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RESUMO

Durante a gestacdo, lactacdo e primeira infancia estimulos ambientais, como a pratica de
atividade fisica voluntaria (AFV) materna, podem alterar o consumo alimentar da mae e o
comportamento da prole. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da AFV materna sobre o
consumo alimentar materno e o tempo despendido em comportamentos ativos (atividade fisica
voluntaria e espontanea, e brincadeira social) pela prole de ratos. Ratas Wistar (n=9) foram
alocadas em gaiolas de AFV materna, 30 dias antes do acasalamento. O peso e consumo
alimentar foram registrados a cada trés dias. Através da quantificacdo diéria da distancia
percorrida, gasto caldrico e tempo de corrida na roda, as ratas foram classificadas como ativas
(A, n=3) e muito ativas (MA, n=3). Trés ratas foram expostas a gaiolas de AFV materna com a
roda de corrida travada, sendo o grupo RT (n=3). Dados secundarios, de ratas progenitoras
mantidas em gaiola padréo de biotério, foram utilizados para compor o grupo controle (C, n=3).
Apo6s o desmame, 3 filhotes machos de cada ninhada foram alocados em gaiolas coletivas de
AFV, dos 21 aos 62 dias pos-natal. O tempo despendido em AFV, atividade fisica espontanea
(AFE) e brincadeira social (BS) foram registrados diariamente. A expressdo de componentes
da BS: ataques ludicos, postura supina e boxe foram quantificados diariamente. Maiores niveis
de AFV materna resultou em maior controle do peso corporal, consumo alimentar e ingestdo
calérica materna, durante a gestacdo e lactacdo. O nivel de tempo despendido pela prole nos
comportamentos analisados, apresentou associacdo global (Qui-quadrado de Pearson, p<0,05)
e local (residuos padronizados ajustados, > 1,96) com o nivel de AFV materna. Prole de ratas
A foi classificada com maior frequéncia em muito ativos para AFV e BS, e ativos para AFE.
Prole de ratas MA apresentou maior frequéncia de classificagdo em muito ativos para BS e
pouco ativos para AFE. Prole de ratas RT teve maior frequéncia de classificacdo como ativos
para AFV e BS, e muito ativos para AFE. Prole de ratas C teve maior frequéncia de classificacdo
como pouco ativos em todos os comportamentos. A prole de ratas A apresentou a maior
frequéncia de classificacdo em alto nimero da expressao de todos os componentes da BS. Estes
resultados, permitiram observar que o investimento materno no desenvolvimento da prole,
parece ser influenciado pela AF materna antes da gestagdo. A prole apresentou maior tempo
despendido em comportamentos ativos e proficiéncia em interagdes sociais, expressando mais
comportamentos sociais que ocorrem frequentemente na idade adulta, de maneira dependente
do nivel de AF materna.

Palavras-chave: adaptacéo fisiologica; comportamento materno; ratos wistar; comportamento

social; roda de corrida



ABSTRACT

During pregnancy, lactation and early childhood, environmental stimuli, such as maternal
voluntary physical activity (VPA), can alter the mother's food intake and the offspring's
behavior. The aim of this study was to evaluate the effect of maternal VPA on maternal food
consumption and time spent in active behaviors (voluntary and spontaneous physical activity,
and social play) by rat offspring. Wistar female rats (n=9) were placed in maternal VPA cages
30 days before mating. Weight and food consumption were recorded every three days. Through
the daily quantification of the distance covered, caloric expenditure and running time on the
wheel, the rats were classified as active (A, n=3) and very active (VA, n=3). Three rats were
exposed to maternal VPA cages with the racing wheel locked, being the WL group (n=3).
Secondary data, from mother rats kept in a standard bioterium cage, were used to compose the
control group (C, n=3). After weaning, three male pups from each litter were allocated to
collective VPA cages, from 21 to 62 postnatal days. Time spent in PA, spontaneous physical
activity (SPA) and social play (SP) were recorded daily. The expression of SP components:
ludic attacks, supine posture and boxing were quantified daily. Higher levels of maternal VPA
resulted in greater control of maternal body weight, food consumption and caloric intake during
pregnancy and lactation. The level of time spent by the offspring in the analyzed behaviors
showed global (Pearson's chi-squared, p<0.05) and local (adjusted standardized residuals, >
1.96) association with the level of maternal VPA. Offspring of A rats were more frequently
classified as very active for VPA and SP, and active for SPA. Offspring of VA rats presented a
higher frequency of classification in very active for SP and little active for SPA. Offspring of
WL rats were more frequently classified as active for VPA and SP, and very active for SPA.
Offspring of C rats had a higher frequency of classification as less active in all behaviors. The
offspring of A rats showed the highest frequency of high number classification of the expression
of all SP components. These results allowed us to observe that maternal investment in the
development of offspring seems to be influenced by maternal PA before pregnancy. The
offspring showed more time spent in active behaviors and proficiency in social interactions,
expressing more social behaviors that frequently occur in adulthood, depending on the level of
maternal PA.

