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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia dos niveis de atividade fisica
voluntaria das maes sobre a glicemia e ingestdo alimentar e a plasticidade fenotipica de
filhotes durante o periodo de crescimento e desenvolvimento. Foram utilizadas 30 ratas
Wistar que realizaram atividade fisica voluntaria (AFV) antes, durante e apds a gestacdo. Para
avaliar a atividade fisica voluntaria foram utilizadas as grandezas fisicas: distancia percorrida
(Km), tempo percorrido (min), velocidade média (km/h) e estimativa do gasto caldrico diario
(km.s™.dia®) num periodo de 30 dias (adaptacdo). Apds este periodo foram formados os
grupos experimentais de acordo com o nivel de atividade fisica: controle (C), Inativo (I),
Ativo (A) e Muito ativo (MA). As ratas foram acasaladas e permaneceram nas gaiolas de
atividade fisica voluntria na gestacdo e lactacdo. Durante todo o experimento as ratas
receberam as dietas AIN-93 M e G de acordo com o clico da vida. Nas ratas foram
determinados: o0 consumo alimentar, peso corporal e glicemia. Os indicadores murinométricos
e maturagdo das caracteristicas fisicas e reflexa foram realizados nos filhotes durante a
lactacdo. Nas analises durante a adaptacdo, 0 MA mostrou aumento progressivo na execucao
dos parametros da AFV. Durante a gestacdo, as ratas (MA e A) reduziram a distancia. Na
adaptacdo, o grupo muito ativo mostrou reducdo do peso corporal e aumento na ingestao
alimentar. Na gestacdo o grupo muito ativo aumentou peso e a ingestdo. A glicemia do MA
reduziu desde o 7° dia de gestacdo. Nos filhotes, do grupo muito ativo apresentou maior eixo
latero-lateral do cranio e comprimento da cauda, e antecipacdo da abertura do pavilhdo e do
conduto auditivo, erupcdo dos incisivos. I, A e MA apresentaram retardo do endireitamento
em queda livre, aversdo ao precipicio e colocacédo pelas vibrissas. Contudo, 0 maior nivel de
AFV das mées foi capaz de promover maior crescimento e antecipacdo na maturacdo fisica e
reflexa nos filhotes. E que a AFV nesta fase pode ter um papel fundamental na plasticidade
fenotipica.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Crescimento e desenvolvimento. Gravidez. Lactacdo. Ratos.



ABSTRATC

The present study aimed to evaluate the influence of the levels of voluntary physical activity
on blood glucose levels of mothers and food intake and phenotypic plasticity of offspring
during the period of growth and development. 30 Wistar rats that underwent voluntary
physical activity (AFV) before, during and after pregnancy were used. To evaluate the
voluntary physical activity the physical quantities were used: distance (Km), elapsed time
(min), average speed (km / h) and estimated daily energy expenditure (km.s-1.dia-1) within
30 days (adaptation). After this period the experimental groups were formed according to the
level of physical activity: (C) Inactive (I), active (A) and very active (VA). The rats were
mated and remained in the cages of voluntary physical activity during pregnancy and
lactation. Throughout the experiment the rats fed diets AIN-93 M and L according to the
cyclic life. In the rats were determined: food intake, body weight and blood glucose. The
murinométricos indicators and maturation of reflex and physical characteristics were
performed in pups during lactation. In analyzes adjusting for the MA showed a progressive
increase in the execution of the parameters of AFV. During pregnancy, the rats (MA and A)
reduced the distance. In the adaptation, the very active group showed reduced body weight
and increased food intake. In pregnancy the very active group increased weight and eating.
Blood glucose decreased the MA from the 7th day of gestation. In puppies, the very active
group showed greater lateral-lateral axis of the skull and tail length, and anticipation of the
opening of the pavilion and the auditory canal, eruption of incisors. I, A and MA showed the
delay in free fall righting, cliff aversion and placing the vibrissae. However, the highest level
of AFV mothers was able to promote higher growth and advance the physical and reflex
maturation in puppies. And the AFV this stage can play a key role in the phenotypic
plasticity.

Keywords: Exercise. Growth and development. Pregnancy. Lactation. Rats.
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1. Apresentacao

A locomocédo € uma das caracteristicas fundamentais da vida animal, principalmente
para os mamiferos. A busca pelo alimento, abrigo, reproducéo, interacdo com a natureza entre
outros elementos, pode ser denominada como um tipo de atividade fisica obrigatoria.
Entretanto, as atividades que ndo estdo diretamente ligadas a sobrevivéncia ou homeostase e
ndo estdo relacionadas a qualquer fator externo pode ser caracterizada como atividade fisica
voluntéria.

Nos seres humanos a atividade fisica voluntéria ocorre em diversas formas através dos
esportes. A motivacdo para o exercicio voluntario € multifatorial, relacionada com os
principais tracos de personalidade, podendo ser gratificante (psicologicamente e /ou
fisicamente) e em alguns casos viciante (Rhodes e Smith, 2006; Woollard, 2003; Brene et al,
2007; MacLaren e Best, 2010). Em animais de laboratorio o exercicio voluntario também vem
sendo investigado, presume-se que a motivacdo para a atividade fisica esteja relacionado com
a auséncia da interacdo social, mas também esta relacionado com a caracteristica
comportamental de cada animal.

Nos humanos a atividade fisica voluntaria pode ter variacdo interpessoal e
intrapessoal, com relacdo a intensidade e duragdo, ambas as quais afetam o seu custo
energético e pode modular os efeitos sobre a fisiologia. A atividade fisica regular esta ligada a
uma variedade de beneficios para a saude, seja a nivel cardiovascular, 0sseo, respiratorio,
hormonal e emocional. Apesar de varios estudos sobre a atividade fisica ja terem sido
publicados, ainda ndo estdo bem esclarecidos os efeitos em determinadas fases da vida, como
antes, durante e depois da gestacéo.

Atualmente de acordo com o American College of Obstetricians and Gynecologists,
todas as mulheres saudaveis sdo aptas e orientadas a realizarem atividade fisica regular. Além
disso, mulheres com gestacdo de baixo risco podem praticar exercicio fisico moderado (até
70% do O:zuwx) € leve (até 40% do O:zme) por cerca de 30 minutos por dia, todos os dias da
semana. Contudo, ainda € dificil estabelecer recomendacgdes de percentual de esforco fisico
durante a gestacdo uma vez que a intensidade, o tipo e a duracdo do exercicio fisico sdo
determinantes para as adaptagdes fisiologicas na mée e as repercussdes no filho.

Visando investigar melhor esta relacdo foram elaborados alguns protocolos de

exercicio e treinamento fisico para animais de laboratdrio, ratos e camundongos. Estes tipos
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de protocolo utilizam, principalmente, a natagdo com ou sem carga e a esteira rolante para a
realizacdo do exercicio ou treinamento fisico em ratas antes e durante a concepcao. N0sso
grupo tem utilizado o treinamento fisico associado a desnutricdo em ratas antes e durante o
periodo gestacional observando os efeitos nos filhotes. Os resultados apontam que o
treinamento fisico moderado durante a gestacdo aumenta o consumo de oxigénio de repouso,
o coeficiente respiratorio e a taxa de crescimento dos filhotes (até os 90 dias de vida)
provindos de maes desnutridas (AMORIM, Dos Santos et al., 2009). Além disso, a atividade
fisica regular de intensidade leve durante a gestacdo parece estar associada ao aumento do
fluxo de oxigénio e nutrientes para o feto e pode repercutir positivamente durante o
desenvolvimento pds-natal (LEANDRO et al, 2009).

Nestes protocolos de exercicio/ treinamento fisico (natacdo e esteira), em geral, em
ratas ha o controle da intensidade e do volume do exercicio que permite ter conhecimento da
duragdo, inclinacdo, velocidade, distancia percorrida por estes animais. Entretanto, estas
modalidades de exercicio/ treinamento ndo representam uma atividade fisica voluntaria, e
geralmente sdo de forma forcada e gerando estresse ao roedor, portanto € interessante
identificar um novo modelo de atividade fisica.

O modelo de avaliar a atividade fisica voluntaria em animais esta sendo testado
através da roda de atividade (Cicloergbmetro). Este modelo esta sendo utilizado em ratos e
camundongos, principalmente no periodo infantil e adulto, em ambos 0s sexos. Entretanto,
ainda ndo existem resultados cientificos da utilizacdo desta atividade fisica voluntaria antes,
durante e ap6s concep¢do em ratas e 0s seus efeitos sobre o crescimento e desenvolvimento
dos filhos. E se ha diferentes comportamentos das ratas adultas submetidas ao ambiente com a
roda com relacdo aos niveis de atividade fisica voluntéria.

Nossa proposta foi identificar e classificar diferentes niveis de atividade fisica em
ratas antes da gestacao e analisar a influéncia na ingestdo alimentar. Além disso, observar se
esta atividade voluntéria antes da concepcdo, durante a gestacdo e lactacdo pode modular a
plasticidade fenotipica no crescimento somatico e no desenvolvimento do sistema nervoso das
crias. Este novo modelo experimental estd promovendo um estimulo ambiental, obedecendo o
comportamento natural do animal em seu habitat.

O estudo gerou 02 artigos que foram enviados a revistas para apreciagao e subsequente
publicagdo. O primeiro € um artigo de revisdo, intitulado: Atividade fisica, nutricdo e
gualidade de vida: uma abordagem a luz da plasticidade fenotipica foi enviado para a
Revista Brasileira de Medicina do Esporte. Esta revista é classificada com qualis B2 pelo

comité de Nutricdo da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior
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(CAPES). O segundo artigo intitulado: Active maternal phenotype is established before
breeding and leads offspring to align adaptive growth outcomes and reflex ontogeny, foi
publicado pela revista Physiology & Behavior. Esta revista é classificada com qualis A2 pelo
comité de Nutricdo da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior
(CAPES) e possui fator de impacto 3.160.
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2. Revisao da Literatura

Introducéo

Nas Ultimas décadas, tem sido registrado um aumento exponencial da prevaléncia de
obesidade, diabetes tipo Il, hipertensdo, dislipidemias e outras doencas de foro metabdlico
(Wijnhoven, van Raaij et al. 2013). Embora os fatores genéticos estejam fortemente
associados e determinem o grau de susceptibilidade individual, os fatores ambientais
(inatividade fisica e dietas hipercal6ricas) tém sido referenciados como os principais
responsaveis pelo aparecimento destas doencas (Xiao, Zhang et al. 2010). Por outro lado,
existe um consenso na literatura que um estilo de vida ativo com uma pratica regular de
atividade fisica e nutricdo equilibrada, estd associado a uma maior qualidade de vida e menor
risco de aparecimento de doencas cardiovasculares e metabolicas (Beunen, Malina et al. 1992;
Malina 1994; Rizzo, Ruiz et al. 2007; Nader, Bradley et al. 2008; Martinez-Gomez,
Eisenmann et al. 2009; Hallal, Dumith et al. 2012). Este cenario é particularmente importante
na populagéo pediatrica, desde a infancia até a adolescéncia.

O estilo de vida assumido na infancia e na adolescéncia parece ter um papel
importante na pratica de atividade fisica na vida adulta (Rizzo, Ruiz et al. 2007; Stabelini
Neto, Sasaki et al. 2011). Em um estudo prospectivo, o baixo nivel de atividade fisica na
infancia foi associado a alta prevaléncia de sedentarismo avaliado em adolescentes (Hallal,
Wells et al. 2006). Este comportamento sedentario é preocupante devido ao aumento no
numero de criangas que apresentam sobrepeso e obesidade em todo o mundo (Guijarro de
Armas, Monereo Megias et al. 2012; Park, Falconer et al. 2012; Xu, Li et al. 2012). Nas
Ultimas décadas, o ambiente perinatal (gestacdo e lactacdo) esta sendo considerado um
preditor de alteracbes fenotipicas durante as fases de crescimento e desenvolvimento com
consequéncias a longo-prazo na vida adulta (Barker 1991; Bateson, Barker et al. 2004;
Gluckman, Hanson et al. 2007). Neste contexto, destacam-se 0s pressupostos tedricos que se
fundamentam na “plasticidade fenotipica” (West-Eberhard 1986) e que deram origem a duas
hipoteses: a “thritfty phenotype hypothesis”, ou hipotese do fendtipo poupador (Hales and
Barker 1992); e o modelo da relagdo entre capacidade metabolica (peso ao nascer) e carga
metabdlica (massa magra, massa gorda, estatura e ganho de peso) (Wells 2010).

Plasticidade fenotipica, por definicdo, é a habilidade de um organismo de reagir aos
desafios impostos pelo ambiente alterando a sua forma, estado, movimento ou padrdo de

atividade(West-Eberhard 1986). Um das variacbes mais bem documentadas no estudo da
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plasticidade fenotipica é a nutricdo. A falta ou o aumento do aporte nutricional durante
periodos criticos do desenvolvimento podem resultar em alteracbes permanentes na estrutura
e fungéo de d6rgéos (Ozanne and Hales 2004). Contudo, estes efeitos ndo assumem um carater
determinista, e estratégias de intervencgdo que incluam a pratica de atividade fisica nestas fases
criticas de desenvolvimento sdo de interesse. Neste sentido, nosso grupo tem avancado nas
pesquisas sobre a influéncia do estilo de vida materno no &mbito da atividade fisica durante
periodos de alta plasticidade e a relagdo com a nutricdo (Amorim, dos Santos et al. 2009;
Leandro, Amorim et al. 2009; Falcao-Tebas, Bento-Santos et al. 2012; Fidalgo, Falcao-Tebas
et al. 2012; Leandro, Fidalgo et al. 2012).

Assim, o presente estudo tem como objetivo, discutir a relacdo entre atividade fisica,
nutricdo e qualidade de vida nas diferentes fases de crescimento e desenvolvimento no

contexto da plasticidade fenotipica.

Niveis de atividade fisica na infancia e adolescéncia: associacdo com o aparecimento de

doencas metabdlicas na vida adulta

Conceitualmente, o termo atividade fisica refere a qualquer movimento do musculo
esquelético que demande gasto energético acima do metabolismo basal. Quanto ao nivel de
atividade fisica, o individuo pode ser classificado como ativo ou inativo, a depender da
quantidade de calorias semanais gastas em um esforc¢o fisico (Leandro, Castro et al. 2007). A
quantificacdo da atividade fisica pode ser expressa em termos de dispéndio energético,
trabalho (Wong, Tan et al.), tempo de atividade (minutos, horas), unidades de movimento
(nimero de repeti¢Bes), ou mesmo como resultados numéricos derivados de inquéritos ou
questionarios (Malina 1994). A medida mais usada para determinar o gasto energético num
esforcgo fisico é o Equivalente Metabdlico (MET), onde 1 MET equivale a aproximadamente
35 mL O,- kg* - min'. Um MET representa 0 gasto energético de um individuo em
repouso. Um individuo é considerado ativo quando realiza atividade fisica didria com um
dispéndio energético semanal em torno de 450-750 METs/min/semana. De acordo com o guia
de prescricdo de exercicio publicado pelo American College of Sports Medicine (Garber,
Blissmer et al. 2011), um individuo é considerado ativo quando se engaja em atividades
fisicas (caminhadas, jogging, andar de bicicleta, natacdo, atividades domeésticas, atividades no
trabalho, atividades de lazer e recreacdo) diariamente durante 30 minutos levando a um
dispéndio energético acima do metabolismo basal em torno de 1500 Kcal/semana ou 495

METs/min/semana.
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Embora os fatores genéticos estejam fortemente associados ao aparecimento de
doencas metabolicas e cardiovasculares, os fatores ambientais (inatividade fisica e dietas
hipercaloricas) tém sido referenciados como o principal responsavel para o aparecimento
destas doencas (Xiao, Zhang et al. 2010). Nas ultimas décadas, a populacdo mundial tem
adotado um estilo de vida menos ativo (sedentario) e consumido dieta rica em gordura e
aclcares 0 que tem concorrido para um aumento exponencial da prevaléncia de obesidade,
diabetes tipo 11, hipertenséo, dislipidemias e outras enfermidades (Wijnhoven, van Raaij et al.
2013). De fato, segundo o relatério anual da International Diabetes Federation
(http://www.idf.org), 0 aumento no nimero de casos de diabetes tipo Il, sindrome metabdlica

e doencas cardiovasculares na populacdo adulta deve-se principalmente a transicdo
nutricional, estabilidade econémica, avanco tecnoldgico, aumento do consumo de alimentos
caldricos e reduzido gasto de energia com atividade fisica (Ginter and Simko 2012).

Recentemente, tem sido reconhecido que o aparecimento de doencas metabdlicas na
vida adulta parece também ter associacdo com os periodos mais precoces de vida como a
infancia e adolescéncia (Bauldry, Shanahan et al. 2012). Adolescentes que apresentam
sobrepeso devido a uma dieta desequilibrada e diminuicdo no nivel de atividade fisica
apresentam uma maior probabilidade de desenvolver doencas metabélicas na vida adulta
(Bauldry, Shanahan et al. 2012). Da mesma forma, estudos longitudinais tém demonstrado
que existe uma associacdo direta entre o estilo de vida adotado na infancia com o
comportamento sedentario na adolescéncia (Beunen, Malina et al. 1992; Hallal, Wells et al.
2006; Danner 2008; Mitchell, Pate et al. 2013). Em um estudo prospectivo, o baixo nivel de
atividade fisica aos 4 anos de idade foi associado a alta prevaléncia (58,2%) de sedentarismo
avaliado em 4453 adolescentes (10 a 12 anos de idade) (Hallal, Wells et al. 2006). Este
comportamento sedentario é particularmente preocupante devido ao aumento no nimero de
criancas que apresentam sobrepeso e obesidade em todo o mundo (Guijarro de Armas,
Monereo Megias et al. 2012; Park, Falconer et al. 2012; Xu, Li et al. 2012).

Em 2011, uma pesquisa envolvendo 1.433 criangas (7 a 9 anos) portuguesas revelou
que 33% apresentavam sobrepeso e 10,7% eram obesas (Albuquerque, Nobrega et al. 2012).
Na Franca, de 2.252 criangas (6 — 11 anos) avaliadas, 13% apresentaram sobrepeso ou
obesidade, 10% apresentaram sobrepeso e 3,1% apresentaram obesidade segundo os critérios
da International Obesity Task Force (IOTF) (Raiah, Talhi et al. 2012). No Brasil, 0 niUmero de
criancas com sobrepeso e obesidade vem crescendo continuamente de acordo com os dados

recentes da Pesquisa de Orcamento Familiar (IBGE 2010). Grande parte dos estudos referidos


http://www.idf.org/

22

na literatura aponta para a inatividade fisica como principal fator subjacente a este aumento de
casos de obesidade e sobrepeso na populacéo pediatrica.

Embora seja reconhecido que a infancia € um periodo critico para o desenvolvimento
de um estilo de vida ativo, pouco se sabe sobre o nivel de atividade fisica habitual de criangas.
Parte desta limitacdo se deve aos instrumentos de avaliacdo e a distin¢do das diferentes fases
de crescimento e desenvolvimento associadas as mudancas morfoldgicas e comportamentais
das criancas (Machado Rodrigues, Coelho e Silva et al. 2010). A maioria dos estudos utiliza
acelerébmetros e a contagem de passos para estimar o gasto energético semanal de criancas e
associar com o nivel de atividade fisica habitual. De acordo com a recomendagao da National

Association for Sport and Physical Education, uma crianca é considerada ativa quando realiza

ao menos 120 min de atividade fisica por dia (http://www.aahperd.org).

