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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da atividade fisica voluntaria antes e durante
a gestacdo sobre o peso corporal, consumo alimentar e glicemia de ratas gestantes
submetidas ou nao a desnutri¢do. Ratas wistar (n=20) foram alocadas em gaiolas de
AFV por um periodo de adaptagdo de 30 dias. Ao final desse periodo, as ratas foram
classificadas em inativas (I, n=10) e muito ativas (MA, n=10), de acordo com a
distancia percorrida (km/dia), o tempo (minutos/dia) e o gasto caldrico estimado (kcal).
Apo6s confirmacdo da prenhez, metade de cada grupo passou a receber dieta
hipoprotéica isocaldrica: inativa-nutrida (I-N, n=5), inativa-desnutrida (I-D, n=5), muito
ativa-nutrida (MA-N, n=5) e muito ativa-desnutrida (MA-D, n=5). As ratas foram
avaliadas quanto ao peso corporal, ganho de peso corporal (gramas e percentagem),
consumo alimentar e glicemia de jejum. Durante a adaptag@o, o grupo MA apresentou
menor peso corporal, porém maior consumo alimentar comparado ao grupo I. No
periodo da gestacdo, os grupos MA-N e MA-D apresentaram maior peso corporal e
consumo alimentar quando comparados aos grupos I-N e I-D. Nao houve diferenga
entre os grupos com relacdo a glicemia de jejum. Com relagdo aos filhotes, as ninhadas
de ratas MA-N e MA-D apresentaram maior peso ao nascer comparativamente aos seus
pares, I-N e I-D. O estilo de vida materno ativo pré-gestacional ¢ capaz de aumentar o
consumo alimentar, ganho de peso corporal de ratas gestantes desnutridas e

consequentemente maior investimento na prole.

Palavras-chave: Plasticidade fenotipica. Desnutrigdo. Exercicio voluntario. Gestagdo.

Ratos.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of voluntary physical activity (VPA)
before and during pregnancy on body weight, food intake and fasting glucose of rats
submitted to low-protein diet during gestation. Female Wistar rats (n = 20) were placed
in cages VPA during a period of 30 days for adaptation. After this period, the rats were
classified as inactive (I, n = 10) and very active (MA, n = 10), according to the distance
(km/day), time (minute/day) and estimated caloric expenditure (kcal). After
confirmation of pregnancy, half of each group received an isocaloric low-protein diet
and 4 groups were formed: inactive nourished (I-N, n = 5), inactive + low-protein diet
(I-D , n =5), very active - nourished (MA-N , n = 5) and very active + low-protein diet
(MA-D , n = 5). Body weight, gain of body weight (grams and percentage), food
consumption and fasting glycaemia were evaluated. During the adaptation, MA group
showed lower body weight, but higher food intake than rats from I group. During
pregnancy, MA-N and MA-D groups showed higher body weight and food
consumption than their pairs I-N and [-D. There was no difference between groups in
relation to fasting glycaemia. Litters from MA-N and MA-D rats showed higher body
weight than litters from [-N and I-D rats. The maternal life style was able to increase the
food intake and body weight gain of pregnant rats submitted to a low-protein diet and

consequently greater investment in offspring.

Keywords: phenotypic plasticity. Low protein diet. Voluntary exercise. Pregnancy.

Rats.
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1.APRESENTACAOQ

O periodo perinatal, que inclui desde a concepgdo até a lactagdo, ¢ considerado
critico para o desenvolvimento de orgdos ¢ sistemas (MORGANE et al., 1993). A
proliferacdo e diferencia¢do celular acelerada nesse periodo torna o organismo mais
vulneravel as perturbagdes ambientais (MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002). Em
virtude da alta plasticidade nesse estagio da vida, o organismo pode reagir a esses
desafios impostos pelo ambiente, alterando seu desenvolvimento (WEST-EBERHARD,

2003).

O organismo materno ¢ o primeiro nicho ambiental do feto e as experiéncias
ambientais vividas pela mde no curso da vida podem provocar alteragdes fenotipicas
que irdo influenciar no desenvolvimento da prole (MOUSSEAU e FOX, 1998; WELLS,
2010). Estudos com humanos tem demonstrado uma associagdo inversa da estatura
materna com a mortalidade da prole, enquanto o maior peso corporal materno tem sido
relacionado com o aumento de sua taxa de fertilidade (SEAR, MACE e MCGREGOR,
2003; SUBRAMANIAN et al., 2009). Dessa maneira, os tragcos fenotipicos que refletem
a boa aptidao fisica da gestante parecem estar associados com maior capacidade de

reproducio e investimento diferenciado nos seus filhos (WELLS, 2010).

Uma das variagdes ambientais mais bem documentadas no estudo de alteracdes
fenotipicas ¢ a privagdo nutricional durante a gestacdo e lactagdo, tanto em humanos
como em modelos experimentais (RAVELLI, STEIN e SUSSER, 1976; OZANNE et
al., 2005; LANGLEY-EVANS et al., 2011; LEANDRO et al., 2012b). Phillips et al,
(2005) estudaram homens e mulheres, cujas maes passaram fome durante a gestacdo
entre os anos de 1931-1939. Os autores observaram que a desnutricdo ocorrida no

periodo perinatal resultou em baixo peso ao nascer e menor peso no primeiro ano de
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vida dos filhos (HALES et al., 1991; PHILLIPS et al., 2005). Em estudos com animais,
nosso grupo tem utilizado um modelo de dieta isocaldrica normoprotéica (17-25% de
proteina, caseina) para o grupo controle e isocaldrica hipoprotéica (5%-9% de proteina,
caseina) para os grupos experimentais (LOPES DE SOUZA et al., 2008; OROZCO-
SOLIS et al, 2008). Nossos resultados demonstraram que a desnutricdo protéica
perinatal resultou em menor peso corporal, reducdo na secrecao de insulina por ilhotas
isoladas e menor consumo de oxigénio nas maes quando comparadas ao grupo controle
(AMORIM et al., 2009; LEANDRO et al., 2012b). Nos filhotes de maes desnutridas
foram observados menor peso da ninhada, peso ao nascer, peso corporal nos trés
primeiros dias de vida, atraso na trajetéria de crescimento e no desenvolvimento do
sistema nervoso (AMORIM et al., 2009; FALCAO-TEBAS et al., 2012; FALCAO-

TEBAS et al., 2012; LEANDRO et al., 2012b).

Outra variagdo ambiental que parece induzir adaptagdes morfologicas e fisiologicas
na mae ¢ no feto ¢ a atividade fisica (LEANDRO et al., 2009; FIDALGO; et al., 2010;
FALCAO-TEBAS et al., 2012). De acordo com o American College of Obstetricians
and Gynecologists (2002), gestantes de baixo risco podem praticar exercicio fisico de
leve a moderado por cerca de 30min/dia, na maioria dos dias da semana. Esse estilo de
vida materno ativo esta associado a uma melhor fun¢do cardiovascular, reducdo de
diabetes mellitus gestacional e hipertensdo gestacional, ganho de peso limitado, e
diminui¢do de desconforto musculo-esquelético (MELZER et al., 2010). Na prole, foi
observado aumento da densidade de vilosidades na placenta, melhor aporte de nutrientes
e oxigénio e avancada maturacdo neurocomportamental (CLAPP et al., 2002; CLAPP,

2003; MELZER et al., 2010).
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A intensidade do esforgo parece ser determinante quando se estuda a relacdo entre
atividade fisica durante a gestacdo e as repercussdes na prole (CLAPP, 2003). Estudos
realizados em comunidades rurais da India demonstraram que a extrema carga de
trabalho esta inversamente associada ao peso ao nascer, além de favorecer o aborto
(RAO et al., 2003; DWARKANATH et al., 2007). Por outro lado, a atividade fisica de
intensidade leve estd relacionada ao aumento do peso ao nascer, mesmo em mulheres

que passaram por privacao nutricional (CLAPP, 2006).

Nosso grupo padronizou um protocolo de treinamento fisico de intensidade
moderada para ratas, realizado em esteira antes da gestacdo (5 dias/semana, 60 min/dia,
a 65% do VOjmax), com intensidade diminuida durante a gestag@o (cinco dias/semana,
30 min/dia, a 40% do VOomax) (AMORIM et al, 2009). Nossos resultados
demonstraram que ratas desnutridas que praticaram exercicio fisico diariamente,
apresentaram menor queda no consumo de oxigénio de repouso e maior peso corporal
quando comparadas as ratas desnutridas ndo-treinadas (AMORIM et al, 2009;
FALCAO-TEBAS et al., 2012). Nos filhotes de ratas desnutridas treinadas foram
observados melhores niveis séricos de glicose, de colesterol e de taxa de crescimento

somatico (AMORIM et al., 2009; FALCAO-TEBAS et al., 2012).

Mais recentemente, o nosso grupo padronizou um protocolo de atividade fisica
voluntaria para ratas gestantes (SANTANA et al., 2014). O termo atividade fisica
voluntaria pode ser definido como qualquer movimento do musculo esquelético que
demande gasto energético acima do metabolismo basal e que ndo esteja relacionada com
a sobrevivéncia ou diretamente motivada por qualquer fator externo (GARLAND et al.,
2011). Em animais, a auto-motivagdo para o exercicio voluntario pode ser medido pelo
cicloergdbmetro (GARLAND et al, 2011). No nosso estudo para padronizagdo da

atividade fisica voluntaria, as ratas foram classificadas como inativas (I), ativas (A) ¢
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muito ativas (MA) (SANTANA et al., 2014). Durante o periodo de adaptacdo (30 dias
prévios ao acasalamento), o nivel de atividade fisica das ratas foi determinado pela

distancia percorrida (km/dia), gasto caldrico estimado (kcal/s/dia) e tempo didrio

(minutos/dia) [tabela 1] (SANTANA et al., 2014).

Tabela 1: Classificacdo dos grupos experimentais de acordo com a atividade fisica diaria
(distancia percorrida, gasto caldorico e tempo) no cicloergdmetro seguindo o protocolo de
Santana et al (2014).

Distancia Gasto Calérico
Grupos percorrida estimado Tempo
experimentais Kmdia) (Km.s™.dia™) (min.dia™)
Inativo <1.0 <10.0 <20.0
Ativo >1.0< 5.0 >10.0< 40.0 >20.0< 120.0
Muito Ativo >5.0 >40.0 >120.0

Os valores dessas grandezas foram definidos através de uma curva de distribuigdo
normal e pelo desvio padrio como ponto de corte (SANTANA et al., 2014). Foi
observado que o fenotipo materno para o nivel de atividade fisica se estabeleceu antes
do acasalamento (SANTANA et al., 2014). As ratas MA apresentaram menor peso
corporal, embora tenham consumido mais racdo quando comparadas as ratas [ e A
(SANTANA et al., 2014). Em consequéncia de tal experiéncia materna, especialmente a
prole do grupo MA apresentou antecipacao da trajetéria de crescimento (SANTANA et

al., 2014).