Keywords: adaptation, physiological; maternal behavior; rats, wistar; social behavior; wheel
running
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1 INTRODUCAO

As fases de gestacdo e lactacdo sdo criticas para o desenvolvimento fisiologico,
marcadas por um intenso processo de maturacdo de orgaos e sistemas. Estimulos ambientais
durante estas fases podem repercutir em respostas adaptativas imediatas e preditivas ao longo
do desenvolvimento da prole (GLUCKMAN, P. D.; HANSON, M. A., 2004). Estudo europeu,
através de quatro coortes, verificou que padrbes de estilo de vida maternos (tabagismo, méa
nutricdo e sedentarismo) antes e durante a gestacdo, predizem o risco para a expressao de
comportamentos associados ao sedentarismo em criancas de 5 a 12 anos (LECORGUILLE, M.
et al., 2023). Em um estudo realizado com mulheres da Arabia Saudita foi observado que a
exposicao a metais toxicos (mercurio e metilmercurio), durante a lactacdo, levou ao déficit no
desempenho cognitivo dos seus filhos na idade de 5 a 8 anos (AL-SALEH, I. et al., 2020). Em
animais, a exposicao de ratas a estimulos estressores (privacdo de agua ou natacdo forcada)
durante a gestacdo, aumentou a concentracdo plasmatica de corticosterona aos 21 e 50 dias p6s-
natal (DPN) da prole, com redugéo da capacidade de aprendizado e do fator de crescimento
semelhante a insulina 2 no hipocampo (GUAN, S. Z. et al., 2021). Dessa forma, parece que a
exposicdo do organismo materno a estimulos ambientais diversos, resulte em alteracdes
comportamentais nos filhos.

Ao longo da ultima década, estudos tém verificado uma relacdo entre estimulos
ambientais no inicio da vida e consequéncias no sistema nervoso central (SNC), particularmente
no que refere ao comportamento e ao ambiente social (LAVIOLA, G.; BUSDRAGHI, L. M.,
2021; SCAROLA, S. et al., 2020). Em ratos, a maior incidéncia de cuidados maternos
direcionados a prole, como lamber-limpar, aos 5 e 16 DPN, reduziu a expressdo de
comportamentos relacionados a ansiedade e aumentou a expressdo de fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) na amigdala da prole, aos 95 DPN (BERMAN, A. K.; LOTT, R.
B.; DONALDSON, S. T., 2014). A exposicdo de ratos a diferentes estimulos estressores
(natacdo forcada e estresse de contengdo) dos 25-27 DPN, reduziu o nimero de abordagens
sociais e emissdo de vocalizagdes de estado afetivo positivo na presenga de outro animal
(BRYDGES, N. M. et al., 2019). Por outro lado, estimulos ambientais que geram respostas
positivas, como a atividade fisica (AF) voluntaria, estdo associados a um melhor desempenho
da mée durante a gestagdo como controle do peso e reducdo da ansiedade (SYED, H.;
SLAYMAN, T.; DUCHENE THOMA, K., 2021). Em uma revisdo sistematica, que reuniu 25
estudos, foi observado que a pratica de AF durante a gestacdo reduz o risco de diabetes
gestacional, hipertenséo e disturbios comportamentais pos-parto, e melhora o desenvolvimento
neural da prole (MORALES-SUAREZ-VARELA, M. et al., 2021). Assim, parece que a prética
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de AF por mulheres gestantes estd associada a melhora nas fungdes cognitivas (testes de
inteligéncia geral e habilidade de linguagem oral) e antecipacdo no desenvolvimento
comportamental dos filhos (CLAPP, J. F., 3RD, 1996; ESTEBAN-CORNEJO, I. et al., 2016).

A pratica de AF durante a gestacdo e lactacdo tem sido recomendada com frequéncia
para a manutencdo de um ambiente saudavel para a mae e para a prole (ACOG, 2020). Em
mulheres gestantes, a pratica de AF, reduz o risco de doengas hipertensivas na mée (pré-
eclampsia), associado a reducdo da rigidez dos vasos sanguineos, aumento de fatores de
crescimento endotelial e perfusdo uteroplacentaria (SKOW, RACHEL J. et al., 2017). Em um
estudo realizado com 1.555 gestantes com obesidade, foi observado que a préatica de AF pré-
natal reduziu a ingestdo materna de gordura saturada e o ganho de adiposidade aos 6 meses de
idade dos filhos (PATEL, N. et al., 2017). A AF antes e durante a gestacdo, parece melhorar
funcBes cardiovasculares e controle do ganho de peso materno, que pode reduzir os efeitos da
ma nutricio sobre o desenvolvimento dos filhos (MORALES-SUAREZ-VARELA, M. et al.,
2021).