Um estudo realizado com criangas canadenses (3 — 5 anos de idade) demonstrou um
engajamento em atividades fisicas durante uma média de 220 min (dados obtidos por
acelerometria) e total de acumulacdo de 7529 + 1539 passos/dia (Obeid, Nguyen et al. 2011).
Na Suica, um estudo demonstrou que a prevaléncia de criancas engajadas em atividades
fisicas foi baixa e somente 37% participavam de algum tipo de esporte (Bringolf-Isler, Grize
et al. 2009). No Brasil, um estudo avaliou o nivel de atividade fisica habitual de 239 criancas
(4 — 11 anos) da cidade de Pelotas (Bielemann, Cascaes et al. 2012). Neste estudo, as criancas
passavam cerca de 65% do tempo livre em atividades sedentarias e menos que 20 min/dia em
atividades esportivas e mais vigorosas (Bielemann, Cascaes et al. 2012). Varios fatores
ambientais podem explicar esta diminuicdo no nivel de atividade fisica de criancas, tais como:
nivel socioeconémico, baixo nivel de educacdo materna, auséncia de local para pratica
esportiva nas escolas, pais ndo-praticantes e mudancas sazonais bruscas (Bringolf-1sler, Grize
et al. 2009; Obeid, Nguyen et al. 2011; Bielemann, Cascaes et al. 2012).

Ambiente fetal e neonatal e o risco de desenvolver doengas metabdlicas

Neste cenario que ressalva a influéncia do ambiente na inducdo do fenoétipo, varios
estudos tém considerado que o ambiente perinatal (fetal e/ou neonatal) também assume um
papel importante. A associacdo entre vida perinatal e aparecimento de doencgas no adulto é
chamada de Thrifty Phenotype Hypothesis e foi enunciada por Hales e Barker (1992). Esta
hipdtese propde que estimulos ou insultos (por exemplo, desnutricdo, fumo, antigenos, drogas
e éalcool) ocorridos durante a gestacdo e lactacdo induzem adaptagdes fisiologicas e

metabolicas, aumentando o investimento do organismo em 6rgdos vitais como o cérebro e o
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coracdo em detrimento de outros como o pancreas e 0 musculo esquelético (Hales and Barker
2001). Em curto prazo, estas adaptacGes fenotipicas ajudam a sobrevivéncia, mas a longo-
prazo, suscetibilizam o organismo ao aparecimento de distirbios metabolicos (Hales and
Barker 1992). Nos ultimos anos, esta hip6tese tem sido amplamente utilizada para interpretar
as associacOes entre 0 peso ao nascer e o risco tardio de doengas cardiovasculares (Barker,
Eriksson et al. 2002; Dulloo 2008; Godfrey, Gluckman et al. 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1992), criangas com baixo peso ao
nascer (BPN) sdo aquelas nascidas com peso corporal entre 1.500 g e 2.499g. Abaixo de
1.550 g, séo consideradas extremo baixo peso. Criancas nascidas com o peso entre 3.000 g e
3.999 g sdo consideradas de peso normal, e criangcas nascidas com mais de 4.000 g sdo
consideradas excesso de peso (de Onis, Onyango et al. 2006). Estes valores de corte servem
para associar 0 peso ao nascer com a trajetéria de crescimento da crianca, acumulagdo de
gordura corporal e aquisicdo de padrdes motores (Barker, Osmond et al. 2005). As variacOes
do peso ao nascer podem resultar de uma gestacdo mais curta e/ou retardo do crescimento
intrauterino, diabetes gestacional, uso de farmacos, desnutricdo, tabagismo, etilismo e outros
(Yu, Han et al. 2011).

Os estudos que relatam o efeito do peso ao nascer no aparecimento precoce de
doengas na vida adulta permanecem controversos. Em um estudo longitudinal com uma
amostra de 333 criangas nascidas com baixo peso e acompanhadas até aos 4 anos de idade, foi
observado um atraso no desenvolvimento neuromotor a partir dos escores na escala de
desenvolvimento motor de Bayley (BSID) (Hack, Wilson-Costello et al. 2000). Num estudo
de coorte prospectiva com criancas aos 12 meses de vida que apresentaram BPN, foi
observado um menor desempenho nos testes neuromotores MDI (Mello, Silva et al. 2009).
Uma recente meta-analise conduzida por Yu et al (2011) demonstrou que o BPN foi associado
com um risco reduzido de obesidade (OR, 0.61; 95% intervalo de confianca [CI], 0.46-0.80),
enquanto um maior peso ao nascer (>4000 g) foi associado com um risco de obesidade (OR,
2.07; 95%, Cl =1.91-2.24) (Yu, Han et al. 2011). O nosso grupo demonstrou que 0 BPN néo
deve ser considerado isoladamente como um determinante biolégico do crescimento fisico,
composicdo corporal e aptidao fisica em criangas (Moura-Dos-Santos, Wellington-Barros et
al. 2013). Contudo, o BPN é um forte indutor de déficits permanentes no desempenho em
testes de aptidao fisica relacionados a forca muscular e & velocidade mesmo com o controle
de variaveis como idade, massa magra e percentual de gordura corporal (Moura-Dos-Santos,
Wellington-Barros et al. 2013).

Recentemente, Jonathan Wells propds um novo modelo teérico associando a trajetoria
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de crescimento durante a infancia até a maturidade e o risco de doencas cardiovasculares na
vida adulta (Wells 2011). Wells (2011) destaca 0 peso ao nascer como um indice de
“capacidade metabolica” (estrutura e funcdo de orgdos que emerge durante a vida fetal e
infancia promovendo a manutencdo da homeostase), e varios fatores na infancia (grande
massa de tecido, comportamento sedentario e dieta rica em gordura) como indice de carga
metabdlica que desafia a habilidade de manutencdo da homeostase (Wells 2011). De acordo
com este modelo, um maior tamanho do corpo e maior acimulo de tecido adiposo sdo
preditores do aumento da carga metabolica, ao passo que o baixo peso ao nascer é preditor de
uma capacidade metabdlica reduzida (Wells 2010).

Tanto a hipotese do fenotipo poupador (thrifty phenotype hypothesis) como o modelo
de capacidade-carga metabdlica estdo inseridas na “Origem Desenvolvimentista da Satde ¢
da Doeng¢a” ou, em termos mais amplos, na “Plasticidade Fenotipica”. ESta nova perspectiva
que tem fundamento tedrico na biologia evolucionista pode explicar o fato de que o ambiente
perinatal esta relacionado a uma maior plasticidade do organismo que embora seja eficiente a
curto-prazo, pode ter efeitos relacionados ao aparecimento precoce de doencas metabdlicas
como obesidade, hipertensdo, diabetes tipo 2, dislipidemias, disturbios do comportamento

alimentar, dentre outras.

O que ¢ plasticidade fenotipica?

Plasticidade fenotipica, por definicdo, é a habilidade de um organismo de reagir aos
desafios impostos pelo ambiente alterando a sua forma, estado, movimento ou padrdo de
atividade (West-Eberhard 1986). Plasticidade é um termo antigo que foi utilizado para referir
as alteracbes morfologicas durante o desenvolvimento (Edmund B. Wilson, 1894) e o
comportamento sensivel ao ambiente (James Mark Baldwin, 1902) (West-Eberhard 1986). A
plasticidade tem caracteristicas ativas e adaptativas e, por ser uma variacdo intra-individual,
estd susceptivel a influéncia dos genes (genoma individual) e do ambiente (variagdo do
fenotipo) (West-Eberhard 1986). O termo “plasticidade” também ¢ utilizado para descrever
respostas irreversiveis as variages no ambiente (Stearns, de Jong et al. 1991). Um das
variacfes mais bem documentadas no estudo da plasticidade fenotipica é a nutricdo.
Variacdes da disponibilidade de nutrientes, ou ainda do tipo de nutriente durante periodos
criticos parecem atuar de forma irreversivel no desenvolvimento de sistemas fisiologicos
(West-Eberhard 1986). A plasticidade fenotipica € bem descrita e identificada nos estudos

com plantas e insetos. Por exemplo, na sociedade das abelhas, uma ou duas fémeas (rainhas)
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se especializam em tarefas reprodutoras, enquanto que a grande maioria sdo individuos quase-
estéreis (operarias) responsaveis por atividades de manutencao da colénia. Este polifenismo é
geralmente determinado por uma alteragdo no tipo e quantidade de nutrientes oferecidos as
fémeas ainda na fase de larva (Barchuk, Cristino et al. 2007). Nesta fase, a abelha-rainha é
alimentada apenas com geleia real enquanto que as abelhas operarias recebem geleia real, mel
e polen (Barchuk, Cristino et al. 2007). Este estimulo nutricional durante a fase embriogénica
engatilha uma resposta endocrina, favorecendo a expressdo de genes relacionados ao ganho
de peso e desenvolvimento do sistema reprodutor (na abelha-rainha) (Barchuk, Cristino et al.
2007).

Em humanos, a plasticidade fenotipica tem também sido utilizada para o entendimento
da relacdo entre nutricdo durante periodos criticos do desenvolvimento, o estabelecimento de
um fenotipo poupador, e o aparecimento precoce de doencas na vida adulta (Gluckman,
Hanson et al. 2007). Os primeiros trabalhos relacionando a nutricdo na vida perinatal e as
consequéncias na vida adulta no dmbito da plasticidade fenotipica surgiram no inicio do
século passado. Em 1976, Ravelli e colaboradores constataram em estudo que a restricdo no
fornecimento de alimentos sofrida pela Holanda durante a Il guerra mundial (periodo
chamado de “Fome Holandesa” - Dutch Famine) resultou em maes desnutridas cujos filhos
apresentaram um quadro de obesidade e diabetes tipo Il aos 19 anos de idade (Ravelli, Stein
et al. 1976). Em 1990, David Barker e colaboradores propuseram a hipétese da origem fetal
de doengas da vida adulta associando fatores ambientais, particularmente a nutricdo, com
doencas metabdlicas na vida adulta (Barker, Bull et al. 1990).

Os estudos com animais utilizando manipulag@es dietéticas durante o periodo perinatal
tém apontado plausibilidade biologica para as respostas fenotipicas. Em alguns modelos
experimentais bem estabelecidos, por exemplo, ratos sdo submetidos a dietas hipoprotéicas (5
— 9% caseina) ou restricdo alimentar (30 — 70% de reducdo da dieta oferecida ao controle)
durante a gestacdo e/ou lactacdo (Ozanne, Jensen et al. 2005; Kumon, Yamamoto et al. 2010;
Langley-Evans, Daniel et al. 2011). O nosso grupo de pesquisa, utilizando o rato como
modelo experimental, tem avancado nos estudos da relacdo entre nutri¢do, atividade fisica e
plasticidade fenotipica. Nossos resultados demonstram que a desnutricdo proteica perinatal
causa atraso no desenvolvimento do sistema nervoso, retardo no crescimento somatico, altera
o comportamento alimentar, altera o fendtipo de fibras musculares esqueléticas e cardiacas e
reduz a atividade locomotora dos filhotes (Barreto Medeiros, Cabral Filho et al. 2002;
Barreto-Medeiros, Feitoza et al. 2004; Barros, Manhaes-De-Castro et al. 2006; Freitas-Silva,

Manhaes-de-Castro et al. 2008; Lopes de Souza, Orozco-Solis et al. 2008; Toscano, Manhaes-
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de-Castro et al. 2008; dos Santos Oliveira, de Lima et al. 2011). A reducdo no contetido de
proteinas na dieta (6-9 % g/g) durante a gestacdo (Mesquita, Gontijo et al. 2010), lactacdo
(Luzardo, Silva et al. 2011) ou apds o desmame (Costa-Silva, Silva et al. 2009) leva também
ao aumento nos niveis basais de pressdo arterial na prole. Ratos adultos cujas mées foram
submetidas a restricdo alimentar (70% da dieta ofertada as controles) apresentaram maior
gordura suprarrenal relativa ao peso corporal, maiores concentraces de leptina, insulina e
glicose séricas, considerados parte dos indicadores do fendtipo da obesidade (Thompson,
Norman et al. 2007).

O mecanismo sugerido para as respostas fenotipicas envolve aspecto epigenético;
neste caso um fator externo modularia a estrutura do DNA sem mudanca na sua sequéncia
(Bruce and Hanson 2010). Estes mecanismos incluem, mas ndo séo limitados a, metilacao e
acetilacdo do DNA, e modifica¢des nas histonas (Hahn, Dambacher et al. 2010). Assim, 0s
estimulos ambientais sdo capazes de conduzir o organismo ao seu ambiente esperado na vida
adulta, além do que seria possivel através do genétipo herdado (Bateson, Barker et al. 2004).
Em um estudo com ratos desnutridos (30% da dieta ofertada ao controle) durante a gestacéo,
o fendtipo e a expressdo de genes diretamente relacionados as vias metabodlicas dos
carboidratos, lipidios e proteinas em diferentes tecidos foram avaliados (Morris, Vickers et al.
2009). No figado de filhotes aos 55 dias de vida que sofreram desnutricdo perinatal, foram
encontrados 249 genes expressos irregularmente (143 mais expressos e 106 menos expressos)
relacionados a glicogénese, glicogenolise e glicélise (Morris, Vickers et al. 2009). Ainda
neste estudo, o fendtipo do grupo desnutrido aos 110 dias de vida foi modificado, incluindo:
maior percentual de gordura corporal, maiores concentracdes de leptina, insulina e peptideo-C
comparado ao controle (Morris, Vickers et al. 2009).

E importante ressaltar que estes efeitos ndo assumem um carater determinista, e
estratégias de intervencdo que incluem a pratica de atividade fisica nestas fases criticas de
desenvolvimento sdo de interesse. Neste sentido, nosso grupo tem questionado acerca da
influéncia do estilo de vida materno no @mbito da atividade fisica durante periodos de alta
plasticidade (Amorim, dos Santos et al. 2009; Leandro, Amorim et al. 2009; Falcao-Tebas,
Bento-Santos et al. 2012; Fidalgo, Falcao-Tebas et al. 2012; Leandro, Fidalgo et al. 2012).

Atividade Fisica durante a gestacdo: papel profilatico de um estilo de vida ativo em

resposta aos disturbios ambientais
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A realizacdo de atividade fisica durante a gestacdo devem seguir as recomendagdes
American College of Obstetricians and Gynecologists (2002). Neste guia, mulheres gestantes
poderiam se exercitar 30 minutos ou mais (intensidade moderada) todos os dias da semana
desde que ndo apresentassem complicagdes médicas ou obstétricas. H& também
recomendac@es baseadas no calculo de dispéndio energético (expresso em taxa de equivalente
metabdlico, MET) por atividade realizada (Zavorsky and Longo 2011). Neste guia, é
recomendado para as gestantes uma caminhada a 3,2 km/hora, por 11,2 horas por semana (2,5
METs, intensidade leve, < 40% do VOzmax) de forma a manter um dispéndio energético entre
16 - 28 METs/hora/semana (Zavorsky and Longo 2011). A pratica de atividade fisica materna
estd associada a uma melhor fungdo cardiovascular, ganho de peso limitado, diminui¢do do
desconforto musculo-esquelético, menor incidéncia de cdimbras musculares e edema de
membros inferiores, estabilidade no humor, reducdo de diabetes mellitus gestacional e a
hipertensdo gestacional (Melzer, Schutz et al. 2010). Para o feto, foi observada uma melhor
tolerancia ao estresse, maior oxigenacdo feto-placentaria, aumento da densidade de
vilosidades na placenta, melhor aporte de nutrientes e avancada maturacdo
neurocomportamental (Clapp, Kim et al. 2002; Clapp 2003; Melzer, Schutz et al. 2010).

Em modelos animais, 0 nosso grupo observou que ratas gestantes treinadas em esteira
(5 dias/semana, progressiva diminuig¢do da duragdo 50 — 20 minutos/dia, a 40% do VOazmax)
apresentaram um menor ganho de peso corporal e um aumento no consumo de oxigénio de
repouso (VO- de repouso) (Amorim, dos Santos et al. 2009). Nos filhotes durante a lactacao,
foi observada uma melhora na ontogénese reflexa e na maturacéo fisica (Fidalgo, Macédo et
al. 2010; Falcdo-Tebas, Bento-Santos et al. 2011). Os mecanismos subjacentes parecem se
fundamentar em alteragdes na comunicagdo materno-fetal via placenta. Gestantes exercitadas
(20 min/dia, 3-5 dias/semana, com intensidade a 55-60% VO;max) tiveram maior eficiéncia em
interagir com o feto devido ao maior volume funcional placentério. Estima-se que o volume
placentario de sangue seja maior na 20% e 40* semana de gestacdo em mulheres que
praticavam exercicio fisico (caminhadas diarias a 60% do VOzmax) cOmparadas as nado
exercitadas (sedentarias). Outro mecanismo proposto € que o treinamento fisico de
intensidade leve/moderada aumenta o consumo de oxigénio de repouso. Sugere-se entdo, que
uma maior quantidade de oxigénio e nutrientes possa ser destinada ao feto, podendo modular
positivamente seu crescimento e desenvolvimento.

As repercussOes da atividade fisica regular podem ser entendidas no contexto da
plasticidade fenotipica (Leandro, Fidalgo et al. 2012). O balanco energético durante a

gestacdo é um fator importante que afeta a relacdo entre nutricio materna e 0 peso ao nascer
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(Leandro, Amorim et al. 2009). Mulheres subnutridas de comunidades rurais dos paises em
desenvolvimento tém cargas altas de atividade fisica (trabalho agricola e atividades
domésticas) e seus filhos apresentam baixo peso ao nascer (Rao, Kanade et al. 2003). Extrema
carga de trabalho também tem sido associada ao aumento da taxa de aborto e bebés
prematuros (Rao, Kanade et al. 2003). Por outro lado, atividade fisica de baixa intensidade e
realizada sistematicamente esta associada ao aumento do peso ao nascer mesmo em mulheres
que passaram por privacdo dietética (Clapp 2006).

O nosso grupo tem utilizado o rato como modelo experimental para avaliar os efeitos
moduladores da atividade fisica em animais submetidos a desnutricdo perinatal (Fidalgo,
Macédo et al. 2010; Falcdo-Tebas, Bento-Santos et al. 2011). Ratos cujas maes foram
desnutridas (caseina 8%) durante a gestacao e lactacdo e/ou treinadas (50, 30 e 20min/dia na
13 22 e 32 semana respectivamente; 5 dias/semana, 4 semanas antes e 3 semanas durante a
gestacdo, com intensidade de ~40% do VO,ma), foram avaliados quanto a parametros
murinométricos e sensorio-motores (Falcdo-Tebas, Bento-Santos et al. 2011). Observamos que
a desnutricdo perinatal atrasa o crescimento somatico e a maturacdo dos reflexos em animais.
Todavia, filhotes de maes submetidas a desnutricdo associada ao treinamento fisico, tiveram o
peso corporal, 0 comprimento naso-anal e a maturacdo de reflexos normalizados em relagdo
aos seus controles apenas desnutridos (Falcdo-Tebas, Bento-Santos et al. 2011). Utilizando o
mesmo desenho experimental, observamos também que o treinamento fisico na gestacao
atenuou os efeitos da desnutri¢do relativamente ao peso ao nascer, eixo latero-lateral e antero-
posterior do cranio (Fidalgo, Macédo et al. 2010). Na vida adulta, os filhotes provindos de
mdes desnutridas e treinadas apresentaram uma menor expressdo de leptina no musculo
esquelético e concentracdes plasmaticas normais de leptina quando comparados aos seus pares
apenas desnutridos (Fidalgo, Falcao-Tebas et al. 2012).

Os mecanismos subjacentes parecem se fundamentar em alteragdes na comunicacéo
materno-fetal via placenta (Clapp 2003; Clapp 2006). Gestantes exercitadas (20 min/dia, 3-5
dias/semana, com intensidade a 55-60% VO,ma) apresentaram uma maior eficiéncia em
interagir com o feto devido ao maior volume funcional placentario (Clapp, Kim et al. 2000).
Estima-se que o volume placentario de sangue seja maior na 20% e 40* semana de gestacdo em
mulheres exercitadas (60% do VO,max) COmparadas as ndo exercitadas (Thomas, Clapp et al.
2008). Outro mecanismo proposto € que o treinamento fisico de intensidade leve/moderada
aumenta o consumo de oxigénio de repouso mesmo diante da desnutricdo (Amorim, dos
Santos et al. 2009). Sugere-se entdo, que uma maior quantidade de oxigénio e nutrientes possa

ser destinada ao feto, podendo modular positivamente seu crescimento e desenvolvimento
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mesmo diante de uma menor demanda de nutrientes. Um estudo recente do nosso grupo
demonstrou que ratas desnutridas na gestacdo apresentaram uma menor secre¢do de insulina e
uma maior glicemia de jejum (Leandro, Fidalgo et al. 2012). Estes efeitos foram atenuados nas
ratas desnutridas e treinadas consolidando o papel protetor do treinamento fisico relativamente
aos efeitos da desnutri¢cdo (Leandro, Fidalgo et al. 2012).