Os protocolos de treinamento fisico de intensidade leve a moderada durante a
gestacdo parece melhorar a aptiddo fisica materna, modulando os efeitos da desnutricao
sobre os descendentes (LEANDRO et al., 2009). Contudo, nos protocolos de
treinamento fisico, as ratas sdo obrigadas a seguir um regime diario de exercicio o que

impede o estudo da influéncia do ambiente e de fatores genéticos no estabelecimento do
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fenotipo. Por outro lado, o efeito da atividade fisica voluntaria materna associado a
desnutricdo protéica pode trazer novos insights sobre a plasticidade do organismo em
relagdo aos desafios ambientais. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da atividade fisica voluntaria antes e durante a gestagdo sobre o peso corporal,
consumo alimentar e glicemia de ratas gestantes submetidas ou ndo a desnutri¢do.
Nossa hipotese ¢ que atividade fisica voluntaria antes e durante a gestacdo aumenta o
peso corporal, consumo alimentar e diminui glicemia de ratas gestantes submetidas ou
ndo a desnutri¢do. O presente estudo podera servir como base para estudos posteriores

na melhor compreensdo da plasticidade fenotipica e da relacdo mae-filho.
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2.REVISAO DA LITERATURA-Artigo de Revisio

Artigo submetido a Revista Brasileira de Saude Materno Infantil (RBSMI, qualis B2)

[Anexo 1].
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3. OBJETVOS

3.1. Objetivo Geral:
Avaliar o efeito da atividade fisica voluntaria antes e durante a gestagdo sobre o
peso corporal, consumo alimentar e glicemia de ratas gestantes submetidas ou ndo a

desnutricao.

.3.2. Objetivos Especificos:

Durante o periodo de adaptacao:

e Estabelecer o nivel de atividade fisica voluntaria de ratas;

e Descrever o padrdo diario de atividade fisica voluntaria de ratas;

e Avaliar o efeito da atividade fisica voluntaria sobre o peso corporal,
ingestdo alimentar e glicemia de jejum de ratas.

Durante o periodo de gestagéo:

e Estabelecer o nivel de atividade fisica voluntaria de ratas;

e Descrever o padrdo diario de atividade fisica voluntaria de ratas;

e Avaliar o efeito da atividade fisica voluntaria sobre o peso corporal,
ingestdo alimentar e glicemia de jejum de ratas submetidas ou ndo a
desnutrigao.

e Avaliar o peso ao nascer da ninhada e o ntimero de filhotes nascidos por

género.
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4. HIPOTESE

A atividade fisica voluntaria antes ¢ durante a gestacdo aumenta o peso
corporal, consumo alimentar e diminui glicemia de ratas gestantes submetidas ou ndo a

desnutri¢do.
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5. METODOS

5.1 Animais

Foram utilizadas 20 ratas albinas da linhagem Wistar (peso corporal 220 - 260g,)
provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da UFPE. As ratas iniciaram o
experimento no mesmo periodo do ciclo estral, no proestrus. Os animais foram
mantidos em biotério de experimentacdo, com temperatura de 23°C + 2, num ciclo
12/12h [claro (20:00 as 08:00 h) e escuro (08:00 as 20:00 h)]. As ratas nuliparas foram
alojadas em gaiolas individuais de atividade fisica voluntaria (AFV) (34x61x27 cm),
com livre acesso a agua e alimentagdo (dieta AIN-93-M) por 30 dias. Ao final desse
periodo de adaptacdo, as ratas foram classificadas de acordo com o seu nivel de
atividade fisica seguindo o protocolo de Santana et al (2014). Posteriormente, as ratas
foram colocadas em gaiola de polipropileno (33x40x17 cm) para o acasalamento e apds
a presenga de espermatozoide na cavidade vaginal e ganho de peso, retornaram para
suas respectivas gaiolas de AFV. Durante a gestagdo, metade do niumero de ratas em
cada grupo recebeu dieta normoprotéica (AIN-93-G) enquanto a outra metade recebeu
dieta hipoprotéica até o nascimento dos filhotes. Apos o parto, os dados do nascimento
foram registrados e as ninhadas foram utilizadas para outro experimento. O manejo e 0s
cuidados com os animais seguiram as recomendagdes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA). O projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no uso de Animal do Centro de Ciéncia Bioldgicas da UFPE

(processo n°23076.022745/2011-11) [anexo 2].
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5.2 Protocolo de atividade fisica voluntaria para ratas:

Foi elaborada uma gaiola de atividade fisica voluntaria (GAFV) de acrilico com
as seguintes dimensdes: 27 cm de largura, 34 cm de altura e 61 cm de comprimento
(Figura 1). Em uma das extremidades foi posicionado um cicloergémetro com 27 cm de
diametro, composto por acrilico e raios em ago inoxidavel (Figura 2). Um sistema de
monitoramento por sensor (ciclocomputador Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan)
foi acoplado a GAFV e ao cicloergdmetro de forma a medir diariamente e a cada 2hs as
seguintes grandezas fisicas: distdncia percorrida (km), tempo (minutos), velocidade

média (km/h) e estimativa do gasto caldrico (Km.s™.dia™) (figura 3).

o
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°
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Figura 2. GAFV com cicloergdmetro e comedouro (A) e cicloergometro fora da GAFV (B)
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5.2.1 Determinacdo do Nivel de Atividade Fisica
O nivel de atividade fisica das ratas foi determinado de acordo com o protocolo
de Santana et a/ (2014) em inativo, ativo e muito ativo, através da distidncia percorrida,

estimativa do gasto calorico e tempo diario durante o periodo de adaptagdo (Tabela 2).

Tabela 2: Classificagdo dos grupos de acordo com o nivel de AFV (distancia percorrida, gasto
caldrico e tempo) no cicloergdmetro.

Grupos p]::-sctjrl'lr‘;i;a Gasto Calérico Tempo
experimentais (Km.dia™) (Km.s™.dia™) (min.dia™)
Inativo <1.0 <10.0 <20.0
Ativo >1.0< 5.0 >10.0< 40.0 >20.0< 120.0
Muito Ativo >5.0 >40.0 >120.0

Santana et al, 2014
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Figura 3. Sistema de funcionamento do ciclocomputador: 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 aclopado ao cicloergémetro e outro a
GAFV (C); rata realizando a atividade fisica (D).

5.3 Dietas Experimentais:

As dietas foram elaboradas de acordo com as recomendacdes do American
Institute of Nutrition (AIN) (REEVES, 1997). Durante o periodo de adaptacao, as ratas
receberam dieta AIN-93M para a fase de manutencdo dos roedores. Apds o diagnéstico
de gestag@o o grupo nutrido passou a consumir a dieta AIN-93G, enquanto o desnutrido

recebeu a dieta hipoprotéica baseada na AIN-93-G até o parto (Tabela 3).

Tabela 3. Composi¢do da dieta AIN-93G, AIN-93M e hipoprotéica.

Ingredientes AIN-93G* AIN-93M* Hipoprotéica
g\100g g\100g g\100g

Amido de Milho (87% carboidratos), g 39,74 46,47 47,62
Caseina (proteina >80%), g 20,00 14,10 9,41
Amido dextrinizado (92% tetrasaccharides), g 13,20 15,50 15,87
Sacarose, g 10,00 10,00 10,00
Oleo de soja, g 7,00 4,00 7,00
Celulose, g 5,00 5,00 5,00
Mix de Mineral (AIN-93G-MX), g 3,50 3,50 3,50
Mix de Vitaminas (AIN-93-VX), g 1,00 1,00 1,00
L-metionina, g 0,30 0,18 0,30
Bitartarato de colina (41,1% de colina), g 0,25 0,25 0,25
Tert-Butylhydroquinone (TBHQ), g 0,014 0,008 0,014
Somatorio, g 100 100,0 100,0

Contribuicao caldérica dos macronutrientes

Energia total (cal/g) 3,56 3,44 3,56
Proteinas 18% 14% 8%
Lipidios 18% 11% 18%
Carboidratos 64% 75% 74%

*Reeves, 199
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5.4 Grupos Experimentais

De acordo com o nivel de atividade fisica (houve apenas ratas inativas e muito
ativas) das ratas e manipulacdo dietética, foram formados os seguintes grupos

experimentais:

ACASALAMENTO
Il
Periodo de adaptagdo (30 dias) Gestagao
GAFV: Cicloergometro ativo; GAFV: Cicloergometro
Dieta normoprotéica (AIN-93-M) ativo;
Dieta normoprotéica
(AIN-93-G);
Hipoprotéica.
[ Grupo inativo (1) ] -
Grupo inativo
Grupo muito nutrido (I-N)
ativo (MA) \
p

Grupo inativo
desnutrido (I-D)

Grupo muito ativo
nutrido (MA-N)

N\

Grupo muito ativo
desnutrido (MA-D)

N
\ J\ j /NS

-

Figura 4. Desenho experimental.

5.5 Avaliacao da Evolucio Ponderal

A afericdo do peso corporal foi realizada a cada trés dias, iniciando no 1° dia até
0 30° dia de adaptagdo. Apos o diagnoéstico de prenhez, as ratas continuaram sendo
pesadas a cada trés dias. O horario estabelecido para esta avaliacao foi entre Sh30min e
6h00min. Foi utilizada uma balanga eletronica digital, marca Marte XL 500, classe II,

capacidade maxima 500g (menor divisao 0,001g).

O ganho de peso corporal foi calculado através das formulas:

e Ganho de peso corporal em gramas: GP = (peso do dia — peso do dia anterior)
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e Ganho de peso corporal em percentagem: %GP = (peso do dia x 100/1° dia) -

100

5.6 Avaliacao do Consumo Alimentar

A ingestdo de ragdo pelas ratas foi mensurada a cada trés dias pela diferenca
entre a quantidade de alimento fornecido e a sobra de ragdo neste intervalo, obedecendo

a seguinte formula: CA= RO— RR (LOPES DE SOUZA et al., 2008).

CA = consumo alimentar, RO = Ragfo oferecida e RR = Ragdo rejeitada

O consumo alimentar foi avaliado entre 06hsO00min e¢ 06hs30min da manha. Foi
utilizada uma balanga eletronica digital, marca Marte XL 500, classe II, capacidade

maxima 500g (menor divisdo 0,001g).

5.7 Glicemia

Ao final do periodo de adaptacdo (30° dia) e no 3°, 7°, 14° e 20° dia da gestagao,
foi quantificada a glicemia apds um jejum de 12hs. A coleta de sangue foi realizada as
6h da manha do dia seguinte através de uma pequena incisdo na cauda. O sangue foi
depositado em fita teste e analisado através do glicosimetro, marca Accu Chek Active

(Roche).

5.8 Dados do parto

Foram registrados os seguintes dados do parto: numero de filhotes, peso da
ninhada, média de peso dos filhotes, sexo dos filhotes e niimero de filhotes vivos e

mortos.