O acesso a roda de corrida permitindo a pratica voluntaria de AF por roedores, sem a
necessidade de estimulos adicionais, reduz os efeitos da ma nutricdo materna sobre a prole
(GOH, J.; LADIGES, W., 2015; ZHOU, L. et al., 2020). Em ratas, a préatica de corrida na roda
durante a gestacéo e lactagédo, atenuou os efeitos do consumo materno de dieta hipoproteica
(caseina 8%) sobre a maturacdo do SNC, atividade locomotora e exploratdria aos 23, 45 e 60
DPN da prole (FRAGOSO, J. et al., 2017). A corrida na roda por ratas reduziu os efeitos
negativos do consumo materno de dieta hiperlipidica (60% de acido graxo) sobre a
aprendizagem espacial da prole adulta, com melhora em pardmetros morfolégicos no
hipocampo (orientacdo axonal e fatores neurotroficos) (KIM, T. W.; PARK, H. S., 2018;
MOSER, V. C. etal., 2017). Os mecanismos subjacentes podem estar associados a manuten¢do
de processos metabolicos da placenta, por atividade da diacilglicerol lipase B, e da eficiéncia
hemodinamica fetoplacentaria em fornecer nutrientes para o crescimento e desenvolvimento
adequado da prole (BERGER, N. et al., 2023; GARNER, K. L. et al., 2022).

O aporte inadequado de nutrientes, durante as fases da gestacdo e lactacdo, apresenta
relacdo com disturbios comportamentais nos descendentes. O consumo de dietas hipoproteicas
(10% caseina), durante a gestacdo e lactacdo de ratas, aumentou a responsividade ao estresse,
expressao de comportamentos relacionados a ansiedade e reduziu a atividade exploratéria da
prole jovem (LESAGE, J. et al., 2002; REYES-CASTRO, L. A. et al., 2012). Em ratos, a
ingestdo de dietas hiperlipidicas (30-85% de acido graxo) e densa em calorias (dieta de

cafeteria), durante a gestacao e lactacdo, aumentou a expressao de comportamentos antissociais
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e reduziu a mielinizacdo de neurdnios da prole (BONFIM, T. et al., 2021; PINHEIRO-
CASTRO, N. et al., 2019). Assim, flutuagdes nutricionais podem aumentar a predisposicao da
prole a desenvolver distdrbios comportamentais, mas ndo em padrGes deterministicos
(BURDGE, G. C.; LILLYCROP, K. A., 2010). Estudos que associem a AF e 0 consumo
alimentar durante a gestagéo, e as repercussfes comportamentais no ambiente social em curto
e longo prazo na prole ainda sao escassos.

O termo ambiente social pode ser definido como situacfes em que ocorrem interacdes
entre dois ou mais individuos (MCNEILL, L. H.; KREUTER, M. W.; SUBRAMANIAN, S.
V., 2006). Estas interagcdes no ambiente social podem ocorrer de forma direta (fisicamente ou
pela comunicagdo) e indireta (percepcdo de caracteristicas nos parceiros). Estudos sobre o
ambiente social analisam como que decorrente de interacdes sociais, ocorrem alteracdes
comportamentais e fisiologicas dos individuos envolvidos (MARRES, N.; STARK, D., 2020).
A exposicdo a ambientes sociais marcados por situacOes de estresse social (agresséo verbal e
fisica ou exclusdo social) durante a infancia, reduziu a expressao de comportamentos afiliativos
na idade adulta, durante interacdes com pessoas de fora do convivio diario (TZANOULINOU,
S.; SANDI, C., 2017). Em adolescentes, durante um teste de tomada de decisao, foi observado
que o grau de afeto entre individuos de um grupo, altera a predisposicdo a expressdo de
comportamentos de risco (uso de entorpecentes e dirigir em alta velocidade) (VAN HOORN,
J.etal., 2019). Em adultos, a inferéncia subjetiva de caracteristicas de parceiros pela expressao
facial, levou ao ajuste da distancia interpessoal durante interacdes sociais e alteracdo na
excitacdo simpatica (atividade eletrodérmica) (CARTAUD, A. et al., 2020). Interacdes socialis,
dos 30-45 DPN de ratos, com um parceiro de gaiola com estereotipias persistentes e
agressividade, resultou na expressdo de mais comportamentos ansiosos, depressivos e
hiperativos durante a adolescéncia (PARVOPASSU, A. et al., 2021).