Amorim et al (2009) observaram um menor catch up de crescimento em filhotes
adultos provindos de mées desnutridas/treinadas quando comparados aos seus pares apenas
desnutridos. Ademais, aos 90 dias de idade, estes filhotes apresentaram um ganho de peso
normal e indicadores de crescimento e desenvolvimento similares aos seus controles.
Utilizando o mesmo modelo experimental, n6s observamos que estes filhotes aos 30, 60 e 90
dias de idade apresentaram padrdes normais relativamente a atividade locomotora no teste de
“open field” (tempo de parada, poténcia, velocidade de reacdo, distancia percorrida e nimero
de paradas) [dados ndo publicados].

Embora os mecanismos subjacentes ainda ndo estejam totalmente estabelecidos,
acredita-se que fatores epigenéticos também possam regular os efeitos benéficos do exercicio
fisico. Por exemplo, o exercicio fisico estimula a desmetilagdo do DNA de fatores
neurotroficos do encéfalo (BDNF-1V) e eleva os niveis de proteinas envolvidas na metilacéo e
na expressdo de RNAm, e aumenta a acetilacdo de histonas (Gomez-Pinilla, Zhuang et al.
2011). Caso estas alteracdes ocorram durante o periodo critico do desenvolvimento, a
atividade fisica assume importancia fundamental no controle da transcrigdo génica no
contexto dos efeitos da desnutricdo perinatal e da plasticidade. De acordo com os avancos do
conhecimento sobre a origem desenvolvimentista da salde e da doenga e os fatores
epigendmicos, 0s avangos do estudo da atividade fisica durante a gestacdo abrem novas
possibilidades terapéuticas de baixo custo para atenuar os efeitos de transtornos nutricionais

precoces.

Concluséao

O aumento da prevaléncia de doencas metabdlicas na vida adulta tem sido associado
aos fatores genéticos, aos fatores ambientais (estilo de vida assumido na infancia e na
adolescéncia) e aos fatores epigenéticos (estilo de vida materno). Em periodos criticos do
desenvolvimento (gestacdo, lactacdo e primeira infancia), o organismo reage aos desafios
impostos pelo ambiente alterando a sua forma, estado, movimento ou padrdo de atividade.

Neste sentido, a falta ou o aumento do aporte nutricional durante estes periodos podem
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resultar em alteracBes permanentes na estrutura e fungdo de drgaos. Contudo, estes efeitos ndo
assumem um carater determinista, e a pratica de atividade fisica durante a infancia e
adolescéncia assumem um papel importante na modulagdo do comportamento na vida adulta.
Ademais, o nivel de atividade fisica materno também esté associado a adapta¢des fisioldgica
para a mée (melhor funcdo cardiovascular, ganho de peso limitado, diminuicdo do
desconforto musculo-esquelético, dentre outros) e para o feto (melhor tolerancia ao estresse,
maior oxigenacdo feto-placentaria, aumento da densidade de vilosidades na placenta e melhor
aporte de nutrientes). Estas alteracdes sdo entendidas no contexto da plasticidade fenotipica,
onde o organismo se adapta a uma ambiente precoce, alterando o seu fenotipo de forma a

otimizar suas estratégias de reproducéo e sobrevivéncia.
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3.0. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do nivel de atividade fisica voluntaria das ratas antes e durante a
gestacdo sobre a glicemia e ingestdo alimentar materna, e a plasticidade fenotipica no

crescimento somatico e na ontogénese reflexa dos filhotes.

3.1. Objetivos Especificos:

- Avaliar o consumo alimentar, a glicemia sérica e 0 peso corporal das ratas;

- Analisar o habito de atividade fisica voluntaria das ratas a cada duas horas no ciclo escuro;

- Quantificar o gasto energético, a velocidade média e tempo percorrido em 24 horas de
atividade fisica de acordo com o nivel de atividade fisica;

- Analisar o crescimento somatico durante a lactacdo dos filhotes;

- Avaliar a ontogénese de reflexos e a maturacdo das caracteristicas fisicas durante a lactacao.
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4.0 Hipotese

O feno6tipo materno em termos de atividade fisica voluntaria é estabelecido antes do

acasalamento e modifica os padrfes de crescimento e ontogénese dos reflexos da prole.
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5. Materiais e Métodos

5.1. Animais:

Foram utilizados 35 ratas albinas da linhagem Wistar (peso corporal 220-260g, idade
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 (18h00min as 06h00min) e ciclo escuro (06h00min as 18h00min)] e livre
acesso a agua e alimentacdo. As ratas nuliparas foram alojadas em gaiolas individuais de
atividade fisica voluntaria por 30 dias para adaptacdo e determinacdo do nivel de atividade
fisica. Posteriormente, os roedores foram colocadas em gaiola de polipropileno (33x40x17
cm) para 0 acasalamento e apOs 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 lactacéo.

Apos o parto a ninhada foi ajustada para oito filhotes (machos/fémeas). Os filhotes
foram avaliados durante a lactacdo. O manejo e os cuidados para com 0s animais seguiram as
recomendacdes do COBEA. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no uso de Animal
do Centro de Ciéncia Bioldgicas da UFPE (Processo n° 23076.022745/2011-11) - Anexo A

5.2 Gaiola de Atividade Fisica VVoluntéaria:

Foi elaborada uma gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV) de acrilico com as
seguintes dimens@es: 27 cm de largura, 34 cm de altura e 61 cm de comprimento [Figura 1].
Em uma das extremidades foi posicionado um cicloergdmetro com 27 cm de diametro,
composto por acrilico e raios em aco inoxidavel [Figura 2]. Acoplado a gaiola e ao
cicloergdbmetro tem um sistema de monitoramento por sensor (ciclocomputador Cataye,
model CC-VL810, Osaka, Japan) das grandezas fisicas: distancia percorrida (km), tempo

(minutos), velocidade média e maxima (Km/h) e gasto calorico (em Kcal) [Figura 3].
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Figura 1. Gaiola da atividade fisica voluntaria [1A] e dimensdes [1B].

Figura 2. Gaiola de atividade fisica voluntaria com cicloergbmetro e comedouro (2A) e
cicloergdbmetro fora da GAFV (B).
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Figura 3: Esquema do funcionamento do ciclocompuatdor: Ciclocomputador com os sensores
[Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan] (A); Posicionamento de um sensor na por¢do
externa da GAFV, acoplado ao ciclocomputador (B); visdo interna dos sensores, um

aclopador ao cicloergdmetro e outro a GAFV (C); Rata realizando a atividade fisica (D).

5.3. Protocolo de atividade fisica voluntaria

Todas as ratas aos 90 dias (226 = 0.8 g) de vida foram previamente colocadas nas
gaiolas de atividade fisica voluntaria individual por um periodo de 30 dias para a adaptacao.
A atividade fisica das ratas foi avaliada pela movimentac&o do cicloergbmetro e quantificado
através dos sensores acloplados na gaiola por meio das grandezas fisicas [Figura 3].
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Diariamente foram anotadas as grandezas fisicas para: Distancia percorrida (km), velocidade
média (km/h), tempo percorrido (mim) e estimativa do gasto calérico (kcal).

Estas grandezas foram utilizadas para classificar o nivel de atividade fisica das ratas.
Apb6s o periodo de adaptacdo, todas as ratas foram colocadas para acasalar em gaiolas
apropriadas para criacdao de animais em biotério, com os machos (1 macho: 2 fémea). As ratas
eram consideradas gestantes ap0s apresentaram espermatozoides na lamina microscépica pelo
teste de esfregacgo vaginal (Marcondes, Bianchi et al. 2002).

Posteriormente, todas as ratas gestantes eram recolocadas nas respectivas gaiolas de
atividade fisica voluntaria permanecendo até o final da lactacdo. Diariamente eram anotadas
as grandezas fisicas através do ciclocomputador. No 14° dia pos-parto o cicloergdbmetro era
travado, impedindo a utilizacdo pelos filhotes, pois estes ja apresentavam a abertura dos
olhos. Nesta data era finalizando o periodo de atividade fisica voluntaria das ratas.

O grupo controle foi formado com ratas utilizando gaiolas apropriadas para roedores
de polipropileno (33x40x17 cm). Os roedores do grupo controle foram submetidos ao periodo
de adaptacdo, acasalamento, gestacdo e lactacdo, utilizando o mesmo padrdo alimentar das

ratas submetidas a gaiola de atividade fisica voluntaria.

5.4 Determinacédo do Nivel de Atividade Fisica

O nivel de atividade fisica das ratas foi determinado pela distancia percorrida,
estimativa do gasto calérico e tempo de atividade diario durante o periodo de adaptacdo. A
distancia foi determinada por contagem do nimero de rotagdes, que foi calculado pela
circunferéncia (84 cm) do cicloergbmetro. A velocidade média foi calculada a partir de
distancia pelo o periodo de tempo pecorrido. A circunferéncia e o didmetro do cicloergbmetro
foram usados para calibrar o ciclocomputador e depois para calcular a velocidade média e a
distancia percorrida. O gasto calérico foi estimado integrando o valor calculado a partir da
velocidade em cada segundo. Medidas de distancia percorrida, velocidade média, tempo e
calorias foram registradas diariamente durante todo o experimento. Durante o periodo de
adaptacdo (quatro semanas), 0os habitos de ratas foram registrados durante cada dia. A
distancia percorrida também foi registrada a cada duas horas (06h00min — 18h00min), porque
os roedores tém habitos noturnos; durante o periodo de luz (20h00min - 08h00min), a
distancia foi registrado no periodo total. No entanto, ndo foram registrados pelo menos duas

horas, no inicio do periodo de luz (18h00min — 20h00min) e duas horas, no final do periodo
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de luz (6h00-08n00). Um grupo inicial de dez mées foi utilizado num estudo piloto para
estabelecer a média da atividade fisica voluntaria diaria para os ratos Wistar.

Para determinacdo do nivel de atividade fisica voluntaria, foi realizada a curva de
distribuicdo normal e utilizado o desvio padrdo como ponto de corte, pois este representa o
grau de dispersdo em relagdo a média cobrindo. Portanto, pela distribuigdo da distancia, gasto
caldrico e tempo foram utilizando os escores -2DP e +2DP, que representa 95,45% da curva

de Gauss, para classificar o nivel de atividade fisica (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo dos grupos experimentais de acordo com a atividade fisica diaria

(distancia percorrida, gasto calérico e tempo) no cicloergbmetro.

Grupos Dlstanc_la Gasto Calorico Tempo
. . n percorrida E ) ]
experimentais (Km.dia’)) (Km.s™.dia™) (min.dia™)
Controle 4 0 0 0
Inativo 13 <1.0 <10.0 <20.0
Muito Ativo 7 >5.0 ~40.0 >120.0

5.5. 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 voluntéria receberam dieta AIN-93M para a fase de manutencdo dos roedores,
e apos o diagndstico de gestacdo passaram a consumir dieta AIN-93G até o fim da lactacéo,

que consiste a fase de crescimento e reproducdo destes animais (Reeves, 1997) — Tabela 2.

5.6. Grupos Experimentais
De acordo com o nivel de atividade fisica das ratas, foram formados quatro grupos

experimentais:

Acasalamento

~ -
[ Grupo Inativo ]
| Periodo de adaptacio (30 dias) l Gestacdo Lactacdo |

I GAFV: Cicloergdmetro ativo I I GAFV: Cicloergdmetro ativo : [ GrupO Ativo ]

[ Grupo Muito Ativo ]

Acasalamento
-~

| Periodo de adaptacdo (30 dias) l Gestacdo Lactacdo

I Gaiola Padrio Biotério I I Gaiola Padrao Biotério I [

Grupo Controle ]




Tabela 2. Composicao da dieta AIN-93G e AIN-93M.

Ingredientes AIN-93G* AIN-93M*
g\100g g\100g
Amido de Milho (87% carboidratos), g 39,74 46,47
Caseina (proteina >80%), g 20,00 14,10
Amido dextrinizado (92% tetrasaccharides), g | 13,20 15,50
Sacarose, g 10,00 10,00
Oleo de soja, g 7,00 4,00
Fibras, g 5,00 5,00
Mix de Mineral (AIN-93G-MX), g 3,50 3,50
Mix de Vitaminas (AIN-93-VX), g 1,00 1,00
L-metionina, ¢ 0,30 0,18
Bitartarato de colina (41,1% de colina), g 0,25 0,25
Tert-Butylhydroquinone (TBHQ), g 0,014 0,008
Soma, ¢ 100 100,0
Contribuicdo cal6rica dos macronutrientes
Energia total (cal/g) 3,56 3,44
Proteinas 18% 14%
Lipidios 18% 11%
Carboidratos 64% 75%

*Reeves, 1997

5.7. Avaliagdo da Evolucéo Ponderal das ratas
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A afericdo do peso corporal foi realizada a cada trés dias, iniciando no 1° dia até o 30°

dia durante o periodo de adaptacdo. Apos o diagnostico da prenhez e pos-parto das ratas, estas

continuaram a serem pesadas a cada 3 dias. O horario estabelecido para esta avaliacdo foi

entre 5h30min e 6h00min. Foi utilizada uma balanca eletronica digital, marca Marte XL 500,

classe Il, capacidade maxima 500g (menor divisdo 0,001g). Apés o desmame 0s animais
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foram avaliados através do percentual de ganho de peso, pela seguinte formula: % GP =
[Peso do dia (g) x 100/ Peso do 1° dia (g)] — 100 (Bayol, et al 2004).

5.8. Avaliacédo do consumo alimentar

A ingestdo de alimentos pelas ratas foi mensurada a cada trés dias pela diferenga entre
a quantidade de alimento fornecido e a sobra de racdo neste intervalo, obedecendo a seguinte
férmula: CA=RO —RR, em que 0 CA = consumo alimentar, RO = Racdo oferecida e RR =
Racao rejeitada (Lopes De Souza et al, 2008).

O consumo alimentar foi avaliado entre 5h30min e 6h00min da manha. Foi utilizada
uma balanca eletrénica digital, marca Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima 500g
(menor diviséo 0,001g).

5.9. Glicemia

Ao final do periodo de adaptacédo (30° dia) e no 3°, 7°, 14° e 20° dia ap0s detectado a
prenhez das ratas foi quantificado a glicemia. No dia anterior as seguintes datas as ratas foram
colocadas em jejum as 20h, e nas 6h da manhd do dia seguinte foi realizado a coleta de uma
aliguota de sangue através de uma pequena incisdo na cauda do roedor. O sangue foi
depositado em fita teste e analisado através do glicosimetro marca Accu Chek Active
(Roche).

6.0 Analise nos Filhotes

- Avaliacado da Evolucdo Ponderal

A afericdo do peso corporal foi realizada a cada trés dias, iniciando no 1° dia do
nascimento ao 21° dia de vida (Final do periodo de lactacdo). O horério estabelecido para esta
avaliacdo foi entre 14h as 15h. Foi utilizada uma balanca eletrénica digital, marca Marte XL
500, classe I, capacidade maxima 500g (menor divisdo 0,001g). Apds o desmame 0s animais
foram avaliados através do percentual de ganho de peso, pela seguinte formula: % GP =
[Peso do dia (g) x 100/ Peso do 1° dia (g)] — 100 (Bayol, et al 2004).

Figura 4. Procedimento de pesagem dos animais
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- Avaliacao do crescimento somatico

A obtencdo dessas medidas foi realizada diariamente as 13h da tarde, durante o
periodo da lactacdo (1° ao 21° dia de vida) utilizando paquimetro digital Starrett®, com
acuracia de 0,01mm para obtencao das medidas murinométricas do animal (Silva et al, 2006).

Foram avaliados:

Comprimento da cauda (CC): o animal foi contido delicadamente com uma das maos

do pesquisador. Foi estendida a cauda do animal e marcado com uma caneta na mesa o inicio

e fim da cauda. Essa medida foi depois realizada com o paquimetro.

Eixo latero-lateral do crénio (ELLC): Este eixo é representado pela linha imaginaria

perpendicular ao eixo longitudinal do créanio, dividindo os pavilhdes auriculares ao meio. O
pesquisador conteve o animal com uma das maos, tendo a cabeca entre o dedo indicador e 0
polegar. Assim, com auxilio do paquimetro, procedeu-se a medida do eixo latero-lateral do

Cranio.

Eixo antero-posterior do cranio (EAPC): Para a medida do eixo antero-posterior do
cranio, se tomou como referéncia a linha média que vai da extremidade do focinho até o
ponto de intersecdo com outra linha perpendicular imaginaria. Essa linha passa
tangencialmente as extremidades posteriores dos pavilhdes auriculares. O pesquisador
conteve o animal delicadamente mantendo a cabeca do animal entre os dedos indicadores e

polegar. Procedeu entdo a medida com o auxilio do paquimetro.

Eixo longitudinal (EL): O eixo longitudinal foi medido contendo o animal

delicadamente. Os dedos anular, médio e indicador do pesquisador comprimiram
respectivamente as regides dorso-anterior, dorso-posterior do corpo e a cauda animal de
encontro a superficie da mesa. Em seguida realizaram-se marcas na mesa coincidentes com o
focinho e a base da cauda do animal. Entdo, procedeu a medida com um paquimetro a

distancia, em cm, entre os pontos obtidos.
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SILVA et al. (2005}

SILVA ot al. (20051 SILVA et al. (2005)

Figura 5. Procedimento da avaliacdo do crescimento somatico do animal durante a fase de

lactacdo A. Eixo latero-lateral do crénio (ELLC); B. Eixo antero-posterior do cranio (EAPC);
C. Eixo longitudinal (EL) e D. Comprimento da cauda (CC).

- Avaliacdo da maturacdo dos reflexos

Foi analisado diariamente as 13 horas, o desenvolvimento sensério-motor, em cada

animal dos diferentes grupos. A andlise iniciou a partir do primeiro dia pds-natal (24h pos

parto), através dos seguintes testes de reflexos adaptado de Fox, 1965:

Prensao palmar (PP)
Recuperacdo de decubito (RD)
Aversdo ao precipicio (AP)
Colocagdo pelas vibrissas (CV)
Geotaxia negativa (GN)
Resposta ao susto (RS)

Reacéo de edireitamento em queda livre (QL)

Para o dia da consolidagdo de cada reflexo acima mencionado, foi considerado o

primeiro dia da sequéncia de trés consecutivos de aparecimento completo da resposta reflexa

esperada.
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A avaliacdo do desenvolvimento sensério-motor sera procedida com instrumentos

elaborados ou existentes no laboratorio, conforme a descri¢do a baixo:

Preensdo Palmar (PP) — Utilizou-se um bastonete de metal, com aproximadamente 10 cm de

comprimento por 1 mm de diametro. O animal foi segurado pelo dorso de modo que este se
movimentasse 0 minimo possivel. Fez-se um leve toque na regido palmar da pata dianteira
esquerda de cada animal com o bastonete na posicdo vertical. A resposta foi considerada

positiva quando ndo houver uma flexao rapida dos dedos apds duas tentativas.

Fonte: Barros. 2006

Figura 6. Teste de preensdo palmar dos filhotes durantes a lactacao

Recuperacdo de decubito (RD) — Segurou-se o animal na regido lateral deixando-o em

decubito dorsal sobre uma superficie plana. A resposta foi positiva, quando o neonato girou o

corpo e assumiu a posicdo de decubito ventral apoiado nas quatro patas, num tempo maximo

de 10 segundos.

Figura 7. Teste de recuperagdo de decubito nos filhotes
durante a lactacédo

Fonte: Barros, 2006

Aversdo ao precipicio (AP) - O animal foi colocado com as patas dianteiras e a cabeca fora da

borda de uma superficie plana e alta (mesa), de maneira a detectar o precipicio. Considerou
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resposta reflexa positiva quando o animal, no tempo maximo de 10 segundos, deslocou-se na

posicao de 90 graus do precipicio, caracterizando a aversao.