5.9 Analise Estatistica
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As medidas das ratas foram apresentadas como média + Erro Padrdo da Média
(EPM). Para a andlise estatistica, os dados foram analisados por ANOVA two-way
seguido do teste Bonferroni’s post hoc. Para os filhotes, os valores foram apresentados
em média £ EPM e mediana, minimo ¢ maximo, utilizando o teste one-way ANOVA e
pos-teste Tukey. Significancia foi estabelecida em P <0,05. A analise dos dados foi
realizada utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5 ® (GraphPad Software

Inc., La Jolla, CA, EUA).
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6. RESULTADOS

O nivel de AFV de ratas durante o periodo de adaptacdo foi avaliado diariamente
a partir da distancia percorrida, o gasto calorico estimado, tempo e velocidade (Figura
5). O grupo MA apresentou um aumento progressivo da distancia, do gasto caldrico
estimado, do tempo e da velocidade média durante o periodo de adaptagdo quando

comparado ao grupo I (Figura 5A, B, C e D).

Distancia percorrida (km)

O =2 NWAROONO®

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Dias de adaptacao
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p<0.05

[F-Efeessatssereaetnestntiinsil

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

-

Velocidade média
(km/h)

Dias de adaptagao

Figura 5: Distancia percorrida em km (A), tempo em minutos (B), gasto caldrico em kcal (C) e
velocidade media em km/h (D) durante 30 dias de adaptacdo. Durante o periodo de adaptagdo, os grupos
foram constituidos por inativo (I, » = 10) e muito ativo (MA, n = 10). Os valores sdo apresentados como
médias + S.E.M. p < 0.05 vs I, usando two-way ANOVA e pos-teste Bonferroni.

Durante o periodo de adaptagdo, a distancia percorrida foi registrada a cada 2
horas a fim de estabelecer os habitos de AFV das ratas (Figura 6). Nos primeiros dias de
adaptacdo (Figura 6A), houve pouco acesso ao cicloergdmetro, na segunda semana, as
ratas do grupo MA comecaram a demonstrar um maior nivel de atividade fisica com
padrio regularmente distribuido ao longo do ciclo escuro (6:00 - 18:00 hs) (Figura 6B).
Nas duas ultimas semanas, as ratas MA assumiram um padrdo de atividade fisica, com
preferéncia entre 12:00 - 14:00 hs (Figura 6C e D). Enquanto as ratas I permaneceram

inativas durante todo o periodo de adaptagéo (Figura 6).
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34



Durante a adaptagdo, foi ainda monitorado o efeito da atividade fisica sobre o
peso corporal, ganho de peso corporal (em gramas e percentual) e a ingestdo alimentar
(Figura 7A, B, C e D). O grupo MA apresentou menor peso corporal (Figura 7A), assim
como o ganho de peso corporal (gramas e percentual), os quais seguiram o mesmo perfil
durante os 30 dias de adaptagio quando comparado ao grupo I (Figura 7B e C). E
interessante observar que embora as ratas MA tenham obtido menor ganho de peso
corporal (Figura 7B e C), seu consumo alimentar foi maior a partir da segunda semana

de adaptacdo quando comparadas as ratas [ (Figura 7D).
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Figure 7: Peso corporal em gramas (A), ganho de peso corporal em gramas (B), ganho de peso corporal
em percentagem (C) e consumo alimentar em gramas (D) durante 30 dias de adaptagdo. Durante o
periodo de adaptagdo, os grupos foram constituidos por inativo (I, » = 10) e muito ativo (MA, n = 10). Os
valores sdo apresentados como médias *S.EM. p < 0.05 vs I, usando two-way ANOVA e pos-teste
Bonferroni.

No periodo da gestacdo, o acesso ao cicloergdmetro permaneceu livre ¢ metade
do niimero dos animais em cada grupo recebeu dieta baixa em proteina (Figura 8A, B, C
e D). Os grupos MA-N ¢ MA-D apresentaram uma queda brusca no nivel de atividade
fisica, saindo da classificagdo de muito ativo para ativo nas duas primeiras semanas, €
caindo para inativo no ultimo ter¢o de gestacdo (Figura 8A, B, C). Ambos os grupos
demonstraram semelhante perfil de atividade fisica voluntaria, embora o grupo MA-D
tenha apresentado menor distincia, tempo e gasto calorico em alguns dias na gestacdo

comparado ao MA-N (Figura 8A, B e C). Quanto aos grupos I-N e I-D, estes
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mantiveram-se inativos (Figura 9A, B, C e D), porém as ratas I-D apresentaram menor
tempo de corrida, especialmente no final da gestacdo (Figura 8A, B e C). Embora as

ratas MA tenham assumido outras classificacdes (ativo e inativo) no decorrer da
gestacdo, o presente estudo manteve a nomenclatura estabelecida inicialmente na

adaptagdo como MA.
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Figura 8: Distincia percorrida em km (A), tempo em minutos (B), gasto caldrico em kcal (C) e
velocidade media em km/h (D) durante 21 dias de gestagdo. Durante o periodo de gestacdo, os grupos
foram constituidos por inativo nutrido (I-N, n = 5), muito ativo nutrido (MA-N, n = 5), inativo desnutrido
(I-D, n = 5) e muito ativo desnutrido (MA-D, n = 5). Os valores sdo apresentados como médias + S.E.M.
+p < 0.05 I-N vs I-D e 'p <0.05 MA-N vs MA-D, usando two-way ANOVA e pos-teste Bonferroni.
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Finalmente, durante a gestagdo foi avaliado o efeito da AFV e da dieta
hipoprotéica sobre o peso corporal absoluto, ganho de peso corporal (gramas e
percentual) e consumo alimentar (Figura 10A, B, C e D). Em relacdo a atividade fisica,
os grupos MA-N e MA-D apresentaram maior peso corporal do que os grupos I-N e I-
D, especialmente no final da gestacdo (Figura 10A). O mesmo perfil foi encontrado no
ganho de peso corporal (gramas e percentual) na comparag@o desses grupos (Figura 10B
e C). Na maior parte da gestacdo, os grupos MA-N e MA-D ingeriram mais ra¢ao do
que o I-N e I-D (Figura 10D). No que diz respeito a desnutri¢ao, o grupo MA-D exibiu
menor peso corporal na ultima semana de gestagdo comparado ao MA-N, enquanto os
grupos [-N e [-D ndo diferiram (Figura 10A). Contudo, os grupos I-D e MA-D
apresentaram menor ganho de peso corporal (em gramas) em comparagdo aos seus
grupos [-N e MA-N, respectivamente (Figura 10B). Ja o ganho de peso em
percentagem, apenas o grupo I-D foi menor do que I-N no ultimo dia de gestacdo
(Figura 10C). Embora os grupos I-D e MA-D tenham apresentado menor ganho de peso
corporal na maioria dos dias (figura 10A, B ¢ C), houve maior consumo alimentar
comparados aos seus grupos I-N e MA-N (Figura 10D). Ndo houve diferenca entre os
grupos com relagdo a glicemia de jejum, todos os grupos demonstraram decaimento nos

valores durante a gestacdo comparados ao tltimo dia de adaptacao (Figura 11).
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Figura 10: Peso corporal em gramas (A), ganho de peso corporal em gramas (B), ganho de peso corporal
em percentagem (C), consumo alimentar em gramas (D) e glicemia basal (E) durante 21 dias de gestagéo.
Durante o periodo de gestac@o, os grupos foram constituidos por inativo nutrido (I-N, » = 5), muito ativo
nutrido (MA-N, n = 5), inativo desnutrido (I-D, » = 5) e muito ativo desnutrido (MA-D, n = 5). Os
valores sdo apresentados como médias + S.EM. 'p < 0.05 I-N vs I-D, *p < 0.05 MA-N vs MA-D, "p <
0.05 I-N vs MA-N e *p <0.05 I-D vs MA-D, usando two-way ANOVA e pos-teste Bonferroni.
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Figura 11: Glicemia de jejum em mg/dL, mensurada no Ultimo dia de adaptagéo, 3°, 7°, 14°, and 20° dia
de gestacdo. Durante o periodo de gestagdo, os grupos foram constituidos por inativo nutrido (I-N, n = 5),
muito ativo nutrido (MA-N, n = 5), inativo desnutrido (I-D, n = 5) e muito ativo desnutrido (MA-D, n =
5). Os valores sdo apresentados como médias + S.E.M. p <0.05, usando two-way ANOVA e pos-teste
Bonferroni.

Apos a gestacdo, foram registrados alguns dados do parto referente aos filhotes
(Tabela 3). O peso das ninhadas MA-N e MA-D foi maior do que das ratas I-N (Tabela
3). Contudo o peso por filhote foi menor no grupo MA-D comparado ao I-N e MA-N
(Tabela 3). Quanto ao numero de filhotes, nimero de machos, nimero de fémeas e

namero de mortos ndo houve diferenca entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3: Dados do parto

I-N 1I-D MA-N MA-D
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
Dados dos filhotes
(ao nascimento)
Peso da ninhada 59,16 0,95 61,21 0,59 84,25 0,63 68,46 0,83
Peso de filhotes 6,02 0,18 6,16 0,24 5,99 0,16 5167 0,18
Mediana Min-Max Mediana Min-Max Mediana Min-Max Mediana Min-Max
N° de filhotes 10 4—14 9 8-14 14 12-17 12 9-18
N° de machos 3 0-5 5 3-7 6 4-17 6 0-8
N° de fémeas 7 0-10 6 1-10 8 7-10 7 0-10
N° de mortos 0 0-0 2 0-2 0 0-0 3 0-5

I-N, Grupo inativo nutrido; I-D, grupo inativo desnutrido; MA-N, grupo muito ativo nutrido; MA-D,
muito ativo desnutrido. Valores apresentados em média, erro padrdo da média (EPM), mediana, minino
(Min) e méaximo (M4x). *p < 0.05 vs I-N e p <0.05 vs MA-N, usando one-way ANOVA e pos-teste

Tukey.
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7. DISCUSSAO

Nos tultimos anos, tem sido reconhecido que um estilo de vida materno ativo
melhora o condicionamento fisico da mae com consequéncias positivas para o
desenvolvimento do feto (CLAPP, 2008; FLETEN et al., 2010). Estudos com humanos
tém demonstrado que a pratica de atividade fisica durante a gestacdo estd associada
com: aumento da aptiddo cardiorrespiratoria, redugdo do risco de diabetes mellitus e
hipertensdo gestacional, controle do ganho de peso, redugdo da fadiga muscular
esquelética e inchago dos membros inferiores (MELZER et al., 2010; ZAVORSKY e
LONGO, 2011). Para o feto, os beneficios incluem diminuicdo de massa gorda, maior
tolerancia ao estresse e avancada maturacdo neurocomportamental (MELZER et al.,

2010).

Os estudos com modelos animais ainda sdo escassos € pouco avango tem sido
referido devido aos diferentes protocolos utilizados, ao tempo de adaptacdo a gaiola, ao
nivel de aptiddo fisica da mae e a classificagdo dos grupos experimentais (JUNG e
LUTHIN, 2010; CARTER et al., 2013). O nosso grupo recentemente padronizou um
protocolo de AFV, no qual as ratas foram classificadas em inativas, ativas ¢ muito
ativas, de acordo com a distancia percorrida, tempo e gasto caldrico estimado
(SANTANA et al., 2014). O presente estudo utilizou este protocolo experimental e os
grupos foram classificados como inativos ou muito ativos, sendo possivel avaliar o
efeito da AFV em ratas gestantes submetidas a desnutri¢ao protéica. O principal achado
do presente estudo foi que a AFV realizada antes da concepcao induziu maior ingestao
alimentar e o ganho de peso corporal em ratas gestantes desnutridas comparadas as

inativas desnutridas. Além disso, foi tragado o perfil de AFV de ratas gestantes com
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dieta normoprotéica e hipoprotéica. Estes resultados podem servir como base para

estudos futuros na avaliacdo de filhotes provindos de maes nessas condi¢des ambientais.

