina do Brasil Ltda; com 23%

de proteina) e agua filtrada ad libitum.



37

Tabela 3 - Composicéo das dietas

AIN-93M AIN-93G
Ingredientes g/Kg g/Kg

Amido de milho (87% carboidratos), g 465.692 397.486
140.0 200.0

Caseina (proteina = 80%), g

Amido de milho dextrinizado (92% 155.0 132.0
tetrasaccharides), g

Sacarose, ¢ 100.0 100.0
Oleo de soja, g 40.0 70.0
Celulose, g 50.0 50.0
Mix de Mineral (AIN-93M-MX), g 35.0 -
Mix de Mineral (AIN-93G-MX), g - 35.0
Mix de Vitaminas (AIN-93-VX), g 10.0 10.0
L-Metionina, g 1.8 3.0
Bitartarato de Colina (41.1% colina), g 2.5 2.5
Tert-butylhydroquinone (TBHQ), g 0.008 0.014
Macronutrientes
Total de energia (cal/g) 3,44 3,56
Proteina 14% 18%
Lipideos 11% 18%
75% 64%

Carboidratos

(Fonte: adaptado de REEVES, 1997)
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5.1.5 Desenho experimental

Em cada condicdo experimental de atividade fisica (mées inativas, ativas e muito
ativas, bem como seus respectivos filhotes), apds o periodo de lactagdo (desmame),
foram analisados comportamentalmente e eletrofisiologicamente conforme ilustrado

e descrito abaixo na Figura 4.

Figura 4 - Desenho experimental.

Dieta para fase de Dieta para fase gestacdo e lactacéo

manutencao - AIN-93G
AIN-93 M
AN A
4 N EANEN MAES FILHOTES
Periodo de Gestagao Lactacéo - :
adaptacao 21 dias 21 dias Inativo Inativo
(30 dias) > N=8 N=12
GAFV: GAFV: Ativo Ativo
Cicloergometro Cicloergémetro ativo N=14 N=14
ativo )
o~ . Muito Ativo | Muito Ativo
142 Dia: Cicloergdmetro
Acasalamento i ativo N=11 N=12

De acordo com o nivel de atividade fisica das ratas, analisadas durante as duas Ultimas semans do
periodo pré-gestacional (30 dias), foram formados trés grupos experimentais de ratas maes Inativa
(N= 8), Ativa (N= 14), Muito Ativa (N= 11). As ratas apos serem classificadas foram acasaladas e
apos deteccao da prenhez, recolocadas na gaiola de atividade fisica voluntaria onde permaneceram
com acesso a roda de corrida até o 142 dia de lactacdo. As ratas foram submetidas a uma dieta
adequada conforme estavam ora no periodo de adaptacdo (dieta AIN-93M), ora no periodo
gestacional e lactacdo (dieta AIN-93G — ver tabela 3). Logo ap6s o desmame (21 dias de lactagéo),
as ratas com idade entre 160-195 dias foram submetidas aos registros comportamentais e
eletrofisioldgicos, e seus respectivos filhotes quando atingiam a idade entre 60-80 dias (filhotes de
ratas Inativa N= 12; Ativa N= 14; Muito Ativa N= 12),

5.2 AVALIACAO DA EVOLUCAO PONDERAL DAS RATAS E FILHOTES

O peso corporal das ratas foi avaliado a cada trés dias durante todo periodo
experimental (pré-gestacional, gestacional e lactagdo). Os filhotes foram pesados

semanalmemte desde a lactacdo até o dia dos registros comportamentais e
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eletrofisioldgicos. O horario estabelecido para esta avaliagdo foi entre 7hOOmin e
8h00min.

5.3 AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR DAS RATAS

A ingestdo de alimentos pelas ratas foi mensurada a cada trés dias pela
diferenca entre a quantidade de alimento fornecido e a sobra de racdo neste
intervalo, obedecendo a seguinte férmula: CA = RO — RR, em que o CA = consumo

alimentar, RO = racao oferecida e RR = racéo rejeitada.

5.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes foram realizados nas maes a partir de 160 dias de vida, logo apos o
desmame, e em seus respectivos filhotes ao completarem 60 dias, sob as mesmas
condi¢cbes padrédo do biotério: ciclo claro/escuro invertido e ruidos atenuados. Uma
camera digital localizada verticalmente acima do aparelho conectada a um
computador, registrou todos os testes para posterior analise. Entre uma sesséo de
teste e outra, os aparatos utilizados nos testes comportamentais (labirinto em cruz
elevado, campo aberto e reconhecimento de objeto) foram limpos com papel toalha,
embebido em etanol a 70%. Os testes foram analisados com auxilio do software

AnyMaze (versao 4.99).

5.4.1 Campo aberto

As ratas e seus filhotes foram testados no aparelho de campo aberto, que
consistiu em uma arena circular com 89 cm de didametro circundada por parede
circular com 52 cm de altura (Figura 6). No inicio do teste, o animal foi posicionado
no centro do aparelho, e seu comportamento foi registrado durante 5 min por uma
camera digital localizada verticalmente acima do campo aberto. Foram quantificados
a distancia total percorrida (m), o tempo total de imobilidade (s), o nimero de

entradas na zona central do aparelho e o tempo gasto (s) na zona central.
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Figura 5 - Representacdo esquematica do campo aberto
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(Fonte: o autor, 2021)

5.4.2 Tarefa de reconhecimento de objeto

A tarefa de reconhecimento de objeto tem como objetivo avaliar as memoérias de
curta duracdo espacial e de reconhecimento do animal. Ela se baseia na tendéncia
natural do animal em explorar mais o objeto novo em detrimento ao conhecido, num
contexto anteriormente explorado. O aparelho para a realizacdo desse teste foi 0
aparato do campo aberto (ver figura 6). Nessa tarefa, foram avaliadas as diferencas
entre 0s grupos, na capacidade de identificacdo de objetos com base na sua forma e
localizacdo no campo aberto.

Conforme mostra a figura 7, em cada uma das duas tarefas de reconhecimento
de objetos (localizacdo e forma), realizadas em dias diferentes, as ratas em uma
primeira sessao, exploraram por 5 minutos o ambiente. Numa segunda sessao, ap0s
50 minutos, foram avaliados o reconhecimento das caracteristicas de forma e
localizac&o espacial dos objetos, como descrito adiante. Se, nessa segunda analise,
diante de dois objetos, um conhecido e outro desconhecido, a rata reconheceu o
objeto apresentado na primeira andlise, ela, entdo, passaria mais tempo explorando
0 objeto desconhecido, demonstrando assim reconhecimento do objeto previamente
apresentado. Entre as sessfes, 0s objetos, bem como o campo aberto, foram
adequadamente limpos com alcool a 70%, para eliminar pistas olfativas que

pudessem influenciar o ensaio seguinte. O critério para definir exploracdo foi
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baseado na “exploragdo ativa”, ou seja, quando a rata estava tocando os objetos
pelo menos com o focinho (MEDEIROS et al., 2016). Com base nos tempos de
exploracdo dos objetos novos (N) e familiares (F), calculamos o indice de
discriminacao (DI), utilizando a formula DI = (TN— TF) / (TN + TF), onde TN € o
tempo gasto com 0 novo objeto / nova posicdo e TF € o objeto familiar / posicéo
familiar (VIANA et al., 2013; ANTUNES e BIALA, 2012).