Figura 8. Teste de aversdo ao precipicio nos
filhotes durante a lactacéo

Colocacao pelas vibrissas (CV) - O rato foi suspenso pela base da cauda com um apoio na

regido toracica, de tal forma que suas vibrissas pudessem tocar a borda de uma mesa. A
resposta foi positiva, quando o animal, no tempo maximo de 10s, colocou as patas anteriores

sobre a mesa e dando trés passos em qualquer direcéo.

Figura 9. Teste de colocacéo pelas vibrissas
nos filhotes durante a lactacao

Fonte: Barros, 2006

Geotaxia Negativa (GN) - O animal foi segurado por 5 segundos e posteriormente solto no

centro de uma rampa com a cabeca no sentido descendente. A rampa de 45° de inclinacdo é
constituida de uma prancha de 34 x 24 cm, revestida com material antiderrapante (papel
crepom). A resposta reflexa foi positiva quando o rato, num periodo méaximo de 10 segundos,
conseguisse girar o corpo até formar um angulo acima de 45 graus, posicionando a cabega no

sentido ascendente.
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Figura 10. Teste de Geotaxia negativa nos filhotes durante a lactagédo

Resposta ao susto (RS) - O rato foi submetido a apenas um estampido agudo, produzido pela

percussdao de um bastdo metélico (12,5 cm de altura x 0,5 cm de didmetro) sobre um

recipiente também metalico e oco (8 cm de altura x 5 cm de didmetro), a uma distancia a 10
cm do animal. A resposta foi considerada positiva, quando ocorrer uma simultanea e rapida

retracdo com imobilizacdo involuntaria do corpo do animal, caracteristica de susto.

Figura 11. Teste de resposta ao susto nos
filhotes durante a lactacdo

Reacdo de endireitamento em queda livre (QL) — O animal foi segurado pelas patas com o
dorso voltado para baixo, a uma altura de 30 cm (uma régua de 30 cm perpendicular ao plano
como referéncia). O animal posteriormente foi solto e observou-se sua queda livre sobre um
leito de espuma sintética (28x10 cm). A resposta foi positiva, quando o animal girou

completamente o corpo, voltando o ventre para baixo, caindo na superficie apoiado nas quatro

patas.

Figura 12. Teste de endireitamento em queda livre nos filhotes durante a lactacédo
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- Avaliacdo da maturacao das caracteristicas fisicas

Cada animal dos diferentes grupos foi analisado diariamente, do 1° ao 21° dia pos-
natal, quanto a maturacao dos seguintes caracteres fisicos: Abertura do pavilhdo (APA) e do
conduto auditivo (ACA), erupcdo dos incisivos superior (EIS) e inferior (Ell) e abertura dos
olhos (AQO) (Smart and Dobbing, 1971). Quando foi constatado que o animal adquiriu as
caracteristicas fisicas por trés dias consecutivos, o primeiro foi considerado o dia de

maturacdo. Estas caracteristicas fisicas foram observadas da seguinte forma:

= Abertura do pavilhdo e do conduto auditivo - Foi registrado o dia em que os dois

orificios auriculares, primitivamente obliterados se abriram (figura 13).

= Abertura dos olhos e erupcéo incisiva superior e inferior - Foi registrado o dia em que
ambos os olhos se encontrem abertos e com a presenca de movimento palpebral;

ainda, foi registrado o dia da erupcao incisiva superior e inferior.

Figura 13: Conferéncia de abertura dos olhos (AO)

7.0. Andlise Estatistica

Medidas da distancia percorrida, velocidade média, tempo, calorias consumo do
peso corporal e da ingestdo de alimentos das ratas sdo apresentados como média £ SEM. Cada
ninhada de oito filhotes foi considerada uma amostra, e as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando os valores médios de cada ninhada. As diferencas estatisticas entre os
grupos (ativos x muito ativos) foram determinadas pelo teste t de Student e two-way
repeated measures ANOVA para intra-grupos, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni,
quando apropriado. Para todas as caracteristicas fisicas e os testes de reflexo, os dados foram

analisados por by one-way ANOVA seguida pelo teste post hoc de Tukey para comparacgdes
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multiplas. Correlagdo de Pearson co-eficiente foi utilizado para correlacionar o ganho de peso
com o numero de filhotes nascidos por mée. A significancia foi fixada em P < 0,05. A anélise

dos dados utilizou o programa estatistico GraphPad Prism 5 ® (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, EUA).
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8. Active maternal phenotype is established before breeding and leads offspring to align

growth trajectory outcomes and reflex ontogeny

Short-Title: Maternal voluntary physical activity and offspring development

1. Introduction

Maternal stimulus has been used to assess how organisms adapt to different ecological
conditions and how they establish investment strategies on offspring during development
(Well, 2033). A poor maternal nutrient environment early in life is considered a predisposing
factor for the development of obesity, hypertension, diabetes type 2 and related diseases in
adult offspring (Barker, 2001; Barker 2002; Fowden et al, 2006). Likewise, maternal high-fat
milieu induced a higher body weight gain in mothers and their offspring developed larger
adipocytes during growth, insulin resistance in muscle and adipocyte, and altered cholesterol
profile at adulthood (Oliveira et al, 2011; Kruse et al, 2013). In rats, a controlled moderate to
low-intensity exercise before and during gestation (5 days/week, 60 min/day, 40% to 70% of
VO2max) increased the mothers' resting oxygen consumption and altered growth trajectory of
the offspring (Amorim et al, 2009).

In the offspring, differential ontogeny of physiological system, such as faster postnatal
growth, childhood obesity or behavioral changes can be predicted by perinatal background
(nutrition, drugs, stress and physical activity) (Barker, 2002). For example, faster postnatal
growth is related with undernutrition during pregnancy (Burdge et al, 2008) and childhood
obesity is related with maternal obesity and excessive body weight gain during pregnancy
(Chung et al, 2013; Gaillard et al, 2013). Our previous studies have shown that maternal
pharmacological manipulation of the serotoninergic system is associated with delayed reflex
ontogeny, growth retard, reduction of intraspecific aggression, and deficits in locomotor
activity (Deir0 et al, 2008; Deird et al, 2006; Manhaes de Castro et al, 2001). Previous studies
using animal models have shown that maternal physical training on a treadmill (5 days/week,
progressive reduction of duration and intensity 50-20 min/day, 65-30% VO2max) resulted in
reduced body weight gain, insulin secretion, and high resting oxygen consumption (resting
VO2) and attenuated the delayed reflex ontogeny induced by undernutrition (Falcao-Tebas et
al, 2012; Fidalgo et al, 2013; Leandro et al, 2012).
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The biological phenomenon underlying those associations is termed phenotypic
plasticity and refers to the ability of a phenotype associated with a single genotype to produce
changes in the organism in terms of morphology, physiology and/or behavior in response to
any environmental circumstances (West-Eberhard, 1998). In this context, it is plausible to
consider maternal voluntary physical activity as a proactive prediction on the part of the
mother in order to buffer an eventual injured growth trajectory on the part of the offspring.
The term “voluntary physical activity” is used when locomotion is not related with survival or
directly motivated by any external factor (Garland et al, 2009). In humans, voluntary physical
activity affects the energetic cost and can be motivated by psychological (behavioral) or
physical (sports and physical fitness) rewarding (Cumming et al, 2011). In animals,
motivation for voluntary exercise can be measured by wheel running, which is rewarding and
represent the classic self-motivated behavior (Garland et al, 2009).

Previous studies have reported the effects of maternal physical activity in rats (Bick-
Sander et al, 2006; Kim et al, 2007; Rosa et al, 2012). For example, an enriched housing,
including wheel running during pregnancy, transiently enhances memory and hippocampal
neurogenesis in the offspring (Bick-Sander et al, 2006; Kim et al, 2007). Voluntary physical
activity in the pregnant rat attenuated the loss of mineral bone over the pregnancy/lactation
period (Rosa et al, 2012) and improved insulin sensibility in the adult offspring (Carter et al,
2013). It was also seen that maternal voluntary physical activity provided long-lasting
protection from neuro degeneration and brain plasticity (Herring et al, 2014). However, less is
known about the variation of the effects of physical activity according to the maternal fitness
as well as the timing of the exercise during pregnancy (Clapp Il et al, 2002; Amorim et al,
2009).

The animal models for voluntary exercise during pregnancy present a methodological
limitation since dams are submitted to voluntary physical activity in the beginning of
gestation without a representative period of physiological adaptation-induced exercise.
Moreover, previous studies did not consider that maternal phenotype for physical exercise can
vary according to the load of activity (distance traveled), intensity (average speed), frequency
(hours per day or times per week) and duration (minutes per session) (Amorim et al, 2009). In
addition, there is no information of a comprehensive description of the pattern of voluntary
physical activity behaviors that are established before breeding, the consequences during
pregnancy and lactation and the effects on earlier time points of ontogenesis of the offspring.

In the present study, our hypothesis was built on the theoretical model of phenotypic

plasticity that considers the existence of an intraindividual variation which brings out the dual
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influence of the environment and genes during development. Thus, maternal physical activity
previously to pregnancy, as an environment responsible for variation in its phenotype over the
time, enables the maternal investment on the energy stores during gestation. This strategy of
investment will lead changes in the growth patterns and reflex ontogeny of the offspring.
Hence, the main goal of this study was to classify dams according to the level of voluntary
physical activity before breeding. In addition, we described the physical activity during
pregnancy/lactation and the effects on growth trajectory and reflex ontogenesis of the

offspring.

2. Material and methods

The experimental protocolwas approved by the Ethical Committee of the Biological
Sciences Center (protocol no. 23076.022745/2011-11), Federal University of Pernambuco,
Brazil, and followed the Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals (Bayne,
1996).

2.1. Animals

Thirty-five 12-wk-old virgin female albino Wistar rats (Rattus norvegicus) were
obtained from the Department of Nutrition, Federal University of Pernambuco, Brazil and
were maintained at a room temperature of 22 £ 1 °C with a controlled light—dark cycle (dark
08.00 am—8.00 pm). Standard laboratory chow (Table 1) and water were given ad libitum
according to the period of life: AIN-93G (gestation/lactation) and AIN-93M (maintenance)
(Reeves et al, 1993). Special cages were built with a stainless steel wheel running and dams
were allowed to run for a period of four weeks. After the period of adaptation (four weeks),
females were placed into a standard cage and mated (1 female for 1 male) for a period of 2-4
days. Females had no access to the running wheel during mating. The day on which
spermatozoa were present in a vaginal smear was designated as the day of conception, day 0
of pregnancy. Pregnant rats were then transferred to their original cages with free access to
the running wheel throughout pregnancy, and up to postnatal day 15. Dam's bodyweight and
food intake were measured twice a week during the four weeks before breeding, pregnancy
and nursing. On postnatal day 1, litters were reduced to 8 pups per mother, ensuring only
males per litter when possible. Eventually, litters were completed to 8 pups with 2—3 females
when necessary. Wheels were locked on postnatal day 15 to prevent the pups from running
and/or being injured. Pups from dams in the pilot study (n = 10) were not evaluated. Not all

animals successfully performed the exercise required by their group. Two of the twelve-five
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animals were excluded in the final analysis for failing to have eight or more live offspring (1
control and 1 very active). The litters of eight pups from each mother represent the sample
that was evaluated: control (n=4); inactive (n=6); active (n = 6); very active (n = 7). The
evaluation of physical features, growth, and reflex ontogeny of male pups was daily
performed during the suckling period. The collection of behavioral data was performed under

blind conditions.

2.2. Voluntary physical activity measurements

Female Wistar rats (initial body weight 226 + 0.8 g) were singly housed into an acrylic
cage (cage size: 34 cm height, 27 cm width and 61 cm length). A stainless steel wheel (27 cm
diameter) was placed into the cage for running physical activity with food and water ad
libitum. A wireless cyclocomputer (Cataye, model CC-AT200W, Colorado, USA) was
attached in the wheel to calculate and display trip information, such as average speed, trip
distance, trip time, total distance traveled, estimated calorie burned, and the current time.
Distance was determined by counting the number of rotations, which was translated into the
number of wheel circumferences passed. Speed was calculated from distance against lapsed
time period. Wheel circumference and diameter (measured in millimeters) were used to
calibrate the cyclocomputer and then to calculate average speed and distance traveled.

Calorie burned was estimated by integrating the value calculated from the speed in
every second. Measurements of distance traveled, average speed, time and calorie
consumption were daily recorded throughout the experiment. During the period of adaptation
(four weeks), the habits of female rats were recorded during each day, and running distance in
each 2 h (06.00 am to 06.00 pm) was registered. Because rodents have nocturnal habits,
during the light period (8.00 pm to 8.00 am), distance was recorded in the total period
(interval of 12 h). However, at least 2 h at the beginning of the light period (6.00 pm to 8.00
pm) and 2 h at the end of the light period (6.00 am to 8.00 am) were registered. An initial
group of 10 dams was used in a pilot study to establish the median of daily voluntary physical
activity for female Wistar rats. Daily distance traveled, time and estimated calorie burned
were used to classify rats into different groups according to voluntary physical activity
(inactive, active and very active). A control group (n = 5) with similar age and body weight
was incorporated in the main study and individually housed in a standard dimension cage
without running wheel apparatus. The characteristics of the experimental groups are shown in
Table 2.
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2.3. Mother's body weight and food intake

Mother's body weight and food consumption were recorded each three days
throughout the experiment. Food consumption was determined by the difference between the
amount of food provided at the onset of the dark cycle (06.00 h) and the amount of food
remaining 48h later (Lopes de Souza et al, 2008). Body and food weights were recorded with
a Marte Scale (AS-1000) with a 0.01-g accuracy.

2.4. Blood glucose measurements

Twelve hour fasting glycemia levels were evaluated in the last day of adaptation and
weekly during gestation using blood samples from the tail vein of the rats, using a glucometer
(Accu Check Advantage and Accutrend GCT) and the glucose oxidase method. The animals

were fasted overnight.

2.5. Physical feature maturation and somatic growth of the offspring

The features were evaluated daily between 1.00 pm and 3.00 pm by the method of
Smart and Dobbing (1971) during the suckling period, until maturation. The maturation age
of a particular feature was defined as the day it was first observed. The day of the internal
auditory conduit opening of both ears and eyes (i.e.,when any visible break in the covering
membrane of both eyes), and the eruption of the upper and lower incisors were recorded. Tail
length (distance from tail tip to tail base), length of the laterolateral skull axis (distance
between the ear holes) and length of the anteroposterior axis of the head (distance between
snout and head—neck articulation) were measured with a digital caliper (Starrett®, Series 799,
Séo Paulo, Brazil) with 0.01-mm precision. Somatic growth was assessed in terms of body
weight and length measurements performed from the first to 21st postnatal days between 1.00
pm and 3.00 pm as follows: bodyweight of the pups was recorded three times a week
throughout the experiment with a Marte scale with 100 mg precision. Bodyweight gain was
calculated as follows: Percentage weight gain = [body weight (g) x 100 / birth weight (g)] —
100. Body weight (in grams) was calculated by the gain of grams per day (g.day—1) (Bayol et
al, 2004).

2.6. Reflex testing
Daily examinations evaluating a spectrum of reflexologic tests (Table 3) (Dobbing and
Hopewell, 1971) as indicators of neurologic development were conducted from the first to the

21st postnatal days. Reflex tests were conducted between 11.00 and 13.00 h. The time of the
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appearance of each reflex was defined as the first day of its occurrence during a period of

three consecutive days.

3.Statistical analyses

Measurements of distance traveled, average speed, time, estimated calorie burned
body weight and food intake of mothers are presented as means +S.E.M. Each litter of eight
pups was considered one sample, and statistical analyses were performed by using the means+
S.E.M. of the litters into the experimental groups. Statistical differences between the groups
(active x very active) were determined by Student's t test and two-way repeated measures
ANOVA for intra-groups, followed by Bonferroni post hoc test when appropriate. For
physical features and reflex testing, data were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey's post hoc test for multiple comparisons. Pearson's correlation coefficient was used to
correlate body weight gain with number of pups born per mother. Significance was set at P b
0.05. Data analysis was performed using the statistical program GraphPad Prism 5®
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).

4. Results

Daily distance traveled, average speed, time and estimated calorie burned of inactive,
active and very active female rats were evaluated four weeks before mating, throughout
pregnancy and at the first 15 days of nursing (Fig. 1A, B, C and D). The very active group
showed a progressive increase in running distance, average speed, time and estimated calorie
burned as the rats begun the second week of adaptation. During the period of adaptation, the
active group showed a less variation in the pattern of daily distance traveled (between 2 and 4
km/day) and average speed (between 2 and 3 km/h/day), but a progressive increase in the time
and estimated calorie burned. Inactive dams showed no changes in their physical activity
parameters. As pregnancy advanced, dams presented a reduced running distance per day in
both groups and outcomes were similar to the inactive group. Maternal daily physical activity
was almost inexistent in all groups during the first 15 days of nursing.

During the adaptation period (four weeks), running distance was recorded in each 2 h
in order to follow the establishment of the habits (Fig. 2A, B, C and D). Indeed, during the
first days of voluntary physical activity, both groups showed a regular distribution of running
speed when the lights are off and more physical activity when the lights are on. At the second
week, both groups increased the running distance during the period of lights off and the very

active rats begin to show a high level of physical activity. At the last two weeks of adaptation,
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both groups assumed a pattern of physical activity during the period of lights off with similar
preference to do exercise between 10.00 am and 4.00 pm. During pregnancy and lactation,
rats did not perform substantial physical activity, although distance traveled has been
recorded in each 2 h (data not shown).

Bodyweight, food intake, bodyweight gain and basal glycemia were monitored during
adaptation, pregnancy and lactation (Fig. 3A, B, C and D). During the adaptation period, the
very active group showed a reduced bodyweight and increased food intake compared with the
control, inactive and active groups. During gestation, both body weight and food intake were
increased in the very active groups. Food intake was evaluated only until the second week of
nursing because pups started to eat mother's diet. Although food intake was increased in the
very active group, there were no differences among groups in terms of body weight. The
active group showed a slight increase in bodyweight during the last days of lactation
compared to the other groups. The very active group showed a higher bodyweight gain during
the second week of the adaptation period and at the first week of gestation. Data were
adjusted for the number of pups born to each dam [control, 12.0 (10-14); inactive, 11.5 (9-
14); active, 12.5 (10-16); and very active, 11.0 (9-15); values expressed as median (minimum
and maximum)]. Pearson's correlation coefficient between number of pups and gain of
bodyweight of the mother was not significant (r2= 0.14, P= 0.611). In addition, basal
glycemia was similar among groups in the last day of adaptation. However, the very active
dams showed a progressive reduction in the basal glycemia since the 7th day of pregnancy
while the other groups showed only at the 14th and 20th day of gestation (Fig. 3D).

Pups from dams in each experimental group were evaluated in terms of the appearance
of physical features and reflex ontogenesis during the period of lactation. Pup evaluations
were calculated by averaging pup characteristics per litter then taking each litter mean. There
were no differences in delivery rates among groups (between 21 and 22 days), as well as the
number of pups per litter was similar. Birth weight and physical features were not different
among groups at the first 10 days of life (Fig. 4A, B, C, D, E, F and G). Pups from active
dams were lighter than their pairs (Fig. 4A). At the last week of lactation, pups from the very
active dams showed a higher percentage of body weight gain (Fig. 4B) and longitudinal axis
(Fig. 4F) than the other groups. The body weight gain (in grams) between the 6th and 9th
days of lactation was lower in pups from both the very active and active dams (Fig. 4C). Pups
from the very active dams showed higher values of laterolateral axis of skull and tail length

compared to their pairs (Fig. 4D and G).
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The day of onset of ear opening, internal auditory conduct and eruption of lower
incisor opening was earlier in pups from the very active dams (Fig. 5). This group also
showed anticipation of the palmar grasp reflex (Fig. 6). On the other hand, righting, cliff drop
avoidance and vibrissa placing reflexes were delayed in pups from the inactive, active and
very active dams when compared to the control group. Negative geotaxis was delayed for
pups from the very active mothers compared to the inactive group. Auricular startle was

delayed only for pups from the active dams (Fig. 6).