De acordo com a classificacdo do nivel de atividade fisica, as ratas no presente
estudo foram apenas classificadas como inativas e muito ativas, ndo havendo o grupo
ativo. Embora as ratas I se encontravam nas mesmas condi¢des ambientais das ratas
MA, a presenca do cicloergdmetro nao foi suficiente para estimular a corrida. Estudos
experimentais demonstram que ha forte contribuicdo genética na determinagdo de
diferentes comportamentos (HOULE-LEROY et al, 2000; TSAO et al, 2001;
LERMAN et al., 2002). Tsao et al, (2001) observaram que camundongos com super-
expressdo de GLUT4 (transportador de glicose) corriam uma distincia quatro vezes
maior (3,7 km/dia) do que o seu controle sedentario. Este fato levou pesquisadores a
sugerir que o nivel de atividade fisica pode ter sido influenciado por fatores intra-
individuais (LIGHTFOOT et al., 2004). Para as ratas do grupo MA, a AFV foi
motivada pela presenga do cicloergdmetro, sem qualquer estimulagdo externa (JONAS
et al, 2010). O mecanismo envolvido parece estar relacionado com alteracdes
neurobiolodgicas através do sistema dopaminérgico e endocanobindide (VOLKOW et
al., 2004; KEENEY et al., 2008). Estudos sugerem que ratos muito ativos tem um
aumento na expressdo de dopamina e seus receptores, alterando assim o limite de

recompensa para roda de corrida (BELKE e GARLAND, 2007; DAVIS et al., 2008).

Na adaptacdo, foram também delineados os habitos de AFV das ratas. As ratas
definiram um padrdo de ritmicidade ao longo do dia apenas a partir da terceira semana.
Esse fato pode ser atribuido a habituacdo do novo ambiente mediado pelo nivel
fisiologico de corticosterona no plasma (SASSE et al., 2008). Ao longo dos 30 dias, o
grupo MA apresentou um aumento nos parametros de atividade fisica com pequenas

oscilagdes. Nossos dados corroboram com estudos anteriores, os quais demonstraram
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semelhante habituacdo ao ambiente (CARTER et al., 2012; CARTER et al., 2013;
SANTANA et al., 2014). No presente estudo, tivemos o cuidado de utilizar as ratas no
mesmo periodo do ciclo estral (proestrus). Assim, as oscilacdes semelhantes de
atividade fisica ao longo dos dias podem ser explicadas por mudangas hormonais do
ciclo estral das ratas (proestrus, estrus, metestrus e diestrus) (ANANTHARAMAN-
BARR ¢ DECOMBAZ, 1989). As ratas tendem a praticar maior quantidade de atividade
fisica no periodo proestrus devido aos altos niveis de estrogénio, com menor atividade

no metestrus (ANANTHARAMAN-BARR e DECOMBAZ, 1989).

Os diferentes niveis de atividade fisica afetaram o peso corporal, ganho de peso
corporal (gramas e percentual) e ingestdo alimentar das ratas. As ratas MA tiveram
menor ganho de peso corporal em comparacdo as ratas I, embora tenham consumido
mais ragdo. Estudos anteriores demonstraram que o aumento da atividade fisica no
cicloergdmetro estd associado ao maior consumo alimentar (SWALLOW et al., 2001;
JUNG et al., 2010). Evidéncias apontam que a reducdo da massa corporal induz um
aumento nas concentracdes de ghrelina, hormoénio estimulador da secrecdo de
neuropeptidios orexigenos, aumentando assim o consumo alimentar (FOSTER-
SCHUBERT et al., 2005; DELPORTE, 2013). Isto nos permite sugerir que o organismo
tenha se adaptado em resposta ao déficit de energia, em busca de sua homeostase
energética (TSCHOP et al., 2001). No entanto, o aumento da ingestdo alimentar no
presente estudo ndo foi o bastante para manter o ganho de peso corporal. Com base
nesses achados, ¢ possivel que o acesso ao cicloergdmetro tenha resultado em

diminui¢ao da gordura corporal (JUNG e LUTHIN, 2010).

O principal resultado desse estudo refere aos efeitos da atividade fisica durante a
gestagdo em ratas com déficit protéico na dieta. Os grupos MA-N e MA-D ndo

mantiveram a ritmicidade, havendo diminuigdo gradual na pratica de atividade fisica.
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Nossos dados corroboram com estudos anteriores, nos quais as gestantes tiveram uma
tendéncia natural de reducdo do nivel de atividade fisica ao longo da gestacdo
(CARTER et al., 2012; CARTER et al., 2013; SANTANA et al., 2014). Devido as
adaptacdes fisioldgicas na gestacdo (formacdo da placenta, ganho de peso, mudangas
metabolicas e nos niveis hormonais, menores taxas de glicose sanguinea ¢ de pressdo
arterial), pode ocorrer maior cansaco e sonoléncia, assim menor disposi¢do para a
pratica de atividade fisica (YEOMANS e GILSTRAP, 2005; CHASAN-TABER et al.,
2007). Deste modo, o instinto materno prevaleceu, priorizando o maior ganho de peso
corporal, no intuito de acumular reservas energéticas para o desenvolvimento
embrionario. Contudo, nossos achados ainda mostraram que a diminui¢do nos
parametros de atividade fisica foi mais acentuada no grupo MA-D do que no MA-N.
Um estimulo ambiental como a desnutricdo pode alterar o metabolismo de um
organismo durante a gestagdo (SOUZA DDE et al., 2012). Leandro et al, (2012b)
demostrou que uma dieta hipoprotéica ¢ capaz de induzir reducdo na secre¢do de
insulina. Dessa forma, a desnutri¢do protéica pode diminuir o desempenho materno na

pratica de atividade fisica devido a alteracdes na utilizagdo de combustivel energético.

A atividade fisica e a desnutri¢do tiveram efeito sobre o peso corporal, ganho de
peso corporal (gramas e percentual) e a ingestdo alimentar de ratas durante a gestagao.
Os grupos [-D e MA-D apresentaram menor ganho de peso corporal em alguns dias da
gestacdo, porém maior consumo alimentar do que I-N e MA-N, respectivamente. Em
relagdo a desnutri¢do, nossos resultados condizem com dados encontrados na literatura
(FIDALGO; et al., 2010; FALCAO-TEBAS et al., 2012). Apesar do grupo desnutrido
ter apresentado maior ingestdo alimentar, a restricdo protéica materna esta associada
com menores estoques de nutrientes no organismo, ocorrendo assim uma diminui¢dao no

ganho de massa corporal (MALLINSON et al., 2007). No entanto, no presente estudo, o
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grupo MA-D apresentou maior peso corporal comparado aos grupos inativos, sugerindo
que a atividade fisica foi capaz de induzir aumento de massa magra nas ratas
(HIRABARA et al., 2006). Dessa forma, a atividade fisica pode melhorar a aptidao
fisica de ratas gestantes desnutridas para um melhor desenvolvimento fetal e
manuten¢do da lacta¢do posteriormente (CLAPP, 2003).

Na descricao dos dados do parto foi observado que os grupos MA-N e MA-D
tiveram ninhadas mais pesadas comparadas ao I-N. Pesquisas recentes tem demonstrado
que a atividade fisica é capaz de atenuar os efeitos provocados pela desnutricdo ou
hipéxia (AKHAVAN et al., 2012; FIDALGO et al., 2012; LEANDRO et al., 2012a).
Akhavan et al, (2012) forneceram evidéncias de que a atividade fisica voluntaria
materna apresentou um efeito protetor contra a hipoxia pos-natal de filhotes de ratos. O
mecanismo pode estar relacionado com a melhora na capacidade funcional da placenta
(CLAPP et al., 2000). A continuagdo da atividade fisica durante a gestagdo, mesmo em
menor intensidade, pode ter impacto sobre a placenta, através do aumento de suas
vilosidades terminais (THOMAS, CLAPP e SHERNCE, 2008). Assim, o maior volume
placentario aumentaria o fornecimento de nutrientes e oxigénio ao feto, potencializando

seu desenvolvimento (CLAPP et al., 2000).

Um dado interessante ¢ que mesmo havendo uma diminuicdo do nivel de
atividade fisica na gestacdo das ratas MA-N e MA-D para ativas e posteriormente para
inativas, ¢ possivel perceber o efeito da atividade fisica sobre a desnutricio nos
parametros demonstrados anteriormente. Nossos dados condizem com estudos prévios,
nos quais as ratas praticaram atividade fisica antes e durante a gestacdo (com menor
intensidade) e observaram beneficios na mae e na prole (FALCAO-TEBAS et al., 2012;
CARTER et al., 2013; SANTANA et al., 2014). Carter et al, (2013) demonstraram que

a atividade fisica materna iniciada 1 semana antes da gestacdo com diminuigdo de
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intensidade durante a gestacdo melhorou a sensibilidade de insulina da prole. Acredita-
se que o fendtipo da mie seja um reflexo da exposi¢do de fatores ambientais
cumulativos ao longo da vida, sugerindo “pistas” ao feto sobre as condigdes de vida do
meio (WELLS, 2012). Dessa forma, os “sinais” transmitidos ao feto ndo seriam
diretamente do ambiente externo, mas do fenétipo materno cumulativo (WELLS, 2012).
Assim, a atividade fisica materna prévia a gestacdo pode possibilitar melhor aptidao
fisica materna e consequentemente maior prote¢do no desenvolvimento da sua prole
(WELLS, 2010; GARBER et al., 2011).

O estilo de vida materno adequado (dieta e atividade fisica) tem sido relacionado
com o menor risco do desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis na prole
(FIDALGO et al., 2012; DE BRITO ALVES et al., 2013). No periodo critico de
desenvolvimento, o individuo apresenta maior plasticidade, ocorrendo as devidas
alteracdes de acordo com as condigdes ambientais (MORGANE, MOKLER e
GALLER, 2002). Contudo, apesar da influéncia do periodo critico sobre o
desenvolvimento do feto, sua historia de vida pode alterar a trajetéria de crescimento

(WELLS, 2012).
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8. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

No presente estudo, demonstramos que as ratas apresentam influéncias intra-
especificas na escolha da pratica de atividade fisica voluntaria. As ratas que optam por
utilizar o cicloergdmetro apresentam o mesmo padrao de comportamento, havendo uma
diminui¢do durante a gestacdo. A pratica regular de atividade fisica voluntaria materna ¢
capaz de otimizar a aptiddo fisica da mae nutrida ou desnutrida, podendo haver maior
investimento nos seus filhotes. Os nossos achados corroboram com estudos que testam a
hipotese da plasticidade fenotipica e abrem um cendrio para melhor entendimento dos

efeitos da atividade fisica e desnutricdo materna sobre os filhotes.