(1) Para avaliar a distincao de localizacdo espacial: dois objetos idénticos (A e B)
foram colocados em determinadas posi¢coes no campo aberto. Passados 50 minutos,
a rata fol novamente colocada no campo aberto (segunda sesséo) na presenca dos
mesmos objetos (A e B), todavia, neste segundo momento a posi¢cdo de A se
mantém (posicao familiar), porém a localizacdo de B se modifica (posicdo nova). Se
a rata distingue uma posicao desconhecida (nova), ela gasta mais tempo explorando

0 objeto nessa posicéo.

(2) Na discriminagdo das formas: dois objetos idénticos (A e B) foram
posicionados na arena para a primeira analise. Apés 50 minutos, a rata foi
recolocada no campo aberto (segunda sessdo) com o mesmo objeto A (familiar),
porém, o objeto B foi substituido por outro, C (novo), da mesma cor, tamanho e
cheiro do objeto A, mas com uma forma diferente. A rata demonstra que pode
diferenciar as formas quando, nessa segunda sessao, passa mais tempo explorando

0 objeto com a forma desconhecida (nova).

Figura 6 - Representacdo esquematica dos testes de reconhecimento espacial

e da forma do objeto.

Reconhecimento espacial do objeto Reconhecimento da forma do objeto

m 50 min.
Sesséo 1 SessGo 2 Sessdo 1 Sessdo 2

TP I

(Fonte: o autor, 2021)
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5.4.3 Labirinto em cruz elevado (LCE)

As ratas e seus filhotes foram submetidos ao teste do LCE, que consistiu em um
aparelho de madeira em formato de cruz e com quatro bracos (49 x 10 cm cada),
elevados a 55 cm do solo. Dois dos bragcos eram abertos e outros dois bracos,
dispostos perpendicularmente aos abertos, eram fechados por paredes laterais de
50 cm de altura. Os bracos do aparelho eram unidos por uma plataforma central de
10 x10 cm (Figura 5). No inicio do teste, cada animal foi colocado individualmente na
area central do labirinto, com a cabeca direcionada para um dos bragos abertos,
podendo explorar livremente o equipamento durante 5 min (VITOR-DE-LIMA et al.,
2017). Foram quantificados os seguintes parametros: distancia percorrida (m), tempo
total de imobilidade (s), nimero de entradas no braco aberto e o tempo de
permanéncia (s) no brago aberto, no brago fechado bem como no centro do aparato.
Foi considerado entrada nos bragos abertos, fechados ou centro, quando suas
quatro patas entraram nos bracos. De acordo com a literatura, o comportamento
ansioso é expressado pelo numero de entradas e tempo gasto reduzidos nos bracos

abertos.

Figura 7. Representacdo esquematica do labirinto em cruz elevado

Camemn

Computer

(Fonte: o autor, 2021)
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5.5 ANALISE ELETROFISIOLOGICA DA DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

O registro eletrofisiologico da DAC foi realizado apés os testes comportamentais.
As ratas, foram submetidos a uma coleta de mucosa vaginal para identificar o
estagio preciso do ciclo estral (EBINE et al., 2016). Todas as ratas foram submetidas
ao registro eletrofisioldgico logo apds confirmagdo da fase proestro, com objetivo de
padronizar o mesmo ambiente fisiol6gico hormonal em todas as ratas (ACCIOLY et
al., 2012). Em seguida, sob anestesia com uma mistura de 1 g/Kg de uretana + 40
mg/Kg de alfa-cloralose (intraperitoneal), foram submetidas a trepanacdo de 3
orificios no lado direito do cranio, para expor por¢cdes da superficie cortical. O orificio
anterior (no osso frontal) foi utilizado para aplicar o estimulo que deflagrou a DAC;
esta, ao se propagar, foi registrada nos outros dois orificios (no osso parietal).
Durante 4 horas, a variacao lenta de voltagem da DAC foi registrada em um sistema
digital (EMG Systems) que permite a visualizagao e registro em computador. A DAC
foi provocada a cada 20-30 minutos por estimulacdo quimica na regido frontal,
sendo utilizado para isto o cloreto de potassio (KCI) a 2% (ACCIOLY e GUEDES,
2019). Durante o registro, a temperatura retal do animal foi mantida em 37,5°C + 1°C
por meio de um aquecedor elétrico. Foram calculados os seguintes parametros da
DAC: 1) a velocidade média de propagacdo do fenbmeno; 2) a amplitude e a
duracdo da sua variacdo lenta de voltagem (BENEVIDES et al., 2020). Tais
procedimentos foram igualmente realizados nos filhotes submetidos ao registro da
DAC.
Figura 8 - Esquema do registro eletrofisiolégico da DAC.
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(Fonte: Guedes, 2011)

Em “A”, desenho do cranio de um rato com a identificacdo dos trés orificios necessarios ao
experimento. O orificio “KCI” corresponde ao de estimulagdo; o ponto “1” corresponde ao primeiro
ponto de registro da resposta propagada e o ponto “2” ao segundo ponto de registro da propagacao
da mesma resposta. Nos pontos “1” e “2” serédo posicionados dois eletrodos, um em cada orificio, em
contato direto com o cértex, para medir a variagdo lenta de voltagem (VLV) em relacdo a um ponto
“R”, situado no osso nasal do animal. Em “B”, um tracado de registro em que a barra horizontal
representa o tempo de 1 minuto (referente a presenca do estimulo, KCI) e “P1” e “P2” correspondem
ao registro da VLV nos pontos “1” e “2” respectivamente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Accioly%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28891432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guedes%20RCA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28891432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guedes%20RCA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28891432
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

As medidas de distancia percorrida, tempo de atividade e estimativa calorica
foram analisadas por ANOVA de duas vias (usando o dia e a atividade fisica como
fatores), seguida pelo pos teste de Tukey usando o programa estatistico GraphPad
Prism 6® (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA), esses parametros
analisados foram expressos como meédia + erro padrdo da meédia, e aceitas
diferencas significantes, quando p < 0,05.