5. Discussion

In the present study, we considered the existence of an individual variation in terms of
active maternal phenotype previously to pregnancy, enabling the maternal investment on the
energy stores during gestation. Physiologic and behavioral benefits of active life style for the
non-pregnant rats are widely recognized in the literature including increased cardiorespiratory
fitness, reduced stress and psychiatry diseases, reduced risk for metabolic disease and
enhanced quality of life (Garber et al, 2011). During pregnancy, irrespective of the specific
physiologically increased metabolic demands of the mother and fetus, maternal physical
activity (walk at 3.2 km/h for 11.2 h/week, or cycling for 4.7 h/week) is associated to reduced
risk of gestational diabetes mellitus and enhanced cardiorespiratory fitness, reduced body
weight gain, reduced skeletal- muscular fatigue and swelling of the inferior limbs, and
gestational hypertension (Melzer et al, 2010; Zavorsky and Longo, 2011). Here in we showed
that maternal physical activity before pregnancy rebounded on growth trajectory and some
parameters of reflex ontogenesis of the offspring as previously demonstrated in the literature
(Amorim et al, 2009; Falcao Tebas et al, 2012; Melzer et al, 2010).

A representative sample of female rats with the same body weight and age was
allowed to exercise freely in the running wheel for a period of 30 days before breeding,
during gestation and at the first two weeks of lactation. A pilot study was initially performed
for the classification of 3 well-defined groups (inactive, active and very active), which is
summarized in Table 2. It must be noted that the choice to belong to those different groups
was somewhat arbitrary, while rats did not receive any kind of external reward to do exercise.
Indeed, the running wheel, per se, is rewarding for rodents and they are often motivated to run
on for a long period of time (Sherwin, 1998). On the other hand, the presence of a running
wheel into the cage was completely ignored by the inactive group throughout the experiments.
However, differences in the daily distance traveled, average speed, time and estimated calorie

burned were apparent when the active and very active female rats were compared before
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mating. This clear division among groups in response to the same environmental conditions
can be considered significant enough for speculations that there are intra-individual
differences that can be a clue of genetics determinants. For very active rats, running in the
wheel was so agreeable and rewarding that could have induced addiction in rodents by a
neurobiological mechanism that includes both dopaminergic and endocannabinoid systems as
demonstrated by previous studies (Garland et al, 2011; Brene et al, 2007; Werme et al, 2000;
Keeney et al, 2008).

Voluntary physical activity in rodents has been measured almost exclusively by using
only total revolutions (traveled distance) on the running wheel and the groups are divided in
either active or sedentary (Bick-Sander et al, 2006; Kim et al, 2007; Carter et al, 2013;
Herring et al, 2012). Our data showed a tied and direct description of operational delineations
for the components of overall physical activity (running distance, average speed, time, and
estimated calorie burned) of each group. The very active rats showed a progressive increase in
those parameters of physical activity while the active rats were more constant. It is interesting
to note that the very active females were lighter and eat more food than their pairs control and
inactive. The energetic costs for the very active females are higher than the active groups,
which means that the energy entering via food intake was balanced by the energy expended
(physical activity) as confirmed by the previous study (Sherwin, 1998). Active females
remained with their body weight gain and food intake in a very similar pattern than their
pairs. Thus, the energetic balance can be transitorily modified by the intensity and duration of
exercise especially if it is performed every day.

Exercise is a common and potent activator of the hypothalamic—pituitary adrenal
(HPA) axis (Leandro et al, 2007). Both moderate physical training (Leandro et al, 2007;
Leandro et al, 2006) and voluntary physical activity (Campbell et al, 2009) initially cause
hyperactivation of the HPA axis, but these changes are completely restored after some weeks
of exercise (Sasse et al, 2008). We showed that rats assumed a routine for physical activity
during the hours throughout the day after two weeks of exercise. Also, they preferred to run
around 3 or 4 h after the lights off. Rats began to run in the light period during the first week
probably because this is a typical signal of alarm to a new environment mediated by high
level of plasma corticosterone (Sasse et al, 2008). After 10 days, rats began to standardize
their daily physical activity during dark cycle that can also be attributed to adaptation to a new
environment mediated by physiological level of plasma corticosterone (Sasse et al, 2008).
Fasting glucose concentration was not different following 4 weeks of voluntary physical

activity among groups and this led us to suggest that the secretion of glucocorticoids reached
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a physiological range. Indeed, mammalian circadian organization is governed by pacemaker
neurons in the brain that communicate with oscillators in peripheral tissues and
glucocorticoids act as strong entraining signals (Lu et al, 2002). This detailed description of
the rhythmicity of voluntary physical activity will give strong support for experimental
models of physical training for rats.

After the confirmation of pregnancy and during lactation, dams from both groups
presented a reduced traveled distance per day, and groups performed less than 20 min/day of
physical activity at the second week of gestation. In contrast, previous studies have reported
an increased level of physical activity during pregnancy, with progressive reduction only in
the last week of gestation (Rosa et al, 2012; Carter et al, 2013; Herring et al, 2012; Melzer et
al, 2010). In most previous studies, rats were habituated to their physical activity cages for 2
weeks prior to commencing the gestation, which can be a short time to get physical fitness
and physiological adaptations (Leandro et al, 2007). In this study, notwithstanding physical
activity was reduced during pregnancy, long-lasting effects were seen in fasting glucose
concentration and body weight gain in the very active and active dams when compared to
their values before pregnancy. Our data are in accordance with previous studies that referred
prior physical training as an environmental strategy that is able to improve cardiorespiratory
fitness, muscular strength and metabolic profile in females even if they stop to do exercise
during gestation (Clapp Ill et al, 2003; Clapp 11l et al, 2002).

Active maternal phenotype was able to influence growth trajectory outcomes and
reflex ontogeny of the offspring. In terms of the investment on growth trajectory during
lactation, pups from the active and very active mothers showed a higher percentage of body
weight gain alongside higher longitudinal axis. In the present study, we did not measure the
body composition and we are unable to affirm that higher body weight gain arises from body
lean mass. However, previous study has seen that the offspring from the active mothers
present a reduced fat mass, increased birth weight and body lean mass (Melzer et al, 2010).
Pups from the very active mothers showed a reduced gain of body weight (in grams) but a
higher tail length in the last three days of lactation. It suggests that maternal active phenotype
invested carefully in terms of size proportion of some less metabolic compartments such as
tail measurements. We suppose that a larger fraction of the body mass of pups from the very
active dams consisted of structure rather than reserve that could generate an increased
metabolic cost for the offspring once volume, surface area and length vary according to

different power if we consider an allometric scaling exponent (Capellini et al, 2010). Scaling
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of metabolic rates to body size using the allometric law and Kleiber's law are now being
performed in our laboratory.

Maternal care during lactation plays an important role in the normal
neurodevelopment and brain function and seems to influence neuroontogeny and physical
features of the offspring (Deiro et al, 2006). In the present study, dams run for less than 20
min/day with a traveled distance not more than 1 km/day. It means that dams did not change
their pattern of maternal care (primitive mammal behavior) in favor of their active life style
(acquired environmental behavior). Even for the very active dams, which were suspected of
addiction because of the high load of daily exercise, maternal care for pups was more
important. It is interesting to note that even without physical activity, pups from the active
and very active dams showed differences in some parameters of physical features and reflex
ontogeny when compared to pups from the control and inactive dams. This nongenetic
component of phenotype, which is critical for transducing environmental variation in
offspring fitness, is termed “parental effects” (Mousseau, 1998). The majority of such effects
are maternal, although paternal effects are also documented in those species where males
provide parental care [48]. In animals, parental effects on egg size, schedules of growth and
reproduction, immunity, sexuality, and behavior have all been documented (Mousseau, 1998).
In the present study, we provide additional information about parental effects on early

physical features and reflex ontogeny that can be modulated by earlier breeding.

6. Conclusion

In the present study, we demonstrated that active maternal phenotype is established
before breeding and rats present intra-individual differences although with similar age, body
weight and environmental stimulus (presence of the running wheel). The maternal investment
on growth trajectory and reflex ontogeny of the offspring does not depend on physical activity
during gestation/lactation but can be associated with physical activity before breeding. Thus,
in the context of different rates of adaptation to active maternal phenotype, plasticity may be
considered an important process, allowing mothers to fit ecological demand regardless to their

genotype, influencing developmental profile of the offspring based on matrilineal experience.
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Tables and Figure

Table 1

Composition of the diets.
Ingredients AIN-93G" AIN-93M"

2\ 100 g 2100 g

Com starch (87% carbohydrates), g 39.74 46.47
Casein (protein =80%), g 20,00 14.10
Dextrinized starch (92% tetrasaccharides), g 13.20 15.50
Sucrose, g 10.00 10,00
Soya oil, g 7.00 4.00
Cellulose, g 5.00 5.00
Mineral mixture (AIN-93G-MX)", g 3.50 3.50
Vitamin mix (AIN-93-VvX)", g 1.00 1.00
t-Methionine, g 0.30 0.18
Choline bitartrate (41.1% choline), g 0.25 0.25
Tert-butylhydroquinone (TBHQ), g 0.014 0.008
Macronutrients
Total energy (cal/g) 3.56 3.44
Protein 18% 14%
Lipids 18% 11%
Carbohydrates 64% 75%

* Reeves etal. [27].

Table 2

Experimental groups classified according to daily physical activity (distance traveled,
estimated calorie burned and time) in the running wheel

Experimental n  Distance traveled Estimated calorie burmed Time

groups (km/day) (kmys /day) (min/day)
Control 5 0 0 0

Inactive 10 =1.0 =10.0 =200

Active 8 =10=<50 =10.0 < 40.0 =200 <1200

Very active 12 =50 =40.0 =120.0
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Table 3
Description of the test reflexes,
Reflex Stimulus Response
Palmar grasp Ablunt instrument is stroked in the forepaw and fingersare  Fingers are not flexed to grasp the instrument.
flexed to grasp the instrument.
Righting Ratis placed on its supine position Turns over to rest in the normal position (prone ) with all four feet on the

Free-fall righting (acceleration righting )

Negalive-geotaxis
Cliff-avoidance

Auditory-startle response

Vibrissa-placing

Rat held by the paws, back downwards, is dropped from 30 cm
on a cotton wool pad

Rat placed with head downwards, ona 45° slope

Rat put on edge of bench, with nose and forefeet just over edge

Sudden sound stimulus by percussion with a metallic stick in a
metal surface

Rat held by the tail, head facing anedge of bench, vibrissa just
touching vertical surface,

ground, in 10,

Turns body in mid-air, to land on all fours, All legs must be free of body on
landing.

Turns o face up the slope, at least 130%, in 105,

Withdrawal of head and both forefeet from edge, moving away from
“cliff", in10s

Body retraction, with a transitory immobility. The stimulus was given
twice in each test, with an interval of 1 min.

Lifts head and extends forepaws in direction of the bench, making
oriented “walking” movemens to go far from the edge, in 10 s.

According to Dobbing and Hopewell [31].
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Fig. 1. Daily traveled distance in km (A), time in minutes (B), average speed in km/h (C)
and estimated calorie burned (D) during 30 days of adaptation, gestation and lactation.
During adaptation and gestation periods, groups were constituted by active (n = 8), inactive
(n =10) and very active (n = 12). During lactation, groups were constituted by active (n =
6), inactive (n = 6) and very active (n = 7). The values are presented as means+ S.E.M. *P
b 0.05 using two-way ANOVA and Bonferroni's post hoc test.
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Fig. 3. Body weight in grams (A), food intake in grams per day (B) and body weight gain in
grams (C) during 30 days of adaptation, gestation and lactation. Fasting glycemia inmg/dL (D)
wasmeasured at last day of adaptation, 3rd, 7th, 14th, and 20th days of gestation. During
adaptation and gestation periods, groups were constituted by control (n=5), inactive (n=10),
active(n=8) and very active (n=12). During lactation, groups were constituted by control (n=4),
inactive (n=6), active (n=6) and very active (n=7). The values are presented as means+ S.E.M.
*P b 0.05 vs control using two-way ANOVA and Bonferroni's post hoc test. Intra-group
analysiswas used to compare 3rd, 7th, 14th, and 20th days of gestation with values at last day of
adaptation. 6P b 0.05 for active, inactive and control groups and yP b 0.05 for very active group
using one-way ANOVA and Tukey's post hoc test.
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Fig. 4. Body weight in grams (A), body weight gain (%) (B), body weight gain in grams
(C), latero-lateral axis of skull in millimeter (D), anteroposterior axis of skull in millimeter
(E), longitudinal axis in millimeter (F) and tail length in millimeter (G) during lactation.
Litters according tomother's voluntary physical activity constituted groups: control (n=4),
inactive (n = 6), active (n = 6) and very active (n = 7). The values are presented as means+
S.E.M. *P b 0.05 very active vs control and yP b 0.05 active vs control using two-way
ANOVA and Bonferroni's post hoc test.
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9. Considerac0es finais e Perpesctivas

Perpesctivas
Ao término deste trabalho foram levantadas novas hipoteses que levam a continuagédo

deste e de mais estudos nesta temética:

- Analisar os efeitos da desnutricdo e da atividade fisica voluntaria na vida perinatal sobre 0s
parametros de crescimento somatico e ontogénese dos reflexos.

- Analisar os efeitos da dieta hiperlipidica e da atividade fisica voluntéria na vida perinatal
sobre os parametros de crescimento somatico e ontogénese dos reflexos.

- Avaliar a influéncia da atividade fisica voluntaria materna sobre os padrdes bioquimicos (o
teste de tolerancia a glicose e a insulina, e a concentracdo plasmatica de insulina, leptina e
taxas lipidicas);

- Estudar o efeito da atividade fisica voluntaria materna associada ou ndo a desnutricao sobre
os filhos na idade adulta com relacdo ao metabolismo oxidativo do musculo soleo, tecido
adiposo e figado por meio da expressdo das proteinas finais da cascata de sinalizacdo
intracelular da insulina (AKT, PKCC e GLUTA4).

Conclusao

Este € um dos primeiros estudos que avalia a atividade fisica atraves do
comportamento natural do animal correlacionado com as alteragdes fisiologicas impostas pela
gestacdo e lactacdo. Constatamos que cada animal apresenta um comportamento ou um
padrdo diferente de atividade fisica voluntaria e que este pode promover mudancas,
previamente a gestacdo, no fendtipo materno e este transferido aos seus descendentes.

Assim, a atividade fisica materna antes da gravidez promoveu efeitos positivos sobre
trajetoria de crescimento e ontogénese reflexa da prole. Neste contexto, os diferentes niveis de
atividade fisica voluntaria antes da gestacdo das ratas promoveram alteragfes no fenétipo
maternal, e esta plasticidade pode ser considerada um processo benéfico que influencia o

perfil de desenvolvimento da descendéncia.
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The main goals of this study were to classify dams according to the level of voluntary physical activity before
breeding and during pregnancy/lactation and to evaluate the effects on growth trajectory and reflex ontogenesis
of offspring. Voluntary physical activity was ranked by traveled distance, time and daily estimated calorie burned.
Thirty-five female Wistar rats were classified as control (C,n = 5), inactive (I, n = 10), active (A, n = 8) and very
active (VA, n = 12). During 30 d before breeding, traveled distance, average speed, time and calorie burned were
daily recorded for active and very active groups. Traveled distance was recorded each 2 h every day of adaptation.

g:m?;j;mm plasticity Body weight, food intake and fasting glycemia were measured throughout the experiment. During lactation, lit-
Physical activity ters were evaluated in terms of physical features and reflex ontogeny. VA showed a progressive increase in the
Gestation traveled distance and time while A dams presented constant values. VA rats showed lower body weight and
Neuro-ontogeny higher food intake. During pregnancy, both groups performed less than 1 km/day. Pups from A and VA dams
Pups showed higher lateral-lateral axis of the skull, longitudinal axis, tail length, and anticipation of the pavilion
Rats and auditory canal opening, and erupting incisors. [, A and VA groups showed a delay of righting, cliff aversion

and vibrissae placing reflexes. In conclusion, active maternal phenotype is established before breeding allowing
mothers to fit ecological and influencing growth trajectory outcomes and reflex ontogeny of the offspring based
on matrilineal experience.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Maternal stimulus has been used to assess how organisms adapt to
different ecological conditions and how they establish investment strat-
egies on offspring during development [ 1]. A poor maternal nutrient en-
vironment early in life is considered a predisposing factor for the
development of obesity, hypertension, diabetes type 2 and related dis-
eases in adult offspring [2-4]. Likewise, maternal high-fat milieu
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induced a higher body weight gain in mothers and their offspring devel-
oped larger adipocytes during growth, insulin resistance in muscle and
adipocyte, and altered cholesterol profile at adulthood [5,6]. In rats, a
controlled moderate to low-intensity exercise before and during gesta-
tion (5 days/week, 60 min/day, 40% to 70% of VO,,,,,«) increased the
mothers' resting oxygen consumption and altered growth trajectory of
the offspring |7].

In the offspring, differential ontogeny of physiological system, such
as faster postnatal growth, childhood obesity or behavioral changes
can be predicted by perinatal background (nutrition, drugs, stress and
physical activity) [3]. For example, faster postnatal growth is related
with undemnutrition during pregnancy [8] and childhood obesity is re-
lated with maternal obesity and excessive body weight gain during
pregnancy [9,10]. Our previous studies have shown that maternal
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pharmacological manipulation of the serotoninergic system is associat-
ed with delayed reflex ontogeny, growth retard, reduction of intraspe-
cific aggression, and deficits in locomotor activity [11-13]. Previous
studies using animal models have shown that maternal physical train-
ing on a treadmill (5 days/week, progressive reduction of duration
and intensity 50-20 min/day, 65-30% VO, y.y) resulted in reduced
body weight gain, insulin secretion, and high resting oxygen consump-
tion (resting VO,) and attenuated the delayed reflex ontogeny induced
by undernutrition [14-16].

The biological phenomenon underlying those associations is termed
phenotypic plasticity and refers to the ability of a phenotype associated
with a single genotype to produce changes in the organism in terms of
morphology, physiology and/or behavior in response to any environ-
mental circumstances [17]. In this context, it is plausible to consider ma-
ternal voluntary physical activity as a proactive prediction on the part of
the mother in order to buffer an eventual injured growth trajectory on
the part of the offspring. The term “voluntary physical activity” is used
when locomotion is not related with survival or directly motivated by
any external factor [18]. In humans, voluntary physical activity affects
the energetic cost and can be motivated by psychological (behavioral)
or physical (sports and physical fitness) rewarding [ 19]. In animals, mo-
tivation for voluntary exercise can be measured by wheel running,
which is rewarding and represent the classic self-motivated behavior
[18].

Previous studies have reported the effects of maternal physical activ-
ity in rats [20-22]. For example, an enriched housing, including wheel
running during pregnancy, transiently enhances memory and hippo-
campal neurogenesis in the offspring [20,21]. Voluntary physical activi-
ty in the pregnant rat attenuated the loss of mineral bone over the
pregnancy/lactation period [22] and improved insulin sensibility in
the adult offspring [23]. It was also seen that maternal voluntary physi-
cal activity provided long-lasting protection from neurodegeneration
and brain plasticity [24]. However, less is known about the variation
of the effects of physical activity according to the maternal fitness as
well as the timing of the exercise during pregnancy [7,25].

The animal models for voluntary exercise during pregnancy present
a methodological limitation since dams are submitted to voluntary
physical activity in the beginning of gestation without a representative
period of physiological adaptation-induced exercise. Moreover, previ-
ous studies did not consider that maternal phenotype for physical exer-
cise can vary according to the load of activity (distance traveled),
intensity (average speed), frequency (hours per day or times per
week) and duration (minutes per session) [7]. Inaddition, there is no in-
formation of a comprehensive description of the pattern of voluntary
physical activity behaviors that are established before breeding, the
consequences during pregnancy and lactation and the effects on earlier
time points of ontogenesis of the offspring.

In the present study, our hypothesis was built on the theoretical
model of phenotypic plasticity that considers the existence of an intra-
individual variation which brings out the dual influence of the environ-
ment and genes during development. Thus, maternal physical activity
previously to pregnancy, as an environment responsible for variation
in its phenotype over the time, enables the maternal investment on
the energy stores during gestation. This strategy of investment will
lead changes in the growth patterns and reflex ontogeny of the off-
spring. Hence, the main goal of this study was toclassify dams according
to the level of voluntary physical activity before breeding. In addition,
we described the physical activity during pregnancy/lactation and the
effects on growth trajectory and reflex ontogenesis of the offspring.