Nossas perspectivas serdo realizar experimentos com o mesmo desenho
experimental, para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos. Em adicao,
extrapolar para analise dos efeitos das variagdes ambientais sobre o desenvolvimento
dos filhotes.

Analisar o efeito da atividade fisica voluntaria em ratas gestantes que receberam
dieta hipoprotéica durante a gestacdo e/ou lactagao:
e Composi¢ao corporal (massa gorda e massa muscular);
e Atividade das enzimas citrato sintase, beta-HAD e PFK;

e Alteragdes epigenéticas.

Avaliar os efeitos da atividade fisica voluntaria e da dieta hipoprotéica materna
sobre os filhotes:
e Ontogénese reflexa;

57



e Atividade locomotora;
e Nivel de atividade fisica.
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Resumo

Objetivos: Discutir a relagdo entre a nutri¢do, atividade fisica e qualidade de vida nas
diferentes fases de crescimento e desenvolvimento no contexto da plasticidade fenotipica.
Métodos: Foram utilizados artigos publicados entre os anos de 2000 até 2013 nas bases de
dados Medline/Pubmed, Lilacs e Bireme que tinham como termos de indexagdo: perinatal
undernutrition, protein undernutrition, developmental plasticity, physical activity, metabolic
diseases e nutritional transition. Resultados: A ma-nutri¢do ocorrida em periodos criticos do
desenvolvimento (gestacdo, lactagdo e primeira infincia) promove uma reestruturacido
morfologica e fisioldgica no organismo. A curto-prazo, estas modificagdes sdo benéficas e
garantem a sobrevivéncia, mas a longo-prazo, estdo associadas ao aparecimento precoce de
doengas metabolicas. Por outro lado, a pratica regular de atividade fisica desde o periodo de
gestagd@o e nos diferentes ciclos de vida aumenta a aptiddo fisica e a aderéncia a um estilo de

vida ativo sobrepujando os efeitos da ma-nutrigdo. Conclusdo: Os efeitos da ma-nutricdo
podem ser revertidos pela pratica regular de atividade fisica nas fases criticas de
desenvolvimento e nos diferentes ciclos de vida. Estudos prospectivos e de intervengdo

tém demonstrado que o comportamento ativo e os habitos alimentares saudaveis assumidos na

infancia repercutem positivamente durante a adolescéncia.

Palavras-chave: Subnutricdo, obesidade, gestacdo, infincia, plasticidade durante o

desenvolvimento, exercicio fisico.
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Abstract

Objective: The main goal of the present study was to discuss the relationship among nutrition,
physical activity and quality of life in the context of phenotype plasticity. Methods: Papers
published between the years of 2000 to 2013 in the Medline/Pubmed, Lilacs and Bireme
databases. The index terms were: perinatal undernutrition, protein undernutrition,
developmental plasticity, physical activity, metabolic diseases e nutritional transition. Results:
Malnutrition during critical period of development (gestation, lactation and first infancy)
induces morphological and physiological changes of the organism. At short-term, these changes
are benefic and secure the survivor, but at long-term, it can be related to earlier appearance of
metabolic diseases. On the other hand, regular physical activity at different cycle of promotes

enhanced physical fitness and surpasses the effects of malnutrition. Conclusion: The effects of
earlier malnutrition are attenuated by regular physical activity during the different
cycles of life. Prospective studies have demonstrated that the active behavior and
feeding habits assumed during infancy and adolescence positively influences lifestyle

during adulthood.

Key-words: Subnutrition, obesity, gestation, infancy, developmental plasticity, physical

exercise
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Introducio

Nas ultimas décadas, tem sido registrado um aumento exponencial da prevaléncia de
obesidade, diabetes tipo II, hipertensio, dislipidemias e outras doengas de foro metabdlico'.
Embora os fatores genéticos estejam fortemente associadas e determinem o grau de
susceptibilidade individual, os fatores ambientais tém sido referenciados como os principais
responsaveis pelo aparecimento destas doencas. Neste sentido, o rapido desenvolvimento
econdmico-social, redistribuicdo demografica, avangos tecnoldgicos e urbanizacdo levaram a
dois extremos da ma-nutricdo, a subnutricio e a obesidade’. Da mesma forma, a nova
panoramica econdmico-social também tem levado a populacdo a assumir um estilo de vida
inativo e hébito sedentario °. Este cenario ¢ particularmente importante na populagdo

pediatrica*, uma vez que o estilo de vida assumido na infincia e na adolescéncia parece ter um

papel importante na vida adulta °.

A variagdo do estado nutricional durante periodos criticos do desenvolvimento
(gestagdo, lactagdo e primeira infincia) causa adaptacdes fisiologicas e morfologicas que
impdem processos adaptativos ao organismo de forma a garantir a sua sobrevivéncia®. A longo-
prazo, a exposi¢do as mudangas no aporte de nutrientes pode induzir o aparecimento precoce de
doencas metabélicas®. A base tedrica para entender como a remodelagio organica resultante da
ma-nutri¢do prévia pode impactar no aumento da adiposidade, risco de obesidade e de doengas
em reposta ao ambiente atual tem sido referenciada como “plasticidade fenotipica” °. Os
estudos com humanos e os modelos experimentais com animais utilizando
manipulagdes dietéticas durante o periodo perinatal apoiam a hipdtese de ocorréncia de

uma plasticidade interferindo na diregdo do desenvolvimento > " *.

Os efeitos da ma-nutri¢do podem ser revertidos e estratégias de intervengdo que
incluam a pratica de atividade fisica e dieta balanceada nas fases criticas de
desenvolvimento e nos diferentes ciclos de vida sdo de interesse. A atividade fisica
durante a gestagdo esta associada com melhor aptidao cardiorespiratoria, ganho de peso
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limitado, menor incidéncia de hipertensdo e diabetes mellitus, melhor provimento de
nutrientes para o feto e melhor interagdo feto-placentaria °'2. Da mesma forma, varios
estudos tem verificado que a promogdo de um estilo de vida ativo na infancia e

adolescéncia, como a pratica regular de atividade fisica ou treinamento fisico, podem

. . . 3,13-18
atenuar ou mesmo reverter os efeitos da subnutri¢do e obesidade ™ .

Uma das formas de promover a qualidade de vida para criangas e jovens seria a
promogdo da pratica de esportes € de uma educagdo alimentar nas escolas '°. Esta ideia é
suportada por estudos de intervencdo onde aulas de educacdo fisica e a educagdo alimentar
estdo associados a um crescimento saudavel, menor acimulo de tecido adiposo e maior

20

percentual de massa magra “°, aumento da capacidade cognitiva, aprendizagem, memoria,

21 22 Estudos prospectivos tem

aptiddo fisica e desenvolvimento neuromotor de criangas
demonstrado que o comportamento ativo e habitos alimentares saudaveis assumido na infancia
repercutem positivamente durante a adolescéncia diminuindo o risco de desenvolver doengas na

vida adulta '*'>21-33,

O presente estudo tem como objetivo, discutir a relagdo entre a nutri¢do e atividade
fisica nas diferentes fases de crescimento e desenvolvimento no contexto da plasticidade

fenotipica.

Métodos

Para realizago desta reviso, utilizamos como critério de inclusdo a sele¢do de artigos
publicados nas bases de dados Medline/Pubmed, Lilacs e Bireme que tinham como termos de
indexac¢do: perinatal undernutrition, protein undernutrition, developmental plasticity, physical
activity, metabolic diseases ¢ nutritional transition. Dentre os artigos selecionados estdo
inclusos estudos classicos sobre “plasticidade durante o desenvolvimento” a partir de 1977 e

estudos atuais sobre plasticidade fenotipica. Para a discussdo sobre nutricao, atividade fisica e
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plasticidade fenotipica, foram utilizados artigos publicados entre os anos de 2000 até 2013. Este

estudo foi realizado nos meses de outubro e dezembro de 2013.

A transicio nutricional e a plasticidade fenotipica

O século XX foi marcado por um rapido desenvolvimento econdmico-social,
redistribuicdo demografica, avancos tecnologicos, urbanizagdo de muitos paises e pela
globalizagdo capitalista associada a mais riqueza material e progressos sociais >. Embora esta
nova panoramica tenha proporcionado melhores condigdes de vida para algumas populagdes, a
desigualdade social-politica-econdmica e educacional foi exacerbada em outras populacdes,
dentro de paises e entre regides de um mesmo pais’. Atualmente, esta desigualdade
incrementada pelo capitalismo, tem comandado de forma proativa dois extremos da ma-

.~ -~ . 24
nutri¢do, a subnutri¢do e a obesidade™".

A subnutricdo cronica ¢ reconhecida como um dos principais problemas de satude
publica e ainda estd presente em paises da Africa, Asia, América Latina, Caribe e Ilhas do
Pacifico e na populagio indigena® *°. Paradoxalmente, os estudos prospectivos tém apontado
para o inicio de uma epidemia da obesidade, principalmente em populagdes de paises em
desenvolvimento e com nivel socioecondmico mais baixo®’. Hé, portanto, um processo de
transicdo nutricional, ou seja, estamos passando de uma sociedade marcada por periodos de
fome e restricao alimentar, para uma sociedade industrializada e tecnologica caracterizada pelo
consumo aumentado de alimentos hipercaldricos e palataveis e pela inatividade fisica”. E
interessante observar que algumas populagdes parecem apresentar, ao mesmo tempo,

. . . . 2
caracteristicas de subnutri¢do e obesidade, ¢ o chamado “dual burden™".

A variagdo das condi¢des ambientais, particularmente em termos de nutrigdo, impoe
processos adaptativos ao organismo de forma a garantir a sua sobrevivéncia, o ciclo reprodutivo
e a longevidade’. A falta ou excesso de nutrientes em periodos criticos do desenvolvimento (alta

plasticidade, proliferagdo e diferenciagdo celular e crescimento acelerado de 6rgaos e sistemas)
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causa adaptagdes fisiologicas e morfologicas que demandam uma reestruturagdo organica e
metabolica **. A curto-prazo, estas adaptagdes sdo benéficas, mas podem se tornar um problema
quando ha a transigdo do ambiente nutricional escasso para um ambiente abundante ** *°. Por
exemplo, a exposi¢do as mudancas drasticas no aporte de nutrientes pode ter consequéncias de
ordem fisiologica e produzir o aparecimento precoce de doengas metabolicas, diabetes tipo 2,

hipertensio e dislipidemia na vida adulta *®.

Em humanos, a subnutricdo durante a gestacdo e lactagdo causa restricdo do
crescimento e baixo peso ao nascer’. Nos primeiros anos de vida e apés a recuperacio
nutricional ha um aumento na taxa de crescimento que pode extrapolar o ganho de peso normal
(catch-up) e ocorrer aumento de deposi¢io de gordura®. Este aumento da adiposidade pode levar
a resisténcia a insulina e certamente, o risco de desenvolver a sindrome metabolica e um maior
risco para doengas coronarianas precocemente na adolescéncia’. Em fetos com retardo de
crescimento intrauterino, ha uma redugdo no acumulo de lipideos no tecido adiposo
subcutaneo’’. Embora o percentual de gordura corporal esteja reduzido, o tecido adiposo
visceral esta aumentado, mesmo sem apresentar obesidade®. Mais interessante, é que este tecido

adiposo parece hiporesponsivo & agdo das catecolaminas e precocemente resistente a insulina™.