Para analises do peso corporal, consumo alimentar, dos resultados
eletrofisioldgicos e comportamentais foi utilizado a ANOVA de uma via, seguida pelo
teste de Holm-Sidak. Para isto, foi utilizado o programa “Sigmastat’, versao 3.1.
Todos os testes foram expressos como média + Desvio padrdo. Foram aceitas como

significantes as diferencas em que p < 0,05.

6 RESULTADOS
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6.1 RESULTADOS A PARTIR DAS ANALISES REALIZADAS NAS RATAS MAES

6.1.1 Ratas desenvolvem diferentes niveis de atividade fisica durante o periodo de

adaptacao

Os dados sobre os parametros de atividade fisica voluntaria materna durante o
periodo de adaptacdo sdo apresentados esquematicamente na Figura 9. Apos o
periodo de adaptacéo (trinta dias), os ratos foram classificados como inativos, ativos
ou muito ativos de acordo com o nivel de atividade fisica diaria. Durante a
adaptacdo, maes inativas realizaram menos de 1 km / dia na roda de corrida. As
maes ativas realizaram uma quantidade constante de distancia percorrida, enquanto
as maes muito ativas apresentaram um aumento progressivo da distancia

percorrida.

Figure 9 - Parametros de atividade fisica voluntaria para ratas durante o

periodo de adaptacao

A p<0,05

20 7

= Muito ativa
@ Ativa

- Inativa

154

10

rrrrr

Distancia percorrida

— 1 1 1T 1T 17 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T1
1 2 3 45 6 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930

Dias de adaptacéo



46

B
400 p<20,05
{1 B Muito ativa
—~ 300
@ ] @ Ativa
= 1 .
2 200+ —&— Inativa
S
o -
S 100
1S
by .
— o4
-100 -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415161718192021222324252627282930
Dias de adaptacéo
C
p <0,05

. 500 _
- ]
> ] - Muito ativa o -
:3' 400 @ Ativa _ T
" | —
c i —&— Inativa - j/E;HS
x
< 300
< J\E /3\53/2 ]
=]
© g 3/E ;\S
E 200+ ja/E ;\
@ 0 i
" i
© 100
= 1 ®
SEEN.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Dias de adaptacao

Parametros de atividade fisica voluntaria para ratas Inativas (n = 8), Ativas (n = 14) e Muito Ativas (n
= 11). A distancia percorrida (A), o tempo de atividade (B) e a estimativa de gasto calorico (C) foram
registrados durante o periodo de adaptagdo. Os valores sdo apresentados como média + desvio
padrdo da média (mean = S.D). * A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de duas vias
com teste post-hoc de Tukey.

6.1.2 A atividade fisica voluntaria diminui durante gestacao e lactacao

Durante a gestagdo, as ratas mées permaneceram nas gaiolas de atividade
fisica voluntaria com a roda ativa. As maes inativas mantiveram a distancia
percorrida menor que 1 km / dia, as méaes ativas menos de 2 km / dia e as muito
ativas reduziram a distancia percorrida para menos de 4 km / dia na roda de corrida

(Figura 10A). Do 152 -172 dia de gravidez até o 142 dia do periodo de lactagéo, os
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pardmetros de atividade fisica voluntaria do grupo muito ativo e ativo tornaram-se

comparaveis aos do grupo inativo (Figura 10 A-C).

Figura 10 - Parametros de atividade fisica voluntaria para ratas durante o
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Parametros de atividade fisica voluntaria para mées Inativas (n = 8), Ativas (n = 14) e Muito Ativas (n
= 11). A distancia percorrida (A), o tempo de atividade (B) e a estimativa de calorias queimadas (C)
foram registrados durante o periodo de gestacdo e lactagdo. Os valores sdo apresentados como
média + desvio padrdo da média (mean = S.D). *A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA
de dois fatores com teste post-hoc de Tukey.

6.1.3 Consumo alimentar e peso corporal materno
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Na tabela 4 encontram-se 0s parametros maternos referente ao peso e
consumo alimentar das ratas submetidas a atividade fisica voluntaria em todo
periodo experimental, adaptacao (30 dias antes da gestacéo), gestacao e lactacao.
Com relacdo ao ganho de peso, ndo houve diferenca entre os grupos no periodo de
adaptacao e lactacdo, porém no periodo gestacional, gestacdo as maes muito ativas
apresentaram um aumento no ganho de peso corporal em relacdo as maes inativas.

Com relacdo ao consumo alimentar, houve diferenca significativa entre o
grupo muito ativo versus inativo e muito ativo versus ativo em todos os periodos
avaliados. O grupo ativo versus inativo mostrou diferenca entre si apenas no periodo

gestacional.

Tabela 4 - Peso corporal e ingestédo alimentar materna durante a adaptacgao (30
dias antes da gravidez), gestacdo e lactacédo. Valores foram expressos em

média e desvio padréo (D.P.)

Inativo Ativo Muito ativo

Média D.P Média D.P Média D.P P
Adaptacéo
Inicial PC (g) 217.50 13.10  226.56 1558 218.75 7.65
Final PC (g) 231.83 13.93  250.78 27.36 237.00 16.65
Ganho de PC (g) 14.33 3.50 2422 14.79 18.25 9.81 0.241
Ingestao 14.84 1.44 15.08 1.70 17.68 @ 1.38 0.003
alimentar (g/dia)
Gestacéao
Inicial PC (g) 248.50 21.14 252.17 26.42 244.86 21.54
Final PC (g) 318.50 33.20 341.17 44.70 351.71 30.68
Ganho de PC (g) 70.00 33.80 89.00 2197 114672 22.12 0.041
Ingestao 16.50 1.71 19.24¢ 2.37 23.28 @ 1.85 0.001
alimentar (g/dia)
Lactacédo
Inicial PC (g) 254.17 15.55 287.09 35.34 270.50 27.58
Final PC (g) 268.17 17.02 277.21 33.08 271.38 18.29
Ganho de PC (g) 14.00 5.59 -5.09 1791 0.88 15.59 0.066
Ingestao 24.53 7.14 31.17 12.43 51.11 2 10.05 0.001

alimentar (g/dia)

Mé&es: Inativas (n = 8), Ativas (n = 14) e Muito Ativas (n = 11).
ap <0,05 versus inativo, ® p <0,05 versus ativo e ¢ p <0,05 versus inativo (ANOVA de uma via seguida
de teste de Holm-Sidak). PC = peso corporal

6.1.5 Teste comportamental no campo aberto
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O efeito da atividade fisica voluntaria materna sobre a atividade locomotora e
comportamento ansioso no teste de campo aberto (open field - OF) esta disposto na
figura 11. Comparado com o grupo inativo (inactive) e ativo (active), o grupo muito
ativo (very active) entrou na area central um maior numero de vezes (very active
13,7 + 4,2 versus active 9,9 + 3,1 e inactive 8,3 £ 2,4), e permaneceram por um
tempo maior no centro (very active 44,0 £ 17,4 s versus active 28,9 + 5,7 s e inactive
24,3 £ 11,7 s). Nao houve diferenca para a distancia percorrida (very active 31,9 +
6,2 m versus active 31,5 £ 6,2 m e inactive 31,0 + 6,4 m) e tempo de imobilidade

(very active 12,6 + 13,3 s versus active 12,6 + 9,5 s e inactive 12,8 + 14,6 s).