2. Material and methods

The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of
the Biological Sciences Center (protocol no. 23076.022745/2011-11),
Federal University of Pernambuco, Brazil, and followed the Guidelines
for the Care and Use of Laboratory Animals [26].

Table 1

Composition of the diets.
Ingredients AIN-93G" AIN-93M"

gl100 g gl100 g

Corn starch (87% carbohydrates), g 39.74 4647
Casein (protein =80%), g 20.00 14.10
Dextrinized starch (92% tetrasaccharides), g 13.20 15.50
Sucrose, g 10.00 10.00
Soyaoll, g 7.00 4.00
Cellulose, g 5.00 5.00
Mineral mixture (AIN-93G-MX)", g 3.50 3.50
Vitamin mix (AIN-93-VX)*, g 1.00 1.00
L-Methionine, g 0.30 0.18
Choline bitartrate (41.1% choline), g 0.25 0.25
Tent-butylhydroquinone (TBHQ), g 0014 0.008
Macronutrients
Total energy (cal/g) 356 3.4
Protein 18% 14%
Lipids 18% 11%
Carbohydrates 64% 75%

* Reeves etal. [27].
2.1. Animals

Thirty-five 12-wk-old virgin female albino Wistar rats (Rattus
norvegicus) were obtained from the Department of Nutrition, Federal
University of Pernambuco, Brazil and were maintained at a room
temperature of 22 £ 1 °C with a controlled light-dark cycle (dark
08.00 am-8.00 pm). Standard laboratory chow (Table 1) and water
were given ad libitum according to the period of life: AIN-93G
(gestation/lactation) and AIN-93M (maintenance) [27]. Special cages
were built with a stainless steel wheel running and dams were allowed
to run for a period of four weeks. After the period of adaptation (four
weeks), females were placed into a standard cage and mated (1 female
for 1 male) for a period of 2-4 days. Females had no access to the run-
ning wheel during mating. The day on which spermatozoa were present
in a vaginal smear was designated as the day of conception, day 0 of
pregnancy. Pregnant rats were then transferred to their original cages
with free access to the running wheel throughout pregnancy, and up
to postnatal day 15. Dam's body weight and food intake were measured
twice a week during the four weeks before breeding, pregnancy and
nursing. On postnatal day 1, litters were reduced to 8 pups per mother,
ensuring only males per litter when possible, Eventually, litters were
completed to 8 pups with 2-3 females when necessary. Wheels were
locked on postnatal day 15 to prevent the pups from running and/or
being injured. Pups from dams in the pilot study (n = 10) were not
evaluated. Not all animals successfully performed the exercise required
by their group. Two of the twelve-five animals were excluded in the
final analysis for failing to have eight or more live offspring (1 control
and 1 very active). The litters of eight pups from each mother represent
the sample that was evaluated: control (n = 4); inactive (n = 6); active
(n = 6); very active (n = 7). The evaluation of physical features,
growth, and reflex ontogeny of male pups was daily performed during
the suckling period. The collection of behavioral data was performed
under blind conditions.

22 Voluntary physical activity measurements

Female Wistar rats (initial body weight 226 + 0.8 g) were singly
housed into an acrylic cage (cage size: 34 cm height, 27 cm width and
61 cm length). A stainless steel wheel (27 cm diameter) was placed
into the cage for running physical activity with food and water ad
libitum. A wireless cyclocomputer (Cataye, model CC-AT200W, Colora-
do, USA) was attached in the wheel to calculate and display trip infor-
mation, such as average speed, trip distance, trip time, total distance
traveled, estimated calorie burned, and the current time. Distance was
determined by counting the number of rotations, which was translated
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Table 2
Experimental groups classified according to daily physical activity (distance traveled,
estimated calorie burned and time) in the running wheel

Experimental n  Distance traveled Estimated calorie bumed Time

groups (kmjday) (kmys/day) (min/day)
Control 50 0 0

Inactive 10 =10 =100 <200

Active 8 =10<=50 =100 <400 =200 <1200
Very active 12 =50 =400 =1200

into the number of wheel circumferences passed. Speed was calculated
from distance against lapsed time period. Wheel circumference
and diameter (measured in millimeters) were used to calibrate the
cyclocomputer and then to calculate average speed and distance trav-
eled. Calorie burned was estimated by integrating the value calculated
from the speed in every second. Measurements of distance traveled,
average speed, time and calorie consumption were daily recorded
throughout the experiment. During the period of adaptation (four
weeks), the habits of female rats were recorded during each day, and
running distance in each 2 h (06.00 am to 06.00 pm) was registered. Be-
cause rodents have nocturnal habits, during the light period (8.00 pmto
8.00 am), distance was recorded in the total period (interval of 12 h),
However, at least 2 h at the beginning of the light period (6.00 pm to
8.00 pm) and 2 h at the end of the light period (6.00 am to 8.00 am)
were registered. An initial group of 10 dams was used in a pilot study
to establish the median of daily voluntary physical activity for female
Wistar rats. Daily distance traveled, time and estimated calorie burned
were used to classify rats into different groups according to voluntary
physical activity (inactive, active and very active). A control group
(n = 5) with similar age and body weight was incorporated in the
main study and individually housed in a standard dimension cage with-
out running wheel apparatus. The characteristics of the experimental
groups are shown in Table 2.

2.3. Mother's body weight and food intake

Mother's body weight and food consumption were recorded each
three days throughout the experiment. Food consumption was deter-
mined by the difference between the amount of food provided at the
onset of the dark cycle (06.00 h) and the amount of food remaining 48
h later [28]. Body and food weights were recorded with a Marte Scale
(AS-1000) with a 0.01-g accuracy.

24. Blood glucose measurements

Twelve hour fasting glycemia levels were evaluated in the last day of
adaptation and weekly during gestation using blood samples from the

tail vein of the rats, using a glucometer (Accu Check Advantage and
Accutrend GCT) and the glucose oxidase method. The animals were
fasted overnight.

2.5. Physical feature maturation and somatic growth of the offspring

The features were evaluated daily between 1.00 pm and 3.00 pm by
the method of Smart and Dobbing [29] during the suckling period, until
maturation. The maturation age of a particular feature was defined as
the day it was first observed. The day of the internal auditory conduit
opening of both ears and eyes (ie., when any visible break in the cover-
ing membrane of both eyes), and the eruption of the upper and lower
incisors were recorded. Tail length (distance from tail tip to tail base),
length of the laterolateral skull axis (distance between the ear holes)
and length of the anteroposterior axis of the head (distance between
snout and head-neck articulation) were measured with a digital caliper
(Starrett®, Series 799, Sdo Paulo, Brazil) with 0.01-mm precision. So-
matic growth was assessed in terms of body weight and length mea-
surements performed from the first to 21st postnatal days between
1.00 pmand 3.00 pm as follows: body weight of the pups was recorded
three times a week throughout the experiment with a Marte scale
with 100 mg precision. Body weight gain was calculated as follows: Per-
centage weight gain = [body weight (g) = 100 / birth weight (g)] —
100. Body weight (in grams) was calculated by the gain of grams per
day (gday~") [30].

2.6. Reflex testing

Daily examinations evaluating a spectrum of reflexologic tests
(Table 3) [31] as indicators of neurologic development were conducted
from the first to the 21st postnatal days. Reflex tests were conducted be-
tween 11.00 and 13.00 h. The time of the appearance of each reflex was
defined as the first day of its occurrence during a period of three consec-
utive days.

3. Statistical analyses

Measurements of distance traveled, average speed, time, estimated
calorie burned body weight and food intake of mothers are presented
asmeans + SEM. Eachlitter of eight pups was considered one sample,
and statistical analyses were performed by using the means + SEM. of
the litters into the experimental groups. Statistical differences between
the groups (active x very active) were determined by Student's t test
and two-way repeated measures ANOVA for intra-groups, followed by
Bonferroni post hoc test when appropriate. For physical features and re-
flex testing, data were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey's post hoc test for multiple comparisons. Pearson's correlation co-
efficient was used to correlate body weight gain with number of pups

Table 3
Description of the test reflexes.
Reflex Stmulus Response
Palmar grasp A blunt instrument is stroked in the forepaw and fingersare  Fingers are not flexed to grasp the instrument.
flexed to grasp the instrument
Righting Rat is placed on its supine position Turns over to rest in the normal position (prone ) with all four feet on the

Free-fall righting (acceleration righting)
on a cotton wool pad

Negative-geotaxis

Cliffi-avoidance

Auditory-startle response
metal surface
Vibrissa-placing
touching vertical surface.

Rat placed with head downwards, ona 45" slope
Rat put on edge of bench, with nose and forefeet just over edge Withdrawal of head and both forefeet from edge, moving away from

Rat held by the tail, head facing an edge of bench, vibrissa just

ground, in 10s.

Rat held by the paws, back downwards, is dropped from 30 cm  Turns body in mid-air, to land on all fours. All legs must be free of body on

landing.
Turns to face up the slope, at least 130°, in 10 s.

“cliff", in10 5

Sudden sound stimulus by percussion with a metallic stickina Body retraction, with a transitory immobility. The stimulus was given

twice in each test, with an interval of 1 min.
Lifts head and extends forepaws in direction of the bench, making
oriented “walking” movements to go far from the edge, in 10 s.

According to Dobbing and Hopewell [31].



Estimated Calorie

84

G. Santana Muniz et al. / Physiology & Behavior 129 (2014) 1-10

A -%- Active
~¥— Very Active
= =&~ Inactive
g
3
2
o
T
2
[3
>
£
=
e R T i N T Tt
A
Days of Adaptation I Days of Gestation | Days of Lactation
Mating Delvery

B A= Active -0~ Inactve

400

3s0] ™ Very Active —

360 :

Time (minutes)

OO

123435878 ou"uuuuuncnnnnnnunnnuna!- 2345678 90N2BUISIETIENN ! 1234367 89NINRBU
Days of Adaptation l Days of Gestation ; Days of Lactation
C - Active O~ Inactve
51 Very Active
P0.05

-

Average speed (km/h)
“

2
1
0
123485678 “I“I|)“|51‘|7|I|9”2‘?}?3“H“”?l””!; 23485467 ’““!l“““u"'l“”ﬂ!l 2345678011213
Days of Adaptation } Days of Gestation l Days of Lactation
Mating Dovery
D 440, & Atve -a- VeyActve -0 insctve
; P<0.05
120 |
"> 100 4 .
3 I oy A
“w 80 1A / A
£ : £\1 ¥ W
~ A, / i vy
S 60 IR Y At T
¢ ko A
40 T of '
3 Aad Y TS ol |
i ¥ 7 - AS
20 LAAak ABE Y58tk z ‘A'co‘btﬂﬁﬁ
3 bpbb8 < el e T A B T
o) 860668880800000000000006660066  5000006000588888888ss  48885569006000
12348678 9100294181670 2225242720 2030 a 1234807 0‘."‘"3“'"0"".”"! 123485678 0101102134
Days of Adaptation Days of Gestation : Days of Lactation

| |



85

G. Santana Muniz et al / Physiology & Behavior 129 (2014) 1-10 5

born per mother. Significance was set at P< 0.05. Data analysis was per-
formed using the statistical program GraphPad Prism 5® (GraphPad
Software Inc, La Jolla, CA, USA).

4. Results

Daily distance traveled, average speed, time and estimated calorie
burned of inactive, active and very active female rats were evaluated
four weeks before mating, throughout pregnancy and at the first
15 days of nursing (Fig. 1A, B, C and D). The very active group showed
a progressive increase in running distance, average speed, time and
estimated calorie burned as the rats begun the second week of adapta-
tion. During the period of adaptation, the active group showed a less
variation in the pattern of daily distance traveled (between 2 and
4 km/day) and average speed (between 2 and 3 km/h/day), but a pro-
gressive increase in the time and estimated calorie burned. Inactive
dams showed no changes in their physical activity parameters. As preg-
nancy advanced, dams presented a reduced running distance per day in
both groups and outcomes were similar to the inactive group. Maternal
daily physical activity was almost inexistent in all groups during the first
15 days of nursing,

During the adaptation period (four weeks), running distance was re-
corded in each 2 h in order to follow the establishment of the habits
(Fig. 2A, B, C and D). Indeed, during the first days of voluntary physical
activity, both groups showed a regular distribution of running speed
when the lights are off and more physical activity when the lights are
on. At the second week, both groups increased the running distance
during the period of lights off and the very active rats begin to show a
high level of physical activity. At the last two weeks of adaptation,
both groups assumed a pattern of physical activity during the period
of lights off with similar preference to do exercise between 10.00 am
and 4.00 pm. During pregnancy and lactation, rats did not perform sub-
stantial physical activity, although distance traveled has been recorded
in each 2 h (data not shown).

Body weight, food intake, body weight gain and basal glycemia were
monitored during adaptation, pregnancy and lactation (Fig. 3A, B, C
and D). During the adaptation period, the very active group showed a
reduced body weight and increased food intake compared with the con-
trol, inactive and active groups. During gestation, both body weight and
food intake were increased in the very active groups. Food intake was
evaluated only until the second week of nursing because pups started
to eat mother's diet. Although food intake was increased in the very ac-
tive group, there were no differences among groups in terms of body
weight. The active group showed a slight increase in body weight during
the last days of lactation compared to the other groups. The very active
group showed a higher body weight gain during the second week of the
adaptation period and at the first week of gestation. Data were adjusted
for the number of pups born to each dam [control, 12.0 (10-14); inac-
tive, 11.5 (9-14); active, 12.5 (10-16); and very active, 11.0 (9-15);
values expressed as median (minimum and maximum)). Pearson’s cor-
relation coefficient between number of pups and gain of body weight of
the mother was not significant (* = 0.14, P = 0,611).In addition, basal
glycemia was similar among groups in the last day of adaptation. How-
ever, the very active dams showed a progressive reduction in the basal
glycemia since the 7th day of pregnancy while the other groups showed
only at the 14th and 20th day of gestation (Fig. 3D).

Pups from dams in each experimental group were evaluated in
terms of the appearance of physical features and reflex ontogenesis dur-
ing the period of lactation. Pup evaluations were calculated by averaging
pup characteristics per litter then taking each litter mean. There were no

differences in delivery rates among groups (between 21 and 22 days),
as well as the number of pups per litter was similar. Birth weight and
physical features were not different among groups at the first 10 days
of life (Fig.4A, B, C, D, E, F and G). Pups from active dams were lighter
than their pairs (Fig. 4A). At the last week of lactation, pups from the
very active dams showed a higher percentage of body weight gain
(Fig. 4B) and longitudinal axis (Fig. 4F) than the other groups. The
body weight gain (in grams) between the 6th and 9th days of lactation
was lower in pups from both the very active and active dams (Fig. 4C).
Pups from the very active dams showed higher values of laterolateral
axis of skull and tail length compared to their pairs (Fig. 4D and G).

The day of onset of ear opening, internal auditory conduct and erup-
tion of lower incisor opening was earlier in pups from the very active
dams (Fig. 5). This group also showed anticipation of the palmar grasp
reflex (Fig. 6). On the other hand, righting, cliff drop avoidance and vi-
brissa placing reflexes were delayed in pups from the inactive, active
and very active dams when compared to the control group. Negative
geotaxis was delayed for pups from the very active mothers compared
to the inactive group. Auricular startle was delayed only for pups from
the active dams (Fig. 6).

5. Discussion

In the present study, we considered the existence of an individual
variation in terms of active maternal phenotype previously to preg-
nancy, enabling the maternal investment on the energy stores during
gestation. Physiologic and behavioral benefits of active life style for
the non-pregnant rats are widely recognized in the literature including
increased cardiorespiratory fitness, reduced stress and psychiatry
diseases, reduced risk for metabolic disease and enhanced quality of
life [32]. During pregnancy, irrespective of the specific physiologically in-
creased metabolic demands of the mother and fetus, maternal physical
activity (walk at 3.2 km/h for 11.2 h/week, or cycling for 4.7 h/week) is
associated to reduced risk of gestational diabetes mellitus and enhanced
cardiorespiratory fitness, reduced body weight gain, reduced skeletal-
muscular fatigue and swelling of the inferior limbs, and gestational hy-
pertension [33,34]. Herein we showed that maternal physical activity be-
fore pregnancy rebounded on growth trajectory and some parameters of
reflex ontogenesis of the offspring as previously demonstrated in the lit-
erature [7,14,33].

A representative sample of female rats with the same body weight
and age was allowed to exercise freely in the running wheel for a period
of 30 days before breeding, during gestation and at the first two weeks
of lactation. A pilot study wasinitially performed for the classification of
3 well-defined groups (inactive, active and very active), which is sum-
marized in Table 2. It must be noted that the choice to belong to those
different groups was somewhat arbitrary, while rats did not receive
any kind of external reward to do exercise. Indeed, the running wheel,
per se, is rewarding for rodents and they are often motivated to run
on for a long period of time [35]. On the other hand, the presence of a
running wheel into the cage was completely ignored by the inactive
group throughout the experiments. However, differences in the daily
distance traveled, average speed, time and estimated calorie burned
were apparent when the active and very active female rats were com-
pared before mating. This clear division among groups in response to
the same environmental conditions can be considered significant
enough for speculations that there are intra-individual differences that
can be a clue of genetics determinants. For very active rats, running in
the wheel was so agreeable and rewarding that could have induced ad-
diction in rodents by a neurobiological mechanism that includes both

Fig. 1. Daily traveled distance in km (A), time in minutes (B), average speed in km/h (C) and estimated calorie burned (D) during 30 days of adaptation, gestation and lactation, During
adaptation and gestation periods, groups were constituted by active (n = 8), inactive (n = 10) and very active (n = 12). During lactation, groups were constituted by active (n = 6),
inactive (n = 6) and very active (n = 7). The values are presented as means + S.EM. *P<0.05 using two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.
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E can also be attributed to adaptation to a new environment mediated by
2” physiological level of plasma corticosterone [42]. Fasting glucose con-
; centration was not different following 4 weeks of voluntary physical ac-
8 .l tivity among groups and this led us to suggest that the secretion of
; glucocorticoids reached a physiological range. Indeed, mammalian cir-
3 cadian organization is governed by pacemaker neurons in the brain
2 | that communicate with oscillators in peripheral tissues and glucocorti-
g . . coids act as strong entraining signals [43]. This detailed description of
Y v the rhythmicity of voluntary physical activity will give strong support

- for experimental models of physical training for rats.
PRSSFFEFRS  IAIESSE IARSSSE After the confirmation of pregnancy and during lactation, dams from
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D - performed less than 20 min/day of physical activity at the second week
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Fig. 3. Body weight in grams (A), food intake in grams per day (B) and body weight gain in
grams (C) during 30 days of adaptation, gestation and lactation. Fasting glycemia in mg,/dL
(D) was measured at last day of adaptation, 3rd, 7th, 14th, and 20th days of gestation. Dur-
ing adaptation and gestation periods, groups were constituted by control (n = 5), inactive
(n=10),active (n = 8) andvery active (n = 12). During lactation, groups were constituted
by control (n = 4), inactive (n = 6), active (n = 6) and very active (n = 7). The values are
presented as means + SEM. *P < 0.05 vs control using two-way ANOVA and Bonferroni's
post hoc test. Intra-group analysis was used to compare 3rd, 7th, 14th, and 20th days of ges-
tation with values at last day of adaptation. °P< 0,05 for active, inactive and control groups
and P = 0.05 for very active group using one-way ANOVA and Tukey's post hoc test.

level of physical activity during pregnancy, with progressive reduction
only in the last week of gestation [22-24,33]. In most previous studies,
rats were habituated to their physical activity cages for 2 weeks prior
to commencing the gestation, which can be a short time to get physical
fitness and physiological adaptations [44]. In this study, notwithstand-
ing physical activity was reduced during pregnancy, long-lasting effects
were seen in fasting glucose concentration and body weight gain in the
very active and active dams when compared to their values before preg-
nancy. Qur data are in accordance with previous studies that referred
prior physical training as an environmental strategy that is able to im-
prove cardiorespiratory fitness, muscular strength and metabolic profile
in females even if they stop to do exercise during gestation [25,45].
Active maternal phenotype was able to influence growth trajectory
outcomes and reflex ontogeny of the offspring. In terms of the invest-
ment on growth trajectory during lactation, pups from the active and
very active mothers showed a higher percentage of body weight gain
alongside higher longitudinal axis. In the present study, we did not mea-
sure the body composition and we are unable to affirm that higher body
weight gain arises from body lean mass. However, previous study has
seen that the offspring from the active mothers present a reduced fat
mass, increased birth weight and body lean mass [33]. Pups from the
very active mothers showed a reduced gain of body weight (in grams)
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Fig. 4. Body weight in grams (A), body weight gain (%) (B), body weight gain in grams (C), latero-lateral axis of skull in millimeter (D), anteroposterior axis of skull in millimeter (E),
longitudinal axis in millimeter (F) and tail length in millimeter (G) during lactation, Litters according to mother’s voluntary physical activity constituted groups: control (n = 4), inactive
(n=6),active (n = 6) and very active (n = 7). The values are presented as means + S.EM. *P< 0.05 very active vs control and “P<0.05 active vs control using two-way ANOVA and

Bonferroni's post hoc test.

but a higher tail length in the last three days of lactation. It suggests that
maternal active phenotype invested carefully in terms of size propor-
tion of some less metabolic compartments such as tail measurements.
We suppose that a larger fraction of the body mass of pups from the
very active dams consisted of structure rather than reserve that could

generate an increased metabolic cost for the offspring once volume, sur-
face area and length vary according to different power if we consider an
allometric scaling exponent [46]. Scaling of metabolic rates to body size
using the allometric law and Kleiber's law are now being performed in
our laboratory.
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Fig. 5. Physical featuresof litters according to mother's voluntary physical activity constituted groups: control (n = 4), inactive (n = 6), active (n = 6) and very active (n = 7). The values
are presented as means + S.EM. *P<0.05 vs control and “P < 0.05 = vs inactive using one-way ANOVA and Tukey's post hoc test.