Os estudos com animais utilizando manipulagdes dietéticas durante o periodo
perinatal esteiam a hipdtese de ocorréncia de uma plasticidade interferindo na dire¢do do
desenvolvimento®'. De forma geral, o genétipo originaria uma variedade de estados fisiologicos
distintos em resposta as diferentes condi¢des ambientais durante o desenvolvimento. Estudos
prévios tém demonstrado que a desnutricdo materna proteica perinatal esta associada ao
aparecimento precoce de intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, hipertensdo, diabetes tipo Il e
obesidade nos filhotes ao longo da trajetéria de vida’" **. A desnutrigio proteica perinatal
também causa atraso no desenvolvimento do sistema nervoso, retardo no crescimento
somatico, altera o comportamento alimentar, altera o fendtipo de fibras musculares esqueléticas

16, 33, 34 A

e cardiacas e reduz a atividade locomotora dos filhotes redugdo no contetdo de
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proteinas na dieta (6-9 %) durante a gestagdo >, lactagdo *° ou ap6s o desmame *’ 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 ao controle) apresentaram

maior gordura suprarrenal relativa ao peso corporal, maiores concentragdes de leptina,

insulina e glicose séricas, considerados parte dos indicadores do fendtipo da obesidade

38

O termo “plasticidade fenotipica” ¢ utilizado para descrever a habilidade de um
organismo em reagir aos desafios impostos pelo ambiente alterando a sua forma, estado,
movimento ou padrio de atividade®. A plasticidade tem caracteristicas ativas e adaptativas e,
por ser uma variagdo intra-individual, esta susceptivel a influéncia do ambiente (variacdo do
fenotipo) e dos genes (genoma individual)’.De fato, o desequilibrio metabélico que responde a
um periodo de subnutri¢cdo e posterior sobrepeso e obesidade ira repercutir no descontrole da
expressdo de genes associados ao apetite ¢ ao metabolismo celular’’. Da mesma forma, a
plasticidade da prole no inicio da vida em resposta a algum distirbio nutricional pode
estabelecer um fendtipo susceptivel a um ambiente obesogénico caracterizado por
disponibilidade de alimentos hipercaléricos, consumo exacerbado de gordura e
inatividade fisica®™. A intera¢io entre gene e ambiente é chamada de “epigenética” e
pode explicar como as variagdes ambientais influenciam a expressdo dos genes *°. A heranca

epigenética altera a capacidade de um gene a ser manifestado ou silenciado em um descendente

sem promover modificagdes na sequéncia do DNA *.

Assim, os estimulos ambientais poderiam conduzir o organismo a uma
adaptacio fisiologica, além do que seria possivel através do genétipo herdado®’. E
importante ressaltar que estes efeitos ndo assumem um carater determinista, e
estratégias de interveng@o como a pratica de atividade fisica e uma dieta equilibrada

podem atuar positivamente. Muitos estudos tem verificado a influéncia do estilo de vida
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no ambito da atividade fisica durante periodos de alta plasticidade mesmo diante de

9-12

restricdo dietética” °. Da mesma forma, tem sido verificado que a promog¢do de um

estilo de vida ativo na infancia e adolescéncia, como pratica regular de atividade fisica

ou treinamento fisico, podem atenuar ou mesmo reverter os efeitos desses dois extremos

, - .. . 3,13-18
da ma-nutri¢ao, subnutri¢cdo e obesidade™ .

Atividade Fisica durante a gestacio

Durante a gestacdo, a pratica de atividade fisica estd associada a uma melhor aptiddo
cardiorespiratoria, diminuicdo do desconforto musculo-esquelético, menor incidéncia de
caimbras musculares e edema de membros inferiores, estabilidade no humor ¢ redugao da
incidéncia de diabetes mellitus gestacional **. Para o feto, ¢ observado uma melhor tolerancia ao
estresse, maior oxigenacdo, aumento da densidade de vilosidades na placenta, melhor aporte de
nutrientes e avancada maturagio neurocomportamental '>*?. Contudo, a realizacdo de atividade
fisica durante a gestagdo deve seguir as recomendagdes quanto a duragdo, intensidade, tipo,
frequéncia do esfor¢o e nivel de aptiddo fisica da mae. De acordo com o American College of
Obstetricians and Gynecologists ** mulheres gestantes podem se exercitar 30 minutos ou mais
(intensidade moderada) todos os dias da semana desde que ndo apresentem complicacoes
médicas ou obstétricas. Ha também recomendagdes baseadas no calculo de dispéndio energético
(expresso em taxa de equivalente metabélico, MET) por atividade realizada **. A partir do MET,
¢ recomendado para as gestantes uma caminhada a 3,2 km/hora, por 11,2 horas por semana (2,5
METs, intensidade leve, < 40% do VO,,.,) de forma a manter um dispéndio energético entre 16

- 28 METs/hora/semana *.

As repercussdes da atividade fisica regular podem ser entendidas no
contexto da plasticidade fenotipica 1O balanco energético durante a gestacdo ¢ um fator

importante que afeta a relagio entre nutricio materna € o peso ao nascer’”. Mulheres
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subnutridas de comunidades rurais de paises em desenvolvimento tém cargas altas de atividade
fisica (trabalho agricola e atividades domésticas) e seus filhos apresentam baixo peso ao
nascer*. Extrema carga de trabalho também tem sido associada ao aumento da taxa de aborto e
bebés prematuros*. Por outro lado, a atividade fisica de baixa intensidade e realizada
sistematicamente esta associada ao aumento do peso ao nascer mesmo em mulheres que

passaram por privacgdo dietética®’.

Os modelos animais tem sido utilizados para avaliar os efeitos moduladores da
atividade fisica e/ou desnutri¢io perinatal nos diferentes ciclos de vida °. Ratos cujas
maes foram desnutridas (caseina 8%) durante a gestacdo e lactacdo e/ou treinadas (50, 30
e 20min/dia na 1%, 2% e 3* semana respectivamente; 5 dias/semana, 4 semanas antes e 3
semanas durante a gestacdo, com intensidade de ~40% do VOsn,y), foram avaliados
quanto A pardmetros murinométricos e sensorio-motores’. Foi observado que a
desnutricdo perinatal atrasa o crescimento somatico ¢ a maturacdo dos reflexos em
animais’. Todavia, filhotes de mées submetidas a desnutri¢do associada ao treinamento
fisico, tiveram o peso corporal, o comprimento naso-anal e a maturagdo de reflexos
normalizados em relagio aos seus controles apenas desnutridos’. Na vida adulta, os
filhotes provindos de maes desnutridas e treinadas apresentaram uma menor expressao
de leptina no musculo esquelético e concentragdes plasmaticas normais de leptina
quando comparados aos seus pares apenas desnutridos'®.

Os mecanismos subjacentes parecem estar relacionados as alteragdes na
comunicagdo materno-fetal via placenta47’ * Gestantes exercitadas (20 min/dia, 3-5
dias/semana, com intensidade a 55-60% VOamax) apresentaram uma maior eficiéncia em
interagir com o feto devido ao maior volume funcional placentério49. Estima-se que o
volume placentario de sangue seja maior na 20 e 40* semana de gestacdo em mulheres

exercitadas (60% do VOimu) comparadas as ndo exercitadas’’. Outro mecanismo
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proposto € que o treinamento fisico de intensidade leve/moderada aumenta o consumo de
oxigénio de repouso’’. Em modelos animais, ratas gestantes treinadas em esteira (5
dias/semana, progressiva diminui¢ao da duragdo 50 — 20 minutos/dia, a 40% do VOjmax)
apresentaram um menor ganho de peso corporal ¢ um aumento no consumo de oxigénio
de repouso (VO, de repouso) *°. Um estudo recente demonstrou que ratas desnutridas na
gestacdo apresentaram uma menor secre¢do de insulina e uma maior glicemia de jejum
" Estes efeitos foram atenuados nas ratas desnutridas e treinadas consolidando o papel
protetor do treinamento fisico relativamente aos efeitos da desnutrigdo e ao aparecimento
de diabetes gestacional''.

Neste contexto, ¢ plausivel considerar a atividade fisica materna como um
importante estimulo ambiental que ird mediar a relagdo mae-filho mesmo diante da
escassez de nutrientes. Da mesma forma, a atividade fisica poderia atenuar os efeitos de
um excesso de gordura corporal materno ou da diabetes gestacional aumentando a massa
magra e o gasto energético '°. O excesso de ganho de peso durante a gestagdo pode
repercutir em filhos com excesso de peso ao nascer e se tornarem criangas obesas .
Maes sobrepeso e/ou obesas engajadas em algum tipo de pratica esportiva (entre 60 a
150 minutos) apresentaram um menor risco (29%, intervalo de confianca 0,57 — 0,88) de
exceder as recomendagdes para o ganho de peso gestacional quando comparadas aos

TR /)
seus pares inativas

Atividade fisica na infancia e adolescéncia

Nas ultimas décadas, a populagdo infanto-juvenil em todo o mundo tem adotado um
estilo de vida menos ativo (sedentario) e consumido dieta rica em gordura e aguicares o que tem
concorrido para um aumento exponencial da prevaléncia de obesidade e outras enfermidades ja

na adolescéncia * Em 2011, uma pesquisa envolvendo 1.433 criancas portuguesas (7 a 9
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anos) revelou que 33% apresentavam sobrepeso ¢ 10,7% eram obesas . Na Franga, de
2.252 criangas (6 — 11 anos) avaliadas, 10% apresentaram sobrepeso e 3,1% apresentaram
obesidade segundo os critérios da International Obesity Task Force (IOTF) **. No Brasil, o
numero de criangas com sobrepeso e obesidade vem crescendo continuamente de acordo com os
dados recentes da Pesquisa de Orcamento Familiar. Grande parte dos estudos referidos na
literatura apontam para a inatividade fisica como principal fator subjacente a este aumento de

. ~ L n3,53,55,56
casos de obesidade e sobrepeso na populagdo pediatrica™ ™",

A infancia ¢ um periodo critico para o desenvolvimento de um estilo de vida ativo, e a
pratica regular de atividade fisica ou o engajamento em esportes podem repercutir positivamente
ao longo da vida "°. Estudos longitudinais tém demonstrado que existe uma associagdo direta
entre o comportamento sedentario na adolescéncia com o estilo de vida adotado na infancia *' .
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) *'. Mais preocupante ainda é que o habito de praticar atividade fisica durante a infancia e

A s . . . 5
adolescéncia parecem estar associados ao estilo de vida adotado na fase adulta *’.