Figura 11 - Efeito da atividade fisica voluntaria materna sobre a atividade

locomotora e comportamento ansioso no teste de campo aberto
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Atividade fisica voluntaria materna resultou em atividade comportamental ansiolitica no teste de
campo aberto em ratas previamente submetidas a roda de corrida voluntéria antes, durante a
gestacao até a lactagdo. A agdo ansiolitica foi caracterizada pelo aumento dos seguintes parametros:
namero de entradas na area central (grafico C) e tempo de permanéncia na area central (grafico D).
Os grupos foram constituidos por maes Inativas (n = 8), Ativas (n = 14) e Muito Ativas (n = 11). Os
valores sdo apresentados como média + D.P. Barras com letras diferentes representam valores
significativamente diferentes e barras com as mesmas letras néo diferem estatisticamente. ? p = 0,009
para entradas na area central em comparagdo com 0s grupos inativos e ativos e ® p = 0,0013 para o
tempo na area central em comparagdo com 0s grupos inativos e ativos (ANOVA seguida pelo teste de
Holm-Sidak).

6.1.6 Teste comportamental de reconhecimento de objeto
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No teste de reconhecimento da posicdo espacial do objeto (Figura 12, painel
esquerdo), o grupo muito ativo apresentou um maior indice de discriminacéao (very
active 0,45 £ 0,26) do objeto inserido na nova posi¢ao espacial, comparado ao grupo
ativo (active 0,054 + 0,324) e inativo (inactive - 0,01 + 0,335). No teste de
reconhecimento da forma do objeto (Fig. 12, painel direito), o grupo muito ativo
apresentou um maior indice de discriminacéo (very active 0,505 + 0,1930) no objeto
com novo formato, comparado ao grupo ativo (active 0,239 + 0,165) e inativo
(inactive 0,208 £ 0,237).

Figura 12 - Tempo de exploragdo no teste de reconhecimento de objetos.
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As maes inativas (n = 8), ativas (n = 14) e muito ativas (n = 11) sdo grupos previamente submetidos a
atividade fisica voluntaria materna antes, durante a gestacéo até a lactagdo. A retencdo da memoria
de curto prazo foi caracterizada por um aumento no indice de discriminagdo tanto da nova forma do
objeto quanto da nova posicdo espacial do objeto. Os valores séo apresentados como média + D.P.
Barras com letras diferentes representam valores significativamente diferentes e barras com as
mesmas letras ndo diferem estatisticamente. ® p = 0,018 para indice de discriminagdo da nova
posicdo espacial do objeto em comparacdo com grupos inativos e ativos e ? p = 0,022 para indice de
discriminacdo da nova forma do objeto em comparacdo com grupos inativos (ANOVA seguida pelo
teste de Holm-Sidak) .

6.1.4 Teste comportamental no labirinto em cruz elevado

A figura 13 ilustra o efeito da atividade fisica voluntaria materna sobre o
comportamento ansioso das ratas, avaliado atraves do labitinto em cruz elevado
(elevated plus maze - EPM). Com relacdo ao tempo de permanéncia nos bracos
abertos, o0 grupo muito ativo esteve por mais tempo comparado ao grupo ativo e
inativo (very active 54,6 £ 17,2 s versus active 34,9 £ 23,4 s e inactive 22,0 + 15,2 s)

[Fig. 13, painel central direito]. Essa diferenca se mostrou igual para o tempo de
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permanéncia no centro do aparato do EPM (very active 48,1 + 14,9 s versus active
29,5+ 17,4 s e inactive 23,2 + 16,1 s) [Fig. 13, painel inferior direito].

Com relacdo ao numero de entrada nos bracos abertos, o grupo muito ativo
entrou mais vezes comparado ao grupo ativo e inativo (very active 10,0 = 2,9 versus
active 6,7 + 3,5 e inactive 4,7 = 3,4) [Fig. 13, painel central esquerdo]. Essa diferenca
se mostrou igual para o numero de entradas no centro do aparato do EPM (very
active 18,9 = 7,5 versus active 14,6 + 4,0 e inactive 9,7 £ 6,6) [Fig. 13, painel inferior
esquerdo]. Nao houve diferencga para a distancia percorrida (very active 12,3 + 1,8 m
versus active 12,6 + 2,6 m e inactive 12,8 = 2,7 m) [Fig. 13, painel superior esquerdo]
e tempo de imobilidade (very active 48,6 £ 12,2 s versus active 45,7 + 17,9 s e

inactive 42,5 £ 19,6 s) [Fig. 13, painel superior direito].

Figura 13 - Atividade comportamental no teste de labirinto em cruz elevado
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Atividade comportamental no teste de labirinto em cruz elevado (elevated plus maze — EPM) de maes
Inativa (inactive); ativa (active) e muito ativa (very active) previamente submetidas a atividade fisica
voluntaria materna antes, durante a gestacdo até a lactacdo. O comportamento de ansiedade foi
caracterizado pelo aumento dos seguintes parametros: niumero de entradas na area central (grafico
inferior esquerdo), tempo despendido na area central (grafico inferior direito), nimero de entradas nos
bracos abertos (gréafico central esquerdo) e tempo despendido nos bracos abertos (gréafico central
direito). Os grupos foram constituidos por mées Inativas (n = 8), Ativas (n = 14) e Muito Ativas (n =
11). Os valores séo apresentados como média + D.P. * p = 0,022 para entradas na area central em
comparacdo com o grupo inativo, * p = 0,038 para o tempo gasto na area central em comparacgao
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com o grupo inativo, * p = 0,037 para entradas nos bracos abertos em comparagcdo com o0 grupo
inativo, * p = 0,038 para o tempo gasto nos bracos abertos em comparacdo com o grupo inativo. Nao
houve diferenca estatistica para distancia percorrida e p = 0,906 e tempo de imobilidade p = 0,839
entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Holm-Sidak).