Maternal care during lactation plays an important role in the normal
neurodevelopment and brain function and seems to influence neuro-
ontogeny and physical features of the offspring [12]. In the present
study, dams run for less than 20 min/day with a traveled distance not
more than 1 km/day. It means that dams did not change their pattern
of maternal care (primitive mammal behavior) in favor of their active
life style (acquired environmental behavior). Even for the very active
dams, which were suspected of addiction because of the high load of
daily exercise, maternal care for pups was more important. It is interest-
ing to note that even without physical activity, pups from the active and
very active dams showed differences in some parameters of physical
features and reflex ontogeny when compared to pups from the control
and inactive dams. This nongenetic component of phenotype, which is
critical for transducing environmental variation in offspring fitness, is
termed “parental effects” [47]. The majority of such effects are maternal,
although paternal effects are also documented in those species where
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males provide parental care [48]. In animals, parental effects on egg
size, schedules of growth and reproduction, immunity, sexuality, and
behavior have all been documented [47]. In the present study, we pro-
vide additional information about parental effects on early physical fea-
tures and reflex ontogeny that can be modulated by earlier breeding,

6. Conclusion

In the present study, we demonstrated that active maternal pheno-
type is established before breeding and rats present intra-individual dif-
ferences although with similar age, body weight and environmental
stimulus (presence of the running wheel). The maternal investment
on growth trajectory and reflex ontogeny of the offspring does not de-
pend on physical activity during gestation/lactation but can be associat-
ed with physical activity before breeding. Thus, in the context of
different rates of adaptation to active maternal phenotype, plasticity
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Fig. 6. Reflex ontogeny of litters according to mother's voluntary physical activity constituted groups: control (n = 4), inactive (n = 6), active (n = 6) and very active (n = 7). The values
are presented as means + S.EM. *P<0.05 vs control and “P < 0.05 = vs inactive and *P < 0.05 vs active using one-way ANOVA and Tukey's post hoe test.
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may be considered an important process, allowing mothers to fit eco-
logical demand regardless to their genotype, influencing developmental
profile of the offspring based on matrilineal experience.
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Resumo

Atualmente, a prevaléncia de fatores de rico de doencas cardiovasculares tem aumentado em
todo o mundo. Fatores como transigdo nutricional, estabilidade econOmica, avango
tecnoldgico, aumento do consumo de alimentos caldricos e reduzido gasto de energia com
atividade fisica. Este cendrio é particularmente importante na populacdo pediatrica, desde a
infancia até a adolescéncia. O estilo de vida assumido na infancia e na adolescéncia parece ter
um papel importante na pratica de atividade fisica na vida adulta O presente estudo tem como
objetivo, discutir a relagcdo entre nutricdo, atividade fisica e qualidade de vida nas diferentes
fases de crescimento e desenvolvimento no contexto da plasticidade fenotipica.

Palavras-chave: Obesidade, criancas, peso ao nascer, plasticidade durante o

desenvolvimento, inatividade fisica.

Abstract

Nowadays, the prevalence of risk factors for cardiovascular diseases has increase throughout
the world. Nutritional transition, economic stability, technological advances, high caloric
intake diet, and reduction in physical activity are considered important associated factors.
This scenario is particularly worrying for pediatric population and adolescents. Children and
adolescents life style can be considered predictors of habitual physical activity in adulthood.
The main goal of this present study is to discuss the relationship among nutrition, physical
activity and quality of life during growth and development in the context of phenotype

plasticity.

Key-words: Obesity, children, birth weight, developmental plasticity, physical inactivity.
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Introducéo

Nas Ultimas décadas, tem sido registrado um aumento exponencial da prevaléncia de
obesidade, diabetes tipo Il, hipertensdo, dislipidemias e outras doengas de foro metabdlico
(Wijnhoven, van Raaij et al. 2013). Embora os fatores genéticos estejam fortemente
associados e determinem o grau de susceptibilidade individual, os fatores ambientais
(inatividade fisica e dietas hipercaloricas) tém sido referenciados como o0s principais
responsaveis pelo aparecimento destas doencas (Xiao, Zhang et al. 2010). Por outro lado,
existe um consenso na literatura que um estilo de vida ativo com uma préatica regular de
atividade fisica e nutricdo equilibrada, esta associado a uma maior qualidade de vida e menor
risco de aparecimento de doengas cardiovasculares e metabdlicas (Beunen, Malina et al. 1992;
Malina 1994; Rizzo, Ruiz et al. 2007; Nader, Bradley et al. 2008; Martinez-Gomez,
Eisenmann et al. 2009; Hallal, Dumith et al. 2012). Este cenério é particularmente importante
na populacdo pediatrica, desde a infancia até a adolescéncia.

O estilo de vida assumido na infancia e na adolescéncia parece ter um papel
importante na pratica de atividade fisica na vida adulta (Rizzo, Ruiz et al. 2007; Stabelini
Neto, Sasaki et al. 2011). Em um estudo prospectivo, o baixo nivel de atividade fisica na
infancia foi associado a alta prevaléncia de sedentarismo avaliado em adolescentes (Hallal,
Wells et al. 2006). Este comportamento sedentario é preocupante devido ao aumento no
numero de criancas que apresentam sobrepeso e obesidade em todo o mundo (Guijarro de
Armas, Monereo Megias et al. 2012; Park, Falconer et al. 2012; Xu, Li et al. 2012). Nas
ltimas décadas, o ambiente perinatal (gestacdo e lactacdo) esta sendo considerado um
preditor de alteracfes fenotipicas durante as fases de crescimento e desenvolvimento com
consequéncias a longo-prazo na vida adulta (Barker 1991; Bateson, Barker et al. 2004;
Gluckman, Hanson et al. 2007). Neste contexto, destacam-se 0s pressupostos tedricos que se
fundamentam na “plasticidade fenotipica” (West-Eberhard 1986) e que deram origem a duas
hipoteses: a “thritfty phenotype hypothesis”, ou hipotese do fendtipo poupador (Hales and
Barker 1992); e o modelo da relacdo entre capacidade metabolica (peso ao nascer) e carga
metabdlica (massa magra, massa gorda, estatura e ganho de peso) (Wells 2010).

Plasticidade fenotipica, por definicdo, é a habilidade de um organismo de reagir aos
desafios impostos pelo ambiente alterando a sua forma, estado, movimento ou padrdo de
atividade(West-Eberhard 1986). Um das variacbes mais bem documentadas no estudo da
plasticidade fenotipica é a nutricdo. A falta ou o aumento do aporte nutricional durante

periodos criticos do desenvolvimento podem resultar em alteragdes permanentes na estrutura
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e funcdo de d6rgdos (Ozanne and Hales 2004). Contudo, estes efeitos ndo assumem um carater
determinista, e estratégias de intervencdo que incluam a préatica de atividade fisica nestas fases
criticas de desenvolvimento sdo de interesse. Neste sentido, nosso grupo tem avangado nas
pesquisas sobre a influéncia do estilo de vida materno no ambito da atividade fisica durante
periodos de alta plasticidade e a relagdo com a nutricdo (Amorim, dos Santos et al. 2009;
Leandro, Amorim et al. 2009; Falcao-Tebas, Bento-Santos et al. 2012; Fidalgo, Falcao-Tebas
et al. 2012; Leandro, Fidalgo et al. 2012).

Assim, o presente estudo tem como objetivo, discutir a relacdo entre atividade fisica,
nutricdo e qualidade de vida nas diferentes fases de crescimento e desenvolvimento no

contexto da plasticidade fenotipica.

Niveis de atividade fisica na infancia e adolescéncia: associacdo com o aparecimento de
doencas metabolicas na vida adulta

Conceitualmente, o termo atividade fisica refere a qualquer movimento do mdsculo
esquelético que demande gasto energético acima do metabolismo basal. Quanto ao nivel de
atividade fisica, o individuo pode ser classificado como ativo ou inativo, a depender da
quantidade de calorias semanais gastas em um esforgo fisico (Leandro, Castro et al. 2007). A
quantificacdo da atividade fisica pode ser expressa em termos de dispéndio energético,
trabalho (Wong, Tan et al.), tempo de atividade (minutos, horas), unidades de movimento
(nimero de repeticdes), ou mesmo como resultados numéricos derivados de inquéritos ou
questionarios (Malina 1994). A medida mais usada para determinar o gasto energético num
esforgo fisico é o Equivalente Metabdlico (MET), onde 1 MET equivale a aproximadamente
35 mL O,- kg *- min®. Um MET representa 0 gasto energético de um individuo em
repouso. Um individuo é considerado ativo quando realiza atividade fisica diaria com um
dispéndio energético semanal em torno de 450-750 METs/min/semana. De acordo com o guia
de prescricdo de exercicio publicado pelo American College of Sports Medicine (Garber,
Blissmer et al. 2011), um individuo é considerado ativo quando se engaja em atividades
fisicas (caminhadas, jogging, andar de bicicleta, natacdo, atividades domésticas, atividades no
trabalho, atividades de lazer e recreacdo) diariamente durante 30 minutos levando a um
dispéndio energético acima do metabolismo basal em torno de 1500 Kcal/semana ou 495
METs/min/semana.

Embora os fatores genéticos estejam fortemente associados ao aparecimento de

doencas metabdlicas e cardiovasculares, os fatores ambientais (inatividade fisica e dietas
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hipercaldricas) tém sido referenciados como o principal responsavel para o aparecimento
destas doencas (Xiao, Zhang et al. 2010). Nas ultimas décadas, a populacdo mundial tem
adotado um estilo de vida menos ativo (sedentario) e consumido dieta rica em gordura e
acucares 0 que tem concorrido para um aumento exponencial da prevaléncia de obesidade,
diabetes tipo 11, hipertensao, dislipidemias e outras enfermidades (Wijnhoven, van Raaij et al.
2013). De fato, segundo o relatério anual da International Diabetes Federation

(http://www.idf.org), 0 aumento no numero de casos de diabetes tipo Il, sindrome metabdlica

e doencas cardiovasculares na populacdo adulta deve-se principalmente a transicéo
nutricional, estabilidade econémica, avango tecnoldgico, aumento do consumo de alimentos
caldricos e reduzido gasto de energia com atividade fisica (Ginter and Simko 2012).

Recentemente, tem sido reconhecido que o aparecimento de doencas metabodlicas na
vida adulta parece também ter associacdo com os periodos mais precoces de vida como a
infancia e adolescéncia (Bauldry, Shanahan et al. 2012). Adolescentes que apresentam
sobrepeso devido a uma dieta desequilibrada e diminuicdo no nivel de atividade fisica
apresentam uma maior probabilidade de desenvolver doencas metabdlicas na vida adulta
(Bauldry, Shanahan et al. 2012). Da mesma forma, estudos longitudinais tém demonstrado
que existe uma associacdo direta entre o estilo de vida adotado na infancia com o
comportamento sedentario na adolescéncia (Beunen, Malina et al. 1992; Hallal, Wells et al.
2006; Danner 2008; Mitchell, Pate et al. 2013). Em um estudo prospectivo, o baixo nivel de
atividade fisica aos 4 anos de idade foi associado a alta prevaléncia (58,2%) de sedentarismo
avaliado em 4453 adolescentes (10 a 12 anos de idade) (Hallal, Wells et al. 2006). Este
comportamento sedentério é particularmente preocupante devido ao aumento no nimero de
criangas que apresentam sobrepeso e obesidade em todo o mundo (Guijarro de Armas,
Monereo Megias et al. 2012; Park, Falconer et al. 2012; Xu, Li et al. 2012).

Em 2011, uma pesquisa envolvendo 1.433 criangas (7 a 9 anos) portuguesas revelou
que 33% apresentavam sobrepeso e 10,7% eram obesas (Albuquerque, Nobrega et al. 2012).
Na Franga, de 2.252 criangas (6 — 11 anos) avaliadas, 13% apresentaram sobrepeso ou
obesidade, 10% apresentaram sobrepeso e 3,1% apresentaram obesidade segundo os critérios
da International Obesity Task Force (IOTF) (Raiah, Talhi et al. 2012). No Brasil, 0 nUmero de
criangas com sobrepeso e obesidade vem crescendo continuamente de acordo com os dados
recentes da Pesquisa de Orgamento Familiar (IBGE 2010). Grande parte dos estudos referidos
na literatura aponta para a inatividade fisica como principal fator subjacente a este aumento de

casos de obesidade e sobrepeso na populacéo pediatrica.
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Embora seja reconhecido que a infancia é um periodo critico para o desenvolvimento
de um estilo de vida ativo, pouco se sabe sobre o nivel de atividade fisica habitual de criancas.
Parte desta limitacdo se deve aos instrumentos de avaliacdo e a distin¢do das diferentes fases
de crescimento e desenvolvimento associadas &s mudangas morfoldgicas e comportamentais
das criancas (Machado Rodrigues, Coelho e Silva et al. 2010). A maioria dos estudos utiliza
acelerdbmetros e a contagem de passos para estimar o gasto energético semanal de criangas e
associar com o nivel de atividade fisica habitual. De acordo com a recomendacao da National
Association for Sport and Physical Education, uma crianca é considerada ativa quando realiza
ao menos 120 min de atividade fisica por dia (http://www.aahperd.org).

Um estudo realizado com criangas canadenses (3 — 5 anos de idade) demonstrou um
engajamento em atividades fisicas durante uma média de 220 min (dados obtidos por
acelerometria) e total de acumulacdo de 7529 + 1539 passos/dia (Obeid, Nguyen et al. 2011).
Na Suica, um estudo demonstrou que a prevaléncia de criancas engajadas em atividades
fisicas foi baixa e somente 37% participavam de algum tipo de esporte (Bringolf-Isler, Grize
et al. 2009). No Brasil, um estudo avaliou o nivel de atividade fisica habitual de 239 criancas
(4 — 11 anos) da cidade de Pelotas (Bielemann, Cascaes et al. 2012). Neste estudo, as criancas
passavam cerca de 65% do tempo livre em atividades sedentarias e menos que 20 min/dia em
atividades esportivas e mais vigorosas (Bielemann, Cascaes et al. 2012). Varios fatores
ambientais podem explicar esta diminuicdo no nivel de atividade fisica de criancas, tais como:
nivel socioecondmico, baixo nivel de educacdo materna, auséncia de local para pratica
esportiva nas escolas, pais ndo-praticantes e mudancas sazonais bruscas (Bringolf-Isler, Grize
et al. 2009; Obeid, Nguyen et al. 2011; Bielemann, Cascaes et al. 2012).

Ambiente fetal e neonatal e o risco de desenvolver doencas metabdlicas

Neste cenario que ressalva a influéncia do ambiente na indugdo do fendtipo, varios
estudos tém considerado que o ambiente perinatal (fetal e/ou neonatal) também assume um
papel importante. A associacao entre vida perinatal e aparecimento de doencas no adulto é
chamada de Thrifty Phenotype Hypothesis e foi enunciada por Hales e Barker (1992). Esta
hip6tese propde que estimulos ou insultos (por exemplo, desnutri¢do, fumo, antigenos, drogas
e alcool) ocorridos durante a gestagdo e lactagdo induzem adaptacOes fisioldgicas e
metabdlicas, aumentando o investimento do organismo em &rgdos vitais como o cérebro e 0
coracao em detrimento de outros como o pancreas e 0 musculo esquelético (Hales and Barker

2001). Em curto prazo, estas adaptacOes fenotipicas ajudam a sobrevivéncia, mas a longo-
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prazo, suscetibilizam o organismo ao aparecimento de disturbios metabdlicos (Hales and
Barker 1992). Nos ultimos anos, esta hipotese tem sido amplamente utilizada para interpretar
as associacOes entre 0 peso ao nascer e o risco tardio de doengas cardiovasculares (Barker,
Eriksson et al. 2002; Dulloo 2008; Godfrey, Gluckman et al. 2010).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS, 1992), criancas com baixo peso ao
nascer (BPN) sdo aquelas nascidas com peso corporal entre 1.500 g e 2.499g. Abaixo de
1.550 g, séo consideradas extremo baixo peso. Criangas nascidas com o peso entre 3.000 g e
3.999 g sé@o consideradas de peso normal, e criancas nascidas com mais de 4.000 g séo
consideradas excesso de peso (de Onis, Onyango et al. 2006). Estes valores de corte servem
para associar 0 peso ao nascer com a trajetoria de crescimento da crianca, acumulacdo de
gordura corporal e aquisicdo de padrdes motores (Barker, Osmond et al. 2005). As varia¢des
do peso ao nascer podem resultar de uma gestacdo mais curta e/ou retardo do crescimento
intrauterino, diabetes gestacional, uso de farmacos, desnutri¢do, tabagismo, etilismo e outros
(Yu, Han et al. 2011).

Os estudos que relatam o efeito do peso ao nascer no aparecimento precoce de
doencas na vida adulta permanecem controversos. Em um estudo longitudinal com uma
amostra de 333 criancas nascidas com baixo peso e acompanhadas até aos 4 anos de idade, foi
observado um atraso no desenvolvimento neuromotor a partir dos escores na escala de
desenvolvimento motor de Bayley (BSID) (Hack, Wilson-Costello et al. 2000). Num estudo
de coorte prospectiva com criancas aos 12 meses de vida que apresentaram BPN, foi
observado um menor desempenho nos testes neuromotores MDI (Mello, Silva et al. 2009).
Uma recente meta-analise conduzida por Yu et al (2011) demonstrou que o BPN foi associado
com um risco reduzido de obesidade (OR, 0.61; 95% intervalo de confianca [Cl], 0.46-0.80),
enguanto um maior peso ao nascer (>4000 g) foi associado com um risco de obesidade (OR,
2.07; 95%, Cl =1.91-2.24) (Yu, Han et al. 2011). O nosso grupo demonstrou que o BPN néo
deve ser considerado isoladamente como um determinante biol6gico do crescimento fisico,
composigdo corporal e aptiddo fisica em criancas (Moura-Dos-Santos, Wellington-Barros et
al. 2013). Contudo, o BPN ¢é um forte indutor de déficits permanentes no desempenho em
testes de aptidao fisica relacionados a for¢ca muscular e a velocidade mesmo com o controle
de varidveis como idade, massa magra e percentual de gordura corporal (Moura-Dos-Santos,
Wellington-Barros et al. 2013).