No ambito da plasticidade fenotipica, um outro fator que vem despertando interesse
entre pesquisadores é a relagdo entre peso ao nascer e atividade fisica durante a infancia®. O
baixo peso ao nascer (< 2.500 g) parece ndo ter uma influéncia direta no nivel de atividade
fisica da crianga, mas pode indiretamente induzir um estilo de vida inativo através do maior
ganho de peso corporal, maior percentual de gordura, mudancas no perfil hormonal (mediadores

do crescimento) e diminuigdo da aptiddo fisica ' >

. Um estudo recente verificou que criangas
baixo peso ao nascer apresentaram déficits no desempenho em testes de forga e de velocidade *.
Por outro lado, um estudo de intervengdo demonstrou que o treinamento fisico (3 vezes/semana.
50 a 120 saltos, durante 12 semanas) reverteu os déficits em relagdo a massa magra, impulsdo

horizontal (32%), equilibrio e desempenho motor (14%) quando comparado aos seus pares

sedentarios [dados ndo publicados].
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Os efeitos de um estilo de vida ativo ja sdo amplamente reconhecidos na literatura. Nao
ha davidas que o musculo esquelético seja um tecido altamente plastico que pode se adaptar as
demandas ambientais alterando seu fendtipo e modulando a fungdo de vérios outros tecidos®.
Uma questdo que permanece ainda sem respostas refere aos fatores motivacionais para criangas
e jovens iniciarem na pratica regular de atividade fisica ou treinamento fisico (esporte). Na
Suiga, um estudo demonstrou que a prevaléncia de criangas engajadas em atividades fisicas foi
baixa e somente 37% participavam de algum tipo de esporte "°. No Brasil, um estudo avaliou o

% Neste

nivel de atividade fisica habitual de 239 criancas (4 — 11 anos) da cidade de Pelotas
estudo, as criangas passavam cerca de 65% do tempo livre em atividades sedentarias e menos
que 20 min/dia em atividades esportivas e mais vigorosas *°. Vérios fatores ambientais podem
explicar esta diminui¢do no nivel de atividade fisica de criangas, tais como: nivel
socioecondmico, baixo nivel de educagcdo materna, auséncia de local para pratica esportiva nas

escolas, pais ndo-praticantes e mudangas sazonais bruscas *->°.

A promogdo da pratica de esportes e de uma educagdo alimentar nas escolas poderia ser
um passo importante para a mudanca de comportamento em criangas e jovens'. Estudos de
intervengdo tém mostrado que aulas de educacao fisica (a0 menos 2 vezes por semana), esportes
(a0 menos 3 vezes por semana) e tempo livre para atividades de lazer e jogos aumentam a
capacidade cognitiva, a aprendizagem, a memoria, a aptiddo fisica e o desenvolvimento
neuromotor de criancas®" *2. Da mesma forma, uma alimentagio balanceada est4 associada a um
crescimento saudavel, menor acimulo de tecido adiposo e maior percentual de massa magra®.
Estudos prospectivos tem demonstrado que o comportamento ativo e habitos alimentares
saudaveis assumido na infincia repercutem positivamente durante a adolescéncia'® '>-2!- % Por
conseguinte, o risco de desenvolver doengas metabolicas, dislipidemias, hipertensido, obesidade
e diabetes tipo II sera atenuado na vida adulta. A figura 1 apresenta um grafico representativo
do impacto da atividade fisica e da nutri¢do nos diferentes ciclos de vida (da alta plasticidade ao

ambiente obesogénico).
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Conclusao

O rapido desenvolvimento econdmico-social gerando desigualdade social levou a
coexisténcia da subnutricdo e a obesidade, particularmente em paises em desenvolvimento. Da
mesma forma, a nova panoramica econdmico-social também tem levado a populagdo a assumir
um estilo de vida inativo e habito sedentario. Este cendrio ¢ particularmente importante em
periodos iniciais da vida onde o organismo precisa adaptar-se as diferentes demandas
ambientais seja de escassez ou de abundancia de alimentos. A curto-prazo, as adaptagdes
remodelam o organismo e garantem a sobrevivéncia e o ciclo reprodutivo. Contudo, a longo-
prazo, esta remodelagem pode gerar um custo e o surgimento precoce de doengas metabolicas.
A plasticidade fenotipica busca entender como a remodelacdo organica resultante da
subnutri¢do prévia pode impactar no aumento da adiposidade, risco de obesidade e de doengas

metabdlicas em reposta ao ambiente atual.

Os efeitos da ma-nutricdo podem ser revertidos pela pratica regular de atividade
fisica nas fases criticas de desenvolvimento e nos diferentes ciclos de vida. Estudos

prospectivos e de intervengdo tém demonstrado que o comportamento ativo e os habitos
alimentares saudaveis assumidos na infincia repercutem positivamente durante a adolescéncia.
Assim, a promoc¢ao da pratica de esportes e de uma educacgdo alimentar nas escolas deveria ser

prioridade dentro das politicas publicas de promogao da satide para a populagio.
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Risco de Sem
doengas Intervencdo
metabdlicas

Com
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-
-
-

Atividade Fisica

Pré- gestacdo Gestagdo | Lactacdo Infancia Adolescéncia Adulto

Plasticidade
Ambiente
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Figura 1. Impacto da atividade fisica e da nutrigdo nos diferentes ciclos de vida (pré-
gestacional, gestacional, lactacfo, infancia, adolescéncia e vida adulta). Periodo inicial da vida
caracterizado por alta plasticidade e vida adulta pelo ambiente obesogénico. Linhas preta e azul
mostram a predisposicdo ao aparecimento de doengas metabdlicas ao longo da vida com ou sem

intervengdo da pratica regular de atividade fisica.
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Abstract

The main goals of this study were to classify dams according to the level of voluntary
physical activity before breeding, during pregnancy/lactation and to evaluate the effects
on growth trajectory and reflex ontogenesis of offspring. Voluntary physical activity
was ranked by travelled 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, travelled distance, average
speed, time and calorie burned were daily recorded for active and very active groups.
Travelled distance was recorded each 2 hours every day of adaptation. Body weight,
food intake and fasting glycaemia were measured throughout the experiment. During
lactation, litters were evaluated in terms of physical features and reflex ontogeny. VA
showed a progressive increase in the travelled distance and time while A dams
presented constant values. VA rats showed lower body weight and higher food intake.
During pregnancy, both groups performed less than 1 km/d. Pups from A and VA dams
showed higher lateral-lateral axis of the skull, longitudinal axis, tail length, and
anticipation of the pavilion and auditory canal opening, and erupting incisors. I, 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.

Key-words: Developmental plasticity, physical activity, gestation, neuro-ontogeny,

pups, rats

1. Introduction
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Maternal stimulus have been used to assess how organisms adapt to different
ecological conditions and how they establish investment strategies on offspring during
development [1]. 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 [2-4]. Likewise, maternal high-fat milieu induced an
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 [5, 6]. In rats, a controlled moderate to low-intensity exercise before
and during gestation (5 days week™, 60 min day™, 40% - to 70% of VOnmax) increased
the mothers’ resting oxygen consumption and altered growth trajectory of offspring [7].

In 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 undernutrition during pregnancy [8] and childhood
obesity is related with maternal obesity and excessive body weight gain during
pregnancy [9, 10]. Our previous studies have showed 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
[11-13]. Previous studies using animal models have shown that maternal physical
training on a treadmill (5 d/wk, progressive reduction of duration and intensity 50 — 20
min/d, 65 - 30% VOnmax) resulted in reduced body weight gain, insulin secretion, and
high resting oxygen consumption (resting VO;) and attenuated the delayed reflex
ontogeny induced by undernutrition [14-16].

The biological phenomena underlying those associations is termed phenotypic

plasticity and refers to the ability of a phenotype associated with a single genotype to
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produce changes in the organism in terms of morphology, physiology and/or behavior in
response to any environmental circumstances [17]. 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 [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,
motivation 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 activity in rats [20-
22]. For example, an enriched housing, including wheel running during pregnancy,
transiently enhances memory and hippocampal neurogenesis in the offspring [20, 21].
Voluntary physical activity in the pregnant rat attenuated the loss of mineral bone over
the pregnancy/lactation period [22] and improved insulin sensibility in adult offspring
[23]. It was also seen that maternal voluntary physical 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, previous studies did not considered 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
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duration (minutes per session) [7]. 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 offspring.

In the present study, our hypothesis was built on the theoretical model of
phenotypic plasticity that consider the existence of an intra-individual variation which
bring out the dual influence of 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 offspring.

2. Material and Methods

The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the
Biological Sciences Center (protocol n°® n°23076.022745/2011-11), Federal University
of Pernambuco, Brazil, and followed the Guidelines for the Care and Use of Laboratory

Animals [26].

2.1 Animals

Thirty-five 12-wk-old virgin female albino Wistar rats (Rattus novergicus) 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

93



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 running for a period of four weeks. After the period
of adaptation (four weeks), female were placed into a standard cage and mated (1
females for 1 male) for a period of 2 - 4 days. Females had no access to 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 running wheel throughout
pregnancy, and up through postnatal day 15. Dam’s body weight and food intake were
measured twice a week during 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 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 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 single housed into an

acrylic cage (cage size: 34 cm height, 27 cm width and 61 cm length). Stainless steel
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wheel (27 cm diameter) were 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, as
average speed, trip distance, trip time, total distance travelled, estimated calorie burned,
and the current time. Distance was determined by counting the number of rotations,
which was translated into the number of wheel circumferences passed. Speed was
calculated from distance against lapsed time period. Wheel circumference and diameter
(measured in millimeters) was used to calibrate the cyclocomputer and then to calculate
average speed and distance travelled. 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 two hours (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 hours).
However, at least two hours at the beginning of light period (6.00 pm to 8.00 pm) and
two hours at the finish of 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 cages without running wheel apparatus. The characteristics of

experimental groups are shown in table 2.

2.3 Mother’s body weight and food intake
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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 hours) 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.

2.4 Blood glucose measurements

Twelve hours fasting glycaemia levels were evaluated in the last day of
adaptation and weekly during gestation using blood samples from the tail vein of the
rats, using a glucometer (Accu Check Advantage and Accutrend GCT) and the glucose

oxidase method. The animals were fasted overnight.