6.1.7 Parametros relacionados a DAC

6.1.7.1 Velocidade de propagacao da DAC

Em todos o0s grupos experimentais, a estimulacio com 2% de KClI
(aproximadamente 270 mM) em um ponto da superficie cortical frontal durante 1
minuto provocou, em regra, uma uUnica onda de DAC que se propagou sem
interrupcéo e foi registrado e gravado nos dois pontos da regisao parietal. Durante
todo periodo de registro, a variacdo lenta de voltagem (VLV), e a diminui¢cdo da
atividade elétrica espontanea cortical ECoG, confirmaram a presenca da DAC ap0s
a estimulacado com KCI.

Em todos os grupos experimentais, muito ativo (very active), ativo (active) e
inativo (inactive), os valores obtidos da DAC (médias + desvio padrdo) foram
respectivamente 2,76 + 0,09; 3,02 + 0,15; 3,36 = 0,14. A ANOVA indicou diferencas
entre 0s grupos, e o teste post-hoc (Holm-Sidak) revelou que as velocidades foram
menores na condicdo de muita atividade fisica voluntaria (grupo muito ativo) em

comparacao com as condi¢des de menos atividade (grupos ativo e inativo).

Figura 14 — Registros eletrofisiolégicos qualitativos e quantitativos da DAC
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Figura 14. Eletrocorticograma (E) e variagdo negativa lenta do potencial (P) em dois pontos da
superficie do hemisfério direito em trés ratas previamente submetidas a roda de corrida voluntaria
antes, durante a gestacdo até a lactacdo. As trés ilustracbes no parte esquerda da figura sdo das
ratas inativa (ilustracdo superior esquerda), rata ativa (ilustracdo central esquerda), rata muito ativa
(ilustracao inferior esquerda). O diagrama do cranio (ilustragcdo superior direita) mostra as posicdes de
registro 1 e 2, de onde foram obtidos os registros eletrofisiolégicos (E e P) marcados com 0s mesmos
nameros. A posi¢éo do eletrodo de referéncia comum (R) nos 0ssos nasais e o ponto de aplicagdo do
estimulo deflagrador da DAC (KCI) também s&o mostrados. A DAC foi deflagrada no cortex frontal por
estimulacdo quimica (uma bola de algoddo de 1 a 2 mm de didametro embebida em KCI a 2%)
aplicada por 1 min na dura-mater intacta, conforme indicado pelas barras horizontais. O gréfico
inferior direito mostra a velocidade da depresséo alastrante cortical (mm / min) das mées inativas (n =
8), ativas (n = 14) e muito ativas (n = 11) que foram previamente submetidas a roda de corrida
voluntaria. Barras com letras diferentes representam valores significativamente diferentes (a, b, ¢; p =
< 0,001). ANOVA seguida pelo teste de Holm-Sidak. O nimero em cada barra do gréafico inferior
direito indica o tamanho da amostra.

6.1.7.2 Amplitude e duracdo da variagao negativa lenta de potencial da DAC
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A tabela 5 mostra os dados sobre amplitude e duragdo da variacao lenta
negativa do potencial da DAC, nos animais segundo condicdo experimental da
presente tese. A ANOVA indicou um efeito principal da condicdo de atividade fisica
sobre a amplitude da onda da DAC [F (2,28) = 39.490; p < 0,001] e o post hoc
(Holm-Sidak) mostrou que as amplitudes foram inversamente correlacionado com a
atividade fisica voluntaria (grupo muito ativo < grupo ativo < grupo inativo; p <
0.001).

Em relagdo a duracéo, ANOVA indicou um efeito da condi¢éo de atividade fisica
[F (2,30) = 142,755; p < 0,001] e o post hoc (Holm-Sidak) mostrou uma duracao
maior nas ratas muito ativas, seguida pelas ratas ativas, comparadas ao grupo de

ratas inativas (p < 0.001).

Tabela 5 — Amplitude e Duracao da variagao negativa lenta do potencial da DAC em
ratas previamente submetidas a atividade fisica voluntaria seguida por um periodo

de gestacéo e lactacao.

Group Amplitude (mV) Duration (s)
Very Active 5.5+ 1.12 86.2 + 1.42
Active 8.3+1.1b 81.0+1.3°
Inactive 10.9£1.8° 74.7 £1.8°

Os grupos sdo: Inativo (inactive), n=8; ativo (active), n=14 e muito ativo (very active), n=11.
Os dados séo expressos como médias * desvio padrao (DP).
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6.2 RESULTADOS A PARTIR DAS ANALISES REALIZADAS NOS FILHOTES COM
60 DIAS DE VIDA DAS RATAS MAES INATIVAS, ATIVAS E MUITO ATIVAS

6.2.1 Peso corporal dos filhotes

Ao final do experimento, os filhotes machos e fémeas dos trés grupos
apresentaram pesos corporais semelhantes (Figura 15). Os pesos médios (+ desvio-
padrao) foram: 222,0 £ 55,4 g para o grupo inativo, 212,0 £ 62,7 g para 0 grupo ativo
e 213,7 £ 54,5 g para 0 grupo muito ativo. Esses dados sugerem que a atividade
fisica voluntaria materna durante a gestacdo nao influencia os pesos corporais da

prole aduta jovem.

Figura 15. Pesos corporais dos filhotes de ratas exercitadas voluntariamente

antes e durante a gestacéo, e no periodo de lactacéo.

300

Peso corporal
(9)

Pesos corporais (média + desvio-padrdo) dos filhotes adultos jovens (60-70dias) de ratas
exercitadas voluntariamente antes e durante a gestacao, e no periodo de lactacdo. Os grupos séo:
Inativo (filhotes de méaes inativas); ativo (filhotes de maes ativas) e muito ativo (filhotes de maes
muito ativas). Nao ha diferencas significantes entre os grupos.

6.2.2 Atividade comportamental no campo aberto de filhotes de mées submetidas a

atividade fisica voluntaria

O efeito da atividade fisica voluntaria materna sobre a atividade locomotora e

comportamento ansioso no teste de campo aberto esta disposto na figura 16. Os
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filhotes de maes muito ativas (que se exercitavam muito na roda de corrida)
apresentaram uma maior distancia percorrida (23,23 m), e consequentemente menor
tempo de imobilidade (5,66 s), em comparacdo com o grupo inativo (15,68 m e 28,08
S, respectivamente), nos 5 minutos que durou o teste do campo aberto. Houve
ainda, no grupo muito ativo, um maior numero de entradas na area central do campo
aberto (10,1 + 3,1) e maior tempo de permanéncia nessa area central (26,7 + 10,6
S), 0 que € interpretado como um comportamento que indica pouca ansiedade, em

relacdo ao grupo pouco ativo (5,1 £ 2,3 e 12,1 + 7,3 respectivamente).