Recentemente, Jonathan Wells prop6s um novo modelo tedrico associando a trajetoria
de crescimento durante a infancia até a maturidade e o risco de doencas cardiovasculares na

vida adulta (Wells 2011). Wells (2011) destaca o peso ao nascer como um indice de
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“capacidade metabdlica” (estrutura ¢ funcdo de 6rgdos que emerge durante a vida fetal e
infancia promovendo a manutencdo da homeostase), e varios fatores na infancia (grande
massa de tecido, comportamento sedentario e dieta rica em gordura) como indice de carga
metabdlica que desafia a habilidade de manutengdo da homeostase (Wells 2011). De acordo
com este modelo, um maior tamanho do corpo e maior acimulo de tecido adiposo sdo
preditores do aumento da carga metabodlica, ao passo que 0 baixo peso ao nascer é preditor de
uma capacidade metabolica reduzida (Wells 2010).

Tanto a hipotese do fenotipo poupador (thrifty phenotype hypothesis) como o modelo
de capacidade-carga metabolica estdo inseridas na “Origem Desenvolvimentista da Satde ¢
da Doenga” ou, em termos mais amplos, na “Plasticidade Fenotipica”. Esta nova perspectiva
que tem fundamento teorico na biologia evolucionista pode explicar o fato de que o ambiente
perinatal esta relacionado a uma maior plasticidade do organismo que embora seja eficiente a
curto-prazo, pode ter efeitos relacionados ao aparecimento precoce de doengas metabolicas
como obesidade, hipertensdo, diabetes tipo 2, dislipidemias, disturbios do comportamento

alimentar, dentre outras.

O que é plasticidade fenotipica?

Plasticidade fenotipica, por definicdo, é a habilidade de um organismo de reagir aos
desafios impostos pelo ambiente alterando a sua forma, estado, movimento ou padrdo de
atividade (West-Eberhard 1986). Plasticidade é um termo antigo que foi utilizado para referir
as alteracbes morfologicas durante o desenvolvimento (Edmund B. Wilson, 1894) e o
comportamento sensivel ao ambiente (James Mark Baldwin, 1902) (West-Eberhard 1986). A
plasticidade tem caracteristicas ativas e adaptativas e, por ser uma variacao intra-individual,
esta susceptivel a influéncia dos genes (genoma individual) e do ambiente (variacdo do
fendtipo) (West-Eberhard 1986). O termo “plasticidade” também ¢ utilizado para descrever
respostas irreversiveis as variagdes no ambiente (Stearns, de Jong et al. 1991). Um das
variacbes mais bem documentadas no estudo da plasticidade fenotipica € a nutricéo.
VariacOes da disponibilidade de nutrientes, ou ainda do tipo de nutriente durante periodos
criticos parecem atuar de forma irreversivel no desenvolvimento de sistemas fisiologicos
(West-Eberhard 1986). A plasticidade fenotipica é bem descrita e identificada nos estudos
com plantas e insetos. Por exemplo, na sociedade das abelhas, uma ou duas fémeas (rainhas)
se especializam em tarefas reprodutoras, enquanto que a grande maioria sdo individuos quase-

estéreis (operarias) responsaveis por atividades de manutencdo da colénia. Este polifenismo é
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geralmente determinado por uma alteracdo no tipo e quantidade de nutrientes oferecidos as
fémeas ainda na fase de larva (Barchuk, Cristino et al. 2007). Nesta fase, a abelha-rainha é
alimentada apenas com geleia real enquanto que as abelhas operéarias recebem geleia real, mel
e polen (Barchuk, Cristino et al. 2007). Este estimulo nutricional durante a fase embriogénica
engatilha uma resposta enddcrina, favorecendo a expressao de genes relacionados ao ganho
de peso e desenvolvimento do sistema reprodutor (na abelha-rainha) (Barchuk, Cristino et al.
2007).

Em humanos, a plasticidade fenotipica tem também sido utilizada para o entendimento
da relacdo entre nutricdo durante periodos criticos do desenvolvimento, o estabelecimento de
um fendtipo poupador, e o aparecimento precoce de doencas na vida adulta (Gluckman,
Hanson et al. 2007). Os primeiros trabalhos relacionando a nutricdo na vida perinatal e as
consequéncias na vida adulta no ambito da plasticidade fenotipica surgiram no inicio do
século passado. Em 1976, Ravelli e colaboradores constataram em estudo que a restricdo no
fornecimento de alimentos sofrida pela Holanda durante a Il guerra mundial (periodo
chamado de “Fome Holandesa” - Dutch Famine) resultou em mées desnutridas cujos filhos
apresentaram um quadro de obesidade e diabetes tipo Il aos 19 anos de idade (Ravelli, Stein
et al. 1976). Em 1990, David Barker e colaboradores propuseram a hipotese da origem fetal
de doengas da vida adulta associando fatores ambientais, particularmente a nutricdo, com
doencas metabdlicas na vida adulta (Barker, Bull et al. 1990).

Os estudos com animais utilizando manipulagdes dietéticas durante o periodo perinatal
tém apontado plausibilidade biol6gica para as respostas fenotipicas. Em alguns modelos
experimentais bem estabelecidos, por exemplo, ratos sdo submetidos a dietas hipoprotéicas (5
— 9% caseina) ou restricdo alimentar (30 — 70% de reducdo da dieta oferecida ao controle)
durante a gestacdo e/ou lactacdo (Ozanne, Jensen et al. 2005; Kumon, Yamamoto et al. 2010;
Langley-Evans, Daniel et al. 2011). O nosso grupo de pesquisa, utilizando o rato como
modelo experimental, tem avangado nos estudos da relagdo entre nutri¢do, atividade fisica e
plasticidade fenotipica. Nossos resultados demonstram que a desnutricdo proteica perinatal
causa atraso no desenvolvimento do sistema nervoso, retardo no crescimento somatico, altera
0 comportamento alimentar, altera o fendtipo de fibras musculares esqueléticas e cardiacas e
reduz a atividade locomotora dos filhotes (Barreto Medeiros, Cabral Filho et al. 2002;
Barreto-Medeiros, Feitoza et al. 2004; Barros, Manhaes-De-Castro et al. 2006; Freitas-Silva,
Manhaes-de-Castro et al. 2008; Lopes de Souza, Orozco-Solis et al. 2008; Toscano, Manhaes-
de-Castro et al. 2008; dos Santos Oliveira, de Lima et al. 2011). A reducdo no contetdo de

proteinas na dieta (6-9 % g/g) durante a gestacdo (Mesquita, Gontijo et al. 2010), lactacéo
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(Luzardo, Silva et al. 2011) ou apds o desmame (Costa-Silva, Silva et al. 2009) leva também
ao aumento nos niveis basais de pressdo arterial na prole. Ratos adultos cujas maes foram
submetidas a restricdo alimentar (70% da dieta ofertada as controles) apresentaram maior
gordura suprarrenal relativa ao peso corporal, maiores concentracdes de leptina, insulina e
glicose séricas, considerados parte dos indicadores do fendtipo da obesidade (Thompson,
Norman et al. 2007).

O mecanismo sugerido para as respostas fenotipicas envolve aspecto epigenético;
neste caso um fator externo modularia a estrutura do DNA sem mudanca na sua sequéncia
(Bruce and Hanson 2010). Estes mecanismos incluem, mas ndo sdo limitados &, metilacao e
acetilacdo do DNA, e modificacdes nas histonas (Hahn, Dambacher et al. 2010). Assim, 0s
estimulos ambientais sdo capazes de conduzir o organismo ao seu ambiente esperado na vida
adulta, além do que seria possivel através do genétipo herdado (Bateson, Barker et al. 2004).
Em um estudo com ratos desnutridos (30% da dieta ofertada ao controle) durante a gestagéo,
o fenotipo e a expressdo de genes diretamente relacionados as vias metabolicas dos
carboidratos, lipidios e proteinas em diferentes tecidos foram avaliados (Morris, Vickers et al.
2009). No figado de filhotes aos 55 dias de vida que sofreram desnutri¢cdo perinatal, foram
encontrados 249 genes expressos irregularmente (143 mais expressos e 106 menos expressos)
relacionados a glicogénese, glicogendlise e glicolise (Morris, Vickers et al. 2009). Ainda
neste estudo, o fenotipo do grupo desnutrido aos 110 dias de vida foi modificado, incluindo:
maior percentual de gordura corporal, maiores concentracdes de leptina, insulina e peptideo-C
comparado ao controle (Morris, Vickers et al. 2009).

E importante ressaltar que estes efeitos ndo assumem um carater determinista, e
estratégias de intervencdo que incluem a pratica de atividade fisica nestas fases criticas de
desenvolvimento sdo de interesse. Neste sentido, nosso grupo tem questionado acerca da
influéncia do estilo de vida materno no ambito da atividade fisica durante periodos de alta
plasticidade (Amorim, dos Santos et al. 2009; Leandro, Amorim et al. 2009; Falcao-Tebas,
Bento-Santos et al. 2012; Fidalgo, Falcao-Tebas et al. 2012; Leandro, Fidalgo et al. 2012).

Atividade Fisica durante a gestacdo: papel profilatico de um estilo de vida ativo em

resposta aos disturbios ambientais

A realizacdo de atividade fisica durante a gestacdo devem seguir as recomendacdes
American College of Obstetricians and Gynecologists (2002). Neste guia, mulheres gestantes

poderiam se exercitar 30 minutos ou mais (intensidade moderada) todos os dias da semana



101

desde que ndo apresentassem complicagbes médicas ou obstétricas. H& também
recomendacOes baseadas no célculo de dispéndio energético (expresso em taxa de equivalente
metabdlico, MET) por atividade realizada (Zavorsky and Longo 2011). Neste guia, é
recomendado para as gestantes uma caminhada a 3,2 km/hora, por 11,2 horas por semana (2,5
METs, intensidade leve, < 40% do VOzmax) de forma a manter um dispéndio energético entre
16 - 28 METs/hora/semana (Zavorsky and Longo 2011). A pratica de atividade fisica materna
estd associada a uma melhor funcdo cardiovascular, ganho de peso limitado, diminui¢do do
desconforto musculo-esquelético, menor incidéncia de cdimbras musculares e edema de
membros inferiores, estabilidade no humor, reducdo de diabetes mellitus gestacional e a
hipertensdo gestacional (Melzer, Schutz et al. 2010). Para o feto, foi observada uma melhor
tolerdncia ao estresse, maior oxigenacdo feto-placentaria, aumento da densidade de
vilosidades na placenta, melhor aporte de nutrientes e avangada maturacédo
neurocomportamental (Clapp, Kim et al. 2002; Clapp 2003; Melzer, Schutz et al. 2010).

Em modelos animais, 0 nosso grupo observou que ratas gestantes treinadas em esteira
(5 dias/semana, progressiva diminui¢do da duracdo 50 — 20 minutos/dia, a 40% do VOzmax)
apresentaram um menor ganho de peso corporal e um aumento no consumo de oxigénio de
repouso (VO- de repouso) (Amorim, dos Santos et al. 2009). Nos filhotes durante a lactaco,
foi observada uma melhora na ontogénese reflexa e na maturacdo fisica (Fidalgo, Macédo et
al. 2010; Falcdo-Tebas, Bento-Santos et al. 2011). Os mecanismos subjacentes parecem se
fundamentar em alteragdes na comunicacdo materno-fetal via placenta. Gestantes exercitadas
(20 min/dia, 3-5 dias/semana, com intensidade a 55-60% VO2max) tiveram maior eficiéncia em
interagir com o feto devido ao maior volume funcional placentario. Estima-se que o volume
placentario de sangue seja maior na 20* e 40* semana de gestacdo em mulheres que
praticavam exercicio fisico (caminhadas diarias a 60% do VOzmax) cOmparadas as nédo
exercitadas (sedentarias). Outro mecanismo proposto € que o treinamento fisico de
intensidade leve/moderada aumenta o consumo de oxigénio de repouso. Sugere-se entdo, que
uma maior quantidade de oxigénio e nutrientes possa ser destinada ao feto, podendo modular
positivamente seu crescimento e desenvolvimento.

As repercussOes da atividade fisica regular podem ser entendidas no contexto da
plasticidade fenotipica (Leandro, Fidalgo et al. 2012). O balan¢o energético durante a
gestacdo é um fator importante que afeta a relacdo entre nutricio materna e 0 peso ao nascer
(Leandro, Amorim et al. 2009). Mulheres subnutridas de comunidades rurais dos paises em
desenvolvimento tém cargas altas de atividade fisica (trabalho agricola e atividades

domeésticas) e seus filhos apresentam baixo peso ao nascer (Rao, Kanade et al. 2003). Extrema
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carga de trabalho também tem sido associada ao aumento da taxa de aborto e bebés
prematuros (Rao, Kanade et al. 2003). Por outro lado, atividade fisica de baixa intensidade e
realizada sistematicamente esta associada ao aumento do peso ao nascer mesmo em mulheres
que passaram por privacdo dietética (Clapp 2006).

O nosso grupo tem utilizado o rato como modelo experimental para avaliar os efeitos
moduladores da atividade fisica em animais submetidos a desnutricdo perinatal (Fidalgo,
Macédo et al. 2010; Falcdo-Tebas, Bento-Santos et al. 2011). Ratos cujas maes foram
desnutridas (caseina 8%) durante a gestacdo e lactacdo e/ou treinadas (50, 30 e 20min/dia na
13 22 e 32 semana respectivamente; 5 dias/semana, 4 semanas antes e 3 semanas durante a
gestacdo, com intensidade de ~40% do VO,ma), foram avaliados quanto a parametros
murinométricos e sensorio-motores (Falcdo-Tebas, Bento-Santos et al. 2011). Observamos que
a desnutricdo perinatal atrasa o crescimento somatico e a maturacdo dos reflexos em animais.
Todavia, filhotes de mées submetidas a desnutricdo associada ao treinamento fisico, tiveram o
peso corporal, o comprimento naso-anal e a maturacdo de reflexos normalizados em relagéo
aos seus controles apenas desnutridos (Falcdo-Tebas, Bento-Santos et al. 2011). Utilizando o
mesmo desenho experimental, observamos também que o treinamento fisico na gestacao
atenuou os efeitos da desnutri¢do relativamente ao peso ao nascer, eixo latero-lateral e antero-
posterior do cranio (Fidalgo, Macédo et al. 2010). Na vida adulta, os filhotes provindos de
médes desnutridas e treinadas apresentaram uma menor expressdo de leptina no musculo
esquelético e concentragdes plasmaticas normais de leptina quando comparados aos seus pares
apenas desnutridos (Fidalgo, Falcao-Tebas et al. 2012).

Os mecanismos subjacentes parecem se fundamentar em alteragdes na comunicacéo
materno-fetal via placenta (Clapp 2003; Clapp 2006). Gestantes exercitadas (20 min/dia, 3-5
dias/semana, com intensidade a 55-60% VO,ma) apresentaram uma maior eficiéncia em
interagir com o feto devido ao maior volume funcional placentario (Clapp, Kim et al. 2000).
Estima-se que o volume placentério de sangue seja maior na 20% e 40% semana de gestacdo em
mulheres exercitadas (60% do VO.nax) COmparadas as ndo exercitadas (Thomas, Clapp et al.
2008). Outro mecanismo proposto é que o treinamento fisico de intensidade leve/moderada
aumenta o consumo de oxigénio de repouso mesmo diante da desnutricdo (Amorim, dos
Santos et al. 2009). Sugere-se entdo, que uma maior quantidade de oxigénio e nutrientes possa
ser destinada ao feto, podendo modular positivamente seu crescimento e desenvolvimento
mesmo diante de uma menor demanda de nutrientes. Um estudo recente do nosso grupo
demonstrou que ratas desnutridas na gestacdo apresentaram uma menor secrecdo de insulina e

uma maior glicemia de jejum (Leandro, Fidalgo et al. 2012). Estes efeitos foram atenuados nas
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ratas desnutridas e treinadas consolidando o papel protetor do treinamento fisico relativamente
aos efeitos da desnutricdo (Leandro, Fidalgo et al. 2012).

Amorim et al (2009) observaram um menor catch up de crescimento em filhotes
adultos provindos de mées desnutridas/treinadas quando comparados aos seus pares apenas
desnutridos. Ademais, aos 90 dias de idade, estes filhotes apresentaram um ganho de peso
normal e indicadores de crescimento e desenvolvimento similares aos seus controles.
Utilizando o mesmo modelo experimental, n0s observamos que estes filhotes aos 30, 60 e 90
dias de idade apresentaram padres normais relativamente a atividade locomotora no teste de
“open field” (tempo de parada, poténcia, velocidade de reagdo, distancia percorrida e nimero
de paradas) [dados ndo publicados].

Embora os mecanismos subjacentes ainda ndo estejam totalmente estabelecidos,
acredita-se que fatores epigenéticos também possam regular os efeitos benéficos do exercicio
fisico. Por exemplo, o exercicio fisico estimula a desmetilacio do DNA de fatores
neurotroficos do encéfalo (BDNF-1V) e eleva os niveis de proteinas envolvidas na metilacao e
na expressdo de RNAm, e aumenta a acetilacdo de histonas (Gomez-Pinilla, Zhuang et al.
2011). Caso estas alteracbes ocorram durante o periodo critico do desenvolvimento, a
atividade fisica assume importancia fundamental no controle da transcricdo génica no
contexto dos efeitos da desnutricdo perinatal e da plasticidade. De acordo com os avangos do
conhecimento sobre a origem desenvolvimentista da salde e da doenca e os fatores
epigendmicos, os avancos do estudo da atividade fisica durante a gestagdo abrem novas
possibilidades terapéuticas de baixo custo para atenuar os efeitos de transtornos nutricionais

precoces.

Conclusdo

O aumento da prevaléncia de doengas metabdlicas na vida adulta tem sido associado
aos fatores genéticos, aos fatores ambientais (estilo de vida assumido na infancia e na
adolescéncia) e aos fatores epigenéticos (estilo de vida materno). Em periodos criticos do
desenvolvimento (gestagdo, lactacdo e primeira infancia), o organismo reage aos desafios
impostos pelo ambiente alterando a sua forma, estado, movimento ou padréo de atividade.
Neste sentido, a falta ou o aumento do aporte nutricional durante estes periodos podem
resultar em alteracfes permanentes na estrutura e funcdo de 6rgdos. Contudo, estes efeitos ndo
assumem um carater determinista, e a pratica de atividade fisica durante a infancia e

adolescéncia assumem um papel importante na modulagdo do comportamento na vida adulta.
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Ademais, o nivel de atividade fisica materno também est& associado a adaptagdes fisioldgica
para a mde (melhor funcdo cardiovascular, ganho de peso limitado, diminui¢cdo do
desconforto musculo-esquelético, dentre outros) e para o feto (melhor tolerancia ao estresse,
maior oxigenacdo feto-placentéria, aumento da densidade de vilosidades na placenta e melhor
aporte de nutrientes). Estas alteraces sdo entendidas no contexto da plasticidade fenotipica,
onde o organismo se adapta a uma ambiente precoce, alterando o seu fenotipo de forma a

otimizar suas estratégias de reproducéo e sobrevivéncia.
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Anexo A — Aprovacdo da Comissao de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas
Av. Prof. Nelson Chaves, s/n

50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350 \\
www.ccb.ufpe.br

Recife, 02 de agosto de 2011.

Oficio n® 386/11

Da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Raul Manhaes de Castro

Departamento de Pos Graduag&o em Nutriggo
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.022745/2011-11

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Desnutrigio perinatal e atividade fisica voluntaria:Estudo de
parametros metabélicos no musculo esquelético, no figado e no tecido adiposo dos
filhotes na vida adulta.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontfram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagao Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s30 adotadas como critérios de
avaliag&o e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questéo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem
realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutrigao; Atenciosamente,
Animais: Ratos; Linhagem: Wistar; Sexo: Machos e Fémeas; /\M %
ldade: 0 a 150 dias;
Numero de animais previsto no protocolo: 88 animais(ratas Prota. Maria Jere nsem
adultas e seu filhotes). Presidente do
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