2.5 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 (i.e., when any visible break in
the covering membrane of both eyes), and the eruption of 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 a 0.01-mm precision. Somatic
growth was assessed in terms of body weight and length measurements performed from
the first to 21 postnatal day between 1.00 pm and 3.00 pm as follows: body weight of

the pups was recorded three times a week throughout the experiment with a Marte scale
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with 100 mg precision. Body weight 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 ') [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 21% postnatal
day. Reflex tests were conducted between 11.00 and 13.00 hours. The time of the
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 <0-05. Data analysis
was performed using the statistical program Graphpad Prism 5% (GraphPad Software

Inc., La Jolla, CA, USA).
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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 (Figure 1A, 1B, 1C and 1D).
Very active group showed a progressively 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, active group showed a less variation in the pattern of
daily distance travelled (between 2 and 4 km per day) and average speed (between 2 and
3 Km.h™' per 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 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 two hours in order to follow the establishment of the habits (Figure 2A, 2B, 2C
and 2D). Indeed, the first days of voluntary physical activity, both groups showed a
regular distribution of running speed when the lights off and more physical activity
during the period of light on. At second week, both groups increased the running
distance during the period of light off and 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 light off with a similar preference to do exercise
between 10.00am to 4.00pm. During pregnancy and lactation, rats did not perform
substantial physical activity, although distance travelled has been recorded in each two

hours (data not shown).
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Body weight, food intake, body weight gain and basal glycaemia were
monitored during adaptation, pregnancy and lactation (Figure 3A, 3B, 3C and 3D).
During adaptation period, very active group showed a reduced body weight and
increased food intake compared with 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 very active group, there
were no differences among groups in terms of body weight. Active group showed a
light increased body weight during the last days of lactation compared to other groups.
Very active group showed a higher body weight gain during the second week of
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 body
weight of the mother was not significant (* = 0.14, p=0.611). In addition, basal
glycaemia was similar among groups in the last day of adaptation. However, very active
dams showed a progressive reduction in the basal glycaemia since the 7t day of

pregnancy while other groups showed only at 14" and 20" day of gestation (Figure 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
to 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 (Figure 4A,

4B, 4C, 4D, 4E, 4F and 4G). Pups from active dams were lighter than their pairs (Figure
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4A). At the last week of lactation, pups from very active dams showed a higher
percentage of body weight gain (Figure 4B) and longitudinal axis (Figure 4F) than other
groups. The body weight gain (in grams) between the 6™ — 9™ days of lactation was
lower in pups from both very active and active dams (Figure 4C). Pups from very active
dams showed higher values of laterolateral axis of skull and tail length compared to

their pairs (Figure 4D and 4G).

The day of onset of ears opening, internal auditory conduct and eruption of
lower incisors opening was earlier in pups from very active dams (Figure 5). This group
also showed an anticipation of the palmar grasp reflex (Figure 6). On the other hand,
righting, cliff drop avoidance and vibrissa placing reflexes were delayed in pups from
inactive, active and very active dams when compared to control group. Negative
geotaxis was delayed for pups from very active mothers compared to inactive group.

Auricular startle was delayed only for pups from active dams (Figure 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 non-pregnant 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 physiological increased metabolic demands of mother and fetus, maternal
physical activity (walk at 3.2 km per hour for 11.2 hours per week, or cycling for 4.7
hours per week) is associated to reduced risk of gestational diabetes mellitus and

enhanced cardiorespiratory fitness, reduced body weight gain, reduced skeletal-
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muscular fadiga and swelling of the inferior limbs, and gestational hypertension [33,
34]. Herein we showed that maternal physical activity before pregnancy rebounded on
growth trajectory and some parameters of reflex ontogenesis of offspring as previously
demonstrated in the literature [7, 14, 33].

A representative sample of female rats with the same body weight and age were
allowed to exercise freely in 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
those different groups was somewhat arbitrary, while rats did not received any kind of
external rewarding to do exercise. Indeed, 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
inactive group throughout the experiments. However, differences in the daily distance
traveled, average speed, time and estimated calorie burned were apparent when active
and very active female rats were compared 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, run in the wheel was so agreeable and
rewarding that could have induced addiction in rodents by a neurobiological mechanism
that include both dopaminergic and endocannabinoid systems as demonstrated by

previous studies [18, 36-38].

Voluntary physical activity in rodents has been measured almost exclusively by
using only total revolutions (travelled distance) on running wheel and groups are

divided in either active or sedentary [20, 21, 23, 24]. Our data showed a tied and direct
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description of operational delineations for the components of overall physical activity
(running distance, average speed, time, and estimated calorie burned) of each group.
Very active rats showed a progressive increase in those parameters of physical activity
while 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 very active females are higher than active groups, it means that the energy entering
via food intake was balanced by the energy expended (physical activity) as confirmed
by previous study [35]. 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 everyday.

Exercise is a common and potent activator of the hypothalamic-pituitary adrenal
(HPA) axis [39]. Both moderate physical training [39, 40] and voluntary physical
activity [41] initially causes hyperactivation of the HPA axis, but these changes are
completely restored after some weeks of exercise [42]. 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 hours after the lights off. Rats begun
run in the light period during the first week probable because this is a typical signal of
alarm to a new environment mediated by high level of plasma corticosterone [42]. After
10 days, rats begun to standardize their daily physical activity during dark cycle that
also can have been attributed to adaptation to a new environment mediated by
physiological level of plasma corticosterone [42]. Fasting glucose concentration was not
different following 4 weeks of voluntary physical activity among groups and this let us
to suggest that the secretion of glucocorticoids reached a physiological range. Indeed,

mammalian circadian organization is governed by pacemaker neurons in the brain that
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communicate with oscillators in peripheral tissues and glucocorticoids act as strong
entraining signals [43]. 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 travelled distance per day, and groups performed less than
20 min per day of physical activity at 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 third of gestation [22-24, 33]. In most previous
studies, rats were habituated to their physical activity cages for 2 wk prior to
commencing the gestation, which can be a short time to get physical fitness and
physiological adaptations [44]. In this study, notwithstanding physical activity was
reduced during pregnancy, long-last effects were seen in fasting glucose concentration
and body weight gain in 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 [25, 45].

Active maternal phenotype was able to influence growth trajectory outcomes
and reflex ontogeny of offspring. In terms of the investment on growth trajectory during
lactation, pups from active and very active mothers showed a higher percentage of body
weight gain alongside higher longitudinal axis. In the present study, we did not
measured 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 offspring from

active mothers present a reduced fat mass, increased birth weight and body lean mass
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[46]. Pups from 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 metabolically
compartments such as tail measurements. We suppose that larger fraction of the body
mass of pups from very active dams consisted of structure rather than reserve that could
generate a increased metabolic cost for offspring once volume, surface area and length
vary according to different power if we consider allometric scaling exponent [47].
Scaling of metabolic rates to body size using allometric law and Kleiber’s law are being

now performed in our laboratory.

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 offspring [12]. In the present study, dams run during less than 20
min/day with a travelled distance not more than 1 km/day. It means that dams did not
change their pattern of maternal care (primitive mammals behavior) in favor of their
active life style (acquired environmental behavior). Even for very active dams, which
were suspected of addiction because of the high load of daily exercise, maternal care for
pups were more important. It is interesting to note that even without physical activity,
pups from active and very active dams showed differences in some parameters of
physical features and reflex ontogeny when compared to pups from control and inactive
dams. This nongenetic component of phenotype, which is critical for transducing
environmental variation in offspring fitness, is termed “parental effects”’[48]. The
majority of such effects are maternal, although paternal effects are also documented in
those species where males provide parental care [49]. In animals, parental effects on egg
size, schedules of growth and reproduction, immunity, sexuality, and behavior have all

been documented [48]. In the present study, we provide additional information about
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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 running wheel). The
maternal investment on growth trajectory and reflex ontogeny of 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 rate 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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LEGEND FOR FIGURES:

Figure 1. Daily travelled 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 period, 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 < 0.05 using two-way

ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.

Figure 2. Daily travelled distance (km) recorded in each two hours. First week (A), second

week (B), third week (C) and forth week (D).

Figure 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 glycaemia in mg/dL (D)
was measured at last day of adaptation, 3™, 7, 14", and 20" day of gestation. During adaptation
and gestation period, 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 (z = 4), inactive

(n=6), active (n = 6) and very active (n = 7). The values are presented as means + S.E.M. *P <
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0.05 vs control using two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test. Intra-groups analysis

were used to compare 3", 7", 14", and 20" day of gestation with values at last day of

)
adaptation. P < 0.05 for active, inactive and control groups and Y P < 0.05 for very active

group using one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test.

Figure 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.E.M. *P <
0.05 very active vs control and v P < 0.05 active vs control using two-way ANOVA and

Bonferroni’s post hoc test.

Figure 5. Physical features 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.E.M. *P < 0.05 vs control and ¢P < 0.05 = vs inactive using
one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test.

Figure 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.E.M. *P < 0.05 vs control and ¢P < 0.05 = vs inactive and

v P < 0.05 vs active using one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test.
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Table 1. Composition of the diets

Ingredients AIN-93G* AIN-93M*
g\100g g\100g

Corn Starch (87% 39.74 46.47

carbohydrates), g

Casein (protein 20.00 14.10

>80%), g

Dextrinised starch 13.20 15.50

(92%

tetrasaccharides), g

Sucrose, g 10.00 10.00

Soya oil, g 7.00 4.00

Cellulose, g 5.00 5.00

Mineral Mixture 3.50 3.50

(AIN-93G-MX)*, g

Vitamin Mix (AIN- 1.00 1.00
93-VX)*, g

L-Methionine, g 0.30 0.18
Choline bitartrate 0.25 0.25
(41,1% de cholina),

g

Tert- 0.014 0.008
Butylhydroquinone

(TBHQ), g

Macronutrients

Total Energy (cal/g) 3.56 3.44
Protein 18% 14%
Lipids 18% 11%
Carbohydrates 64% 75%
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Table 2: Experimental groups classified according to daily physical activity

(distance travelled, estimated calorie burned and time) in the running wheel.

Distance

Estimated Time
Experimental travelled calorie burned
groups . 1
(Kmdayhy  (Kms'dayh D
Control 5 0 0 0
Inactive 10 1.0 10.0 20.0
Active 8 >1.0@ 5.0 >10.0@40.0 >20.0@ 120.0
Very Active 12 >5.0 >40.0 >120.0
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Table 3. Description of the test reflexes

Reflex

Stimulus

Response

Palmar Grasp

Righting

Free-fall
righting
(acceleration
righting)

Negative-
Geotaxis

Cliff-avoidance

Auditory-startle
response

Vibrissa-placing

A blunt instrument is stroked
in the forepaw and fingers are
flexed to grasp the instrument.

Rat is placed on its supine
position
Rat held by the paws, back

downwards, is dropped from
30cm on a cotton wool pad

Rat  placed  with head
downwards, on a 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
an edge of bench, vibrissa just
touching vertical surface.

Fingers are not flexed to grasp the
instrument.

Turns over to rest in the normal
position (prone) with all four feet on
the ground, in 10s.

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 10s.

Withdrawal of head and both forefeet
from edge, moving away from “cliff”,
inl0s

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 (1971)
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Average speed (km/h)
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Figure 2
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Food Intake

(grams per day)
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Figure 3
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Glycaemia (mg/dL)
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Body weight gain (g)
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Laterolaeral axis of skull (mm)
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Anteroposterior axis of skull (mm)
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Longidunidal axi
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Tail length (mm)
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Day of appearance
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Figure 6
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ANEXO 3- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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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 1\
www.ccb.ufpe.br

Recife, 02 de agosto de 2011.

Oficio n°® 386/11

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

Departamento de Pos Graduagao em Nutricéo
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.022745/2011-11

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

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagio 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 questdo 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 Nutricgo; Atenciosamente,
Animais: Ratos; Linhagem: Wistar: Sexo: Machos e Fémeas;
Idade: 0 a 150 dias;

Numero de animais previsto no protocolo: 88 animais(ratas ﬁPFOIa-Mana ler nsen
adultas e seu filhotes). Presidenie do

_‘< 0

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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