Figura 16 - Atividade comportamental e locomotora no teste de campo aberto

da prole
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Atividade comportamental e locomotora no teste de campo aberto da prole a partir de 60 dias de
vida de ratas previamente submetidas a atividade fisica voluntaria seguida por um periodo de
gestacdo e lactacdo. Os grupos séo: Inativo (filhotes de mées inativas); ativo (filhotes de mées
ativas) e muito ativo (filhotes de maes muito ativas). A - Distancia percorrida (m); B - Tempo de
imobilidade (s); C - Nimero de entradas na area central e D - Tempo na area central (s). Os dados
sdo expressos como médias + desvio padréo (DP). Os asteriscos indicam diferencas significantes (p
< 0,05). (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Holm-Sidak).
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6.2.3 Teste comportamental de reconhecimento de objeto de filhotes de mées

submetidas a atividade fisica voluntaria

6.2.4.1 Reconhecimento Espacial

Nos testes de reconhecimento da posicdo espacial de um objeto, ndo houve
diferenga entre os grupos de filhotes (Figura 17, gréfico A); os indices de
discriminagéo entre os grupos de filhotes de maes inativas, ativas e muito ativa
foram, 0,260 + 0,118 para o grupo inativo e 0,281 + 0,187 para 0S grupos ativo e

muito ativo.
6.2.4.1 Reconhecimento de forma

Neste teste, 0 grupo muito ativo apresentou uma discriminacdo
significantemente maior (ID = 0,539 + 0,144), em compara¢cdo com 0 grupo inativo
(ID = 0,237 = 0,160), mas ndo no grupo ativo, que apresentou ID = 0,339 + 0,231.
Esses dados estao representados na Figura 17, grafico da direita.

Figura 17 - Testes da memodria de reconhecimento da posicdo espacial e da
forma de objetos
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Testes da memdria de reconhecimento da posicdo espacial (grafico a esquerda) e da forma de
objetos (direita). Os dados sdo expressos como médias + desvio padréo (DP).
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6.2.4 Atividade comportamental no labirinto em cruz elevado de filhotes de

maes submetidas a atividade fisica voluntaria

A figura 16 ilustra o efeito da atividade fisica voluntaria materna durante o
periodo pré e pos gestacional sobre o comportamento ansioso dos filhotes, avaliado
atraves do labitinto em cruz elevado. O grupo de filhotes de mées fisicamente muito
ativas percorreram distancia significantemente maior no labirinto do que o grupo
inativo (16,7 £ 1,9 m versus 12,2 + 4,7 m); igualmente, permaneceram imoveis por
menos tempo (25,1 + 11,3 s versus 72,0 £ 63,4 s), entraram um maior numero de
vezes nos bracos abertos (14,6 + 5,6 versus 3,8 + 3,4 vezes) e permaneceram mais

tempo nesses bracos (63,6 £ 20,7 s versus 8,3 = 8,2 s).

Figura 18 - Atividade comportamental no teste de labirinto em cruz elevado dos

filhotes
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Atividade comportamental no teste de labirinto em cruz elevado dos filhotes de ratas exercitadas
voluntariamente antes e durante a gestacdo, e no periodo de lactacdo. Os grupos sao: Inativo
(filhotes de mées inativas); ativo (filhotes de maes ativas) e muito ativo (filhotes de mées muito
ativas). a - Distancia percorrida (m); b - Tempo de imobilidade (s); ¢ - NOmero de entradas nos
bracos abertos; d - Tempo nos bracgos abertos (s). Os asteriscos indicam diferencas significantes (p
< 0,05). Os dados sdo expressos como médias + desvio padrdo (DP). (ANOVA seguida pelo teste

de Holm-Sidak).
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6.2.5 Velocidade de propagacéo da DAC de filhotes de mées submetidas a atividade

fisica voluntaria

Quando os filhotes (n = 38) atigiram idade entre 70 a 80 dias, foram submetidos
ao registro eletrofisiolégico da DAC. O exercicio fisico voluntario materno esteve
inversamente associado a velocidade de propagacdo da DAC, de tal modo que os
trés grupos de filhotes (provenientes de maes muito ativas, ativas e inativas) foram
estatisticamente diferentes na seguinte ordem: muito ativo < ativo < inativo. As
velocidades médias de propagacdo da DAC para os grupos muito ativo, ativo e
inativo foram, respectivamente: 3,02 + 0,13 mm/min, 3,37 £ 0,09 mm/min e 3,87 +
0,23 mm/min (p < 0,05). Esses resultados, que s&o mostrados na Figura 19,
sugerem que o exercicio fisico materno exerceu no cérebro dos filhotes um efeito
antagonico a propagacao da DAC. Esse efeito da atividade fisica voluntéria mostrou-

se semelhante ao descrito por suas respectivas mées (ver figura 14).

Figura 19 - Velocidades da DAC dos filhotes

Velocidade da DAC
(mm/min)

Inativo Ativo Muito ativo

Velocidades da DAC dos filhotes de ratas previamente submetidas a atividade fisica voluntaria
seguida por um periodo de gestacéo e lactacdo. Os grupos séo: Inativo (filhotes de maes inativas);
ativo (filhotes de mées ativas) e muito ativo (filhotes de mées muito ativas). Os dados sdo expressos
como médias + desvio padrédo (DP). ANOVA de uma via seguida pelo teste de Holm—Sidak.
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7 DISCUSSAO

Esta bem estabelecido que a atividade fisica materna antes e durante a gravidez
tem efeitos metabdlicos, hormonais e cardiovasculares positivos ha mée e no feto
(NOGUEIRA et al., 2019; SANTANA-MUNIZ et al., 2014; JONES et al., 2021). Neste
estudo, foi reforcada a hipétese de que o exercicio materno promove adaptacdes
neurofisiolégicas maternas em maes e filhotes. Nossos dados mostraram que a
atividade fisica espontanea materna foi benéfica para respostas comportamentais do
tipo ansiolitico, retencdo de memoaria de curto prazo e padréo eletrofisiologico, tanto
em maes quanto em filhotes. Estudos anteriores relataram que a atividade fisica
materna espontanea induz a resposta transcricional adaptativa de fatores
neurotroficos no cérebro e na placenta de mées e filhos de ratos (FRAGOSO et al.,
2019). Além disso, filhotes de mées ativas e muito ativas apresentaram melhor
neurodesenvolvimento, atividade locomotora e habilidades motoras basicas do que
seus pares de maes sedentarias ou inativas (FRAGOSO et al.,, 2017). Os
mecanismos pelos quais os estimulos da atividade fisica afetam a programacéo do
neurodesenvolvimento ndo sdo bem conhecidos, mas acredita-se que 0 sistema
placentario-fetal desempenhe um papel central (FRAGOSO et al., 2021).

Neste estudo experimental, confirmamos que a atividade fisica previamente a
gestacdo (periodo de adaptacdo), € importante para categorizar as ratas em
diferentes niveis de atividade: inativas, ativas e muito ativas, em resposta as
mesmas condi¢cbes ambientais, bem como também, estimular a manutencdo da
atividade em periodos posteriores (gestacao e lactacao). Essas mudancas podem
ser consideradas multifatorial e complexa, bem como envolver mecanismos
neuroquimicos que incluem os sistemas dopaminérgicos e endocanabidides
(GARLAND et al., 2011; THOMPSON et al., 2017; MEE et al., 2018).

No periodo gestacional e de lactacdo as maes ativas e muito ativas relataram
diminuicdo dos niveis de atividade, ganho regular de peso corporal, mas aumento da
ingestdo de alimentos. Estudos anteriores relataram resultados semelhantes para
altos niveis de atividade associados a alta ingestdo de alimentos (ANDERSSON-
HALL et al., 2021; SAKAKIMA et al., 2016). A elevada quantidade de atividade fisica
e 0 aumento da ingestdo alimentar podem estar relacionados as adaptacdes

metabdlicas e enddcrinas que permitem as maes cumprir o balango energético para
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garantir o crescimento do feto (MOORE, 2012; NASCIMENTO, SURITA, CECATTI,
2012; SANTANA MUNIZ et al., 2014; GOBINATH et al.,2017).

O ambiente durante a gestacdo € critico para o desenvolvimento fetal e os
estimulos perinatais podem influenciar o desenvolvimento da prole (DAVENPORT et
al., 2018). Alteracdes psicologicas, fisicas, metabdlicas e hormonais durante a
gestacdo podem frequentemente levar a ansiedade (KHAMBADKONE
KHAMBADKONE; CORDNER; TAMASHIRO, 2020). Em humanos, a ansiedade
durante a gravidez foi associada a resultados de desenvolvimento cognitivo e social
prejudicados, impacto adverso na relacdo da mulher com o feto, o bebé recém-
nascido e, posteriormente, com a crianca (ZHOU e LI, 2011). Prévios estudos
mostraram que a atividade fisica regular tem resultados benéficos nos sintomas de
ansiedade em mulheres gravidas (DAVENPORT et al., 2018; YAN et al., 2020).

No presente estudo, as ratas que executaram atividade fisica voluntaria antes,
durante a gestacédo e lactacdo apresentaram respostas comportamentais do tipo
ansiolitico tanto no campo aberto quanto nos testes de labirinto em cruz elevado.
Estudos mostram que além da atividade voluntaria, o exercicio fisico involuntario
(natacdo) demonstram efeito ansiolitico e anti-depressivo (TORABI et al., 2017,
BELVIRANLI e OKUDAN, 2019; FARZAD et al., 2020). Estudo analisando o impacto
da atividade voluntaria em cicloergbmetro durante a gestacdo, mostrou maior
retencdo de memodria e aumento significativo no namero de neurbnios no giro
dentado hipocampal em filhotes machos jovens (YAU et al., 2019). Exercicio com
ratos em esteira por oito semanas (50 min/dia; 5 dias por semana a 50% — 70% do
VO2 maximo), melhorou o comprometimento na memoria de curto e longo prazo
(avaliado pelo teste de reconhecimento de objetos) e danos oxidativos (peroxidagéo
lipidica) no hipocampo e cértex pré-frontal induzido pelo estresse da separacao
materna (NEVES et al., 2015).

Os estudos que permitem compreender o papel do exercicio fisico sobre o
neurodesenvolvimento sdo (teis para prevenir e atenuar processos degenerativos
associado a um desequilibrio redox, tendo em vista seu impacto sobre a ansiedade
e memoria durante a gestacdo (GARCIA-MESA et al., 2015; RADAK et al., 2016).
Em linha com esses resultados, nossos estudos anteriores, utilizando o exercicio
fisico (esteira e natacdo) em ratos machos jovens e adultos, confirmam sua acéo

eficaz para contrariar desordens neurais e minimizar as consequéncias negativas
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sobre o comportamento ansioso (SILVA-GONDIM et al., 2017; VITOR-DE-LIMA et
al., 2017).

Coletivamente, nossas analises tracam um quadro integrado dos beneficios que
a atividade parental (materna) tem sobre a prole: ndo apenas reduz ansiedade e
melhora o desempenho cognitivo da mée e da prole, como também induz respostas
eletrofisiol6gicas significativas, expressadas pela analise da DAC. Pesquisas
recentes levantam a possibilidade de que a atividade fisica parental (materno e
paterno) trazem beneficios para a prole, sobretudo quando realizado antes da
gestacdo (YANG et al., 2021). E neste contexto, nosso trabalho confirma e mostra
que os efeitos benéficos intergeracionais da atividade fisica sobre o comportamento
e a DAC ocorre em toda a ontogenia, em curto e longo prazo, como observado nos
filhotes jovens das maes muito ativas.

Mecanismos potenciais subjacentes a transmissdo dos beneficios da atividade
voluntaria materna aqui observados, sdo atribuidos especialmente a trés fatores
expressos no cérebro: (I) neurogénese hipocampal; (II) aumento na expressao de
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e (lll) modificacbes epigenéticas. A neurogénese hipocampal
induzida pelo exercicio parental nos filhos pode ocorrer em estagio pés-natal inicial e
adolescéncia, acompanhadas de um melhor comportamento neurolégico no
aprendizado e na memoria e reducdo da ansiedade (YAU et al., 2019; MCGREEVY
et al., 2019; SEGABINAZI et al., 2019; YAN et al., 2020).

O VEGF é um fator de crescimento que estd ligado a formacdo e ao
desenvolvimento das células endoteliais vasculares no cérebro, sua expressao
aumentada pode facilitar a angiogénese no cérebro da prole, fornecendo os
nutrientes e oxigénio necessarios para apoiar o desenvolvimento e a funcdo do
cérebro, incluindo neurogénese no hipocampo e cortex cerebral (SANCHES et al.,
2018), modulando o comportamento e ndo s6 isso, mas também o fenémeno da
DAC, uma vez que este € influenciado por uma rede de neurdnios e acompanhado
da vasodilatacdo dos vasos sanguineos corticais (GUEDES e ABADIE-GUEDES,
2019).

E importante ressaltar que a expressio de fatores de crescimento do cérebro
(por exemplo, BDNF e VEFG) estd positivamente relacionada a um melhor
desenvolvimento cerebral e cognitivo da prole de pais exercitados (AKSU et al.,

2012; YANG et al., 2021). Estudos anteriores mostraram que a atividade materna
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antes e durante a gravidez resultou em aumento significativo na expresséo de IGF-
1r e BDNF mRNA no hipotédlamo, IGF-1r e NTRK2 no hipocampo, BDNF, NTRK2,
IGF-1 e IGF-1r no cortex, aumentou a sobrevivéncia das células do hipocampo e
melhorou a capacidade de memaria de curto prazo nos filhotes em comparagdo com
seus pares inativos (KIM et al.,, 2007; FRAGOSO et al., 2021; FRAGOSO et al.,
2019). Além de melhorias nas caracteristicas relacionadas a cognicao (melhor
retencdo de memdria), nossos resultados também mostram que maiores niveis de
atividade fisica materna reduziu significativamente a ansiedade da mae e sua prole.
Em experimentos animais, o déficit de BDNF esta relacionado a transtornos de
humor, como depresséo e ansiedade (COTMAN et al., 2007; ZHANG et al., 2020).
Os efeitos do exercicio fisico na transcricdo de fatores de crescimento cerebral
na prole sdo potencialmente mediados por mecanismos epigenéticos, como
metilacdo de DNA, acetilacdo de histonas e RNAs né&o codificantes (GOMEZ-
PINILLA et al.,, 2011; IERACI et al.,, 2015; SLEIMAN et al., 2016). Isso abre a
possibilidade de que as modificacdes epigenéticas resultantes da atividade exercida
pela mae sejam hereditarias e regulem a expressdo génica de fatores de
crescimento na prole (por exemplo, BDNF e VEGF) para a funcédo cerebral e
cognicdo (SHORT et al., 2017; BENITO et al., 2018; MCGREEVY et al., 2019). Outro
mecanismo que emergiu como reguladores epigenéticos potentes da plasticidade
cerebral e da funcdo da memoaria foi um grupo de pequenos RNAs ndo-codificantes,
particularmente microRNAs (miRNAS), e essa informacédo abriu o caminho para uma
melhor compreensdo do mecanismo epigenético subjacente a acdo do exercicio no
cérebro (KONOPKA et al., 2011; WANG et al., 2012; SAAB e MANSUY, 2014).

Com inovacdo, o presente estudo demonstrou que o0 comportamento
ansiolitico, maior retencdo de memoaria de curto prazo e reduzidas velocidades de
propagacdo da DAC, induzidos pela atividade fisica materna foram também
observadas na prole aos 60 dias de vida. Em humanos, bebés de maes ativas
durante a gravidez (trés vezes por semana, pelo menos 20 min / dia a 55% de sua
capacidade aerobia maxima) mostraram uma melhor resposta a discriminacdo de
som e memdria auditiva medida por eletroencefalografia (LABONTE-LEMOYNE et
al, 2017).

Os resultados eletrofisioldgicos, expressos pela velocidade da DAC, mostram
gue a atividade fisica voluntaria exerce igualmente a outros modelos experimentais

de exercicio (esteira e natacdo) uma acao resistente a propagacdo do fendbmeno
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eletrofisiol6gico. Alguns mecanismos de acdo que relacionam o papel do exercicio
fisico sobre a DAC tém sido sugeridos, como por exemplo, melhor producéo
antioxidante, tendo em vista que, agentes antioxidantes naturais (vitamina C,
astaxantina, alfa-tocoferol), exercem efeito desacelerante sobre a propagacdo da
DAC no tecido cortical (ABADIE-GUEDES et al., 2016, 2012; MENDES-DA-SILVA et
al., 2014, 2018). E nao so isso, mas o desequilibrio redox também influencia, em
certa medida, o comportamento ansioso (OTSUKA et al., 2016). Dessa forma,
somos tentados a postular que os efeitos da atividade fisica voluntaria sobre os
pardmetros comportamentais e eletrofisiologicos aqui demonstrados, estédo
envolvidos numa melhor producéo antioxidante (CHUNG et al., 2017; YUKSEL et al.,
2019).

Outro possivel fator que poderia explicar as velocidades de propagacédo da DAC
reduzidas nas ratas muito ativas é o aumento da atividade serotoninérgica. Estudos
mostram que o0 aumento na disponibilidade de serotonina se correlaciona
inversamente com a propagacdo da DAC no cérebro de ratos (AMANCIO-DOS-
SANTOS et al., 2006; GUEDES et al., 2017). Gobinath et al., 2017, mostraram que
quanto maior o nivel de atividade fisica voluntaria nas ratas maes, isoladamente ou
em combinacdo com fluoxetina (inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina -
ISRS), aumentou a neurogénese hipocampal durante o periodo pds-parto nas maes
e resultou em menor comportamento depressivo induzido pela corticosterona.

Em linha com esse entendimento, outro estudo avaliando a atividade fisica
voluntaria em associacdo com o citalopram (outra classe de ISRS), mostrou
aumento significante sobre a excitabilidade média dos neurbnios 5-HT
(DREMENCAOQV et al., 2017). Curiosamente, em trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa, foi mostrado que o citalopram tem uma acdo antagbnica sobre a
depressao alastrante cortical (GUEDES et al., 2002). Assim, coletivamente, esses
estudos leva-nos a postular uma possivel relagdo entre as respostas
eletrofisioldgicas induzidas pela atividade fisica materna voluntaria nas ratas muito

ativas com o envolvimento do sistema serotoninérgico.
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8 CONCLUSAO

Este estudo com inovacdo mostrou que a atividade fisica voluntaria materna tem
efeito cerebral, que se expressa em parametros eletrofisioldgicos relacionados a
DAC. Além disso, reforca dados anteriores a respeito da acdo desaceleradora do
exercicio fisico (esteira e natacdo) sobre a DAC e endossa o papel da atividade
fisica regular nos periodos pré-gestacional, gestacional e puerpério, como janela
oportuna para otimizar a saude, reduzindo possiveis quadros de ansiedade, além de
melhorar aspectos cognitivos como a retengcdo de memoéria. Consideramos que
nossos resultados podem sugerir uma relacédo benéfica da atividade fisica voluntaria
materna para maes e para os filhotes durante o desenvolvimento. A procura dos
mecanismos bioquimicos, histologicos e moleculares subjacentes a este efeito, bem
como da sua importancia para a saude humana, serdo necessarias futuras

investigacoes.
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‘open field test (OFT), object recognition test (ORT), elevated plus maze test and the
|CSD propagation features. MPA was directly associated with matemnal amoolytic-like
behavioural responses in the OFT. Pups from VA mothers showed a high
disorimination Index for shape recognition memory (ORT) and decreased propagation
\velocities of CSD, when compared with the inactive group. The data suggest that
Ivoluntary maternal running during the gestational penod induces neuroplasticity and
'may modulate the brain functions of the mother-infant dyad in the rat.
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