A associacdo entre comportamento e ambiente social parecem ter uma relacdo com
estimulos ambientais durante a gestacdo e lactacdo. A préatica voluntaria de AF nestas fases,
sem o estresse adicional de modelos de AF forgada, permite verificar a influéncia isolada desse
estimulo no comportamento da prole, e parece ter relagdo com a provisdo materna eficiente e
adequada de nutrientes para a prole. A nossa hipdtese é de que o melhor suporte para 0 processo
de desenvolvimento da prole, decorrente da pratica de AF materna, aumente a expressao de
comportamentos ativos e antecipe a maturacdo de comportamentos sociais. Além disso, de
acordo com os niveis de AF, as maes passam a apresentar alteracdes em parametros nutricionais
(consumo alimentar e ingestdo calérica) com a finalidade de manter o aporte adequado de

nutrientes para a prole. Assim, o objetivo deste estudo foi de verificar a influéncia dos diferentes



18

niveis de AF materna sobre pardmetros nutricionais da mae, e repercussdes sobre a expressdo

de comportamentos ativos e sociais da prole.

1.1 HIPOTESE

Altos niveis de atividade fisica voluntaria de ratas antes da gestacdo, resultam em
aumento do consumo alimentar e ingestdo calorica durante a gestagdo e lactacdo, aumentando
a curto e médio prazo a expressao de comportamentos ativos e a complexidade das interacbes

sociais por meio das brincadeiras, ao longo do desenvolvimento da prole de ratos.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral
Analisar o efeito da préatica de atividade fisica voluntaria materna no consumo alimentar

e ingestdo calorica de mées e na expressao de comportamentos de atividade fisica voluntéria,

espontanea e de brincadeira social da prole.

1.2.2 Objetivos Especificos

Descrever 0s parametros nutricionais (peso, consumo alimentar, ingestdo calérica e

necessidade energeética) das maes.

Avaliar nos filhotes, os efeitos da atividade fisica materna no tempo despendido em
comportamentos relacionados a atividade locomotora (atividade fisica voluntaria na roda,

atividade fisica espontanea e brincadeira social).

Quantificar o nimero de vezes que foram expressos ataques ludicos, postura supina,
contra-ataques e de defesa em pé (boxe) durante a brincadeira social, dos 28 aos 62 dias pés-

natal da prole.

Avaliar se os diferentes niveis de atividade fisica materna afetam componentes da
brincadeira social, como o numero de ataques ludicos, postura supina, contra-ataques e de

defesa em pé (boxe), dos 28 aos 62 dias pds-natal da prole.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 FASES INICIAIS DA VIDA E ESTIMULOS AMBIENTAIS

Seres vivos sdo altamente responsivos a alteracdes que ocorrem no ambiente, levando a
modificacdes especificas em funcdo destes estimulos ambientais. Em abelhas, alteracdo na
temperatura ambiental é capaz de alterar o comportamento dos enxames, como por exemplo,
em ambientes quentes grupos de abelhas s&o menos densos e mais porosos (OCKO, S. A,;
MAHADEVAN, L., 2014). Em peixes da espécie Cyprinodon nevadensis, a instabilidade
ambiental, com variacdo de temperatura e salinidade podendo chegar a 3 partes por milh&o,
reduziu a secrecdo do peptideo hormdnio arginina vasotocina (AVT) (LEMA, S. C., 2006). Em
borboletas da espécie Araschnia levana, a forma de suas asas mudam de acordo com a
humidade relativa do ar, sendo esta a diferenca mais evidente entre 0 verdo e primavera
(NIJHOUT, H. F., 2003). Assim, de maneira dependente dos estimulos ambientais, podem ser
observadas alteracBes comportamentais, fisiologicas e morfoldgicas, sem necessidade de
variacdes génicas, conferindo vantagens a estes animais em condi¢cdes ambientais especificas
(WEST-EBERHARD, M. J., 2005).

Estimulos ambientais durante as fases da gestacdo, lactacdo e primeira infancia levam a
respostas adaptativas no organismo mais facilmente, pois nestas fases ocorrem o
desenvolvimento e maturacdo de 6rgdos e sistemas. As respostas organicas observadas durante
estas fases em funcdo de estimulos ambientais, estdo atreladas a capacidade de resposta
preditiva adaptativa do organismo (GLUCKMAN, P. D.; HANSON, M. A.; SPENCER, H. G.,
2005). As adaptacBes que ocorrem no organismo dependem da transmissao de sinais precisos
das condi¢des maternas para a prole, levando a ajustes no desenvolvimento, predizendo as
condi¢des do ambiente na vida tardia da prole. Por exemplo, em ratos do campo (Microtus
pennsylvanicus) foi observado que de acordo com a dura¢do dos dias durante a gestacéo, a prole
adulta exibiu alteracdes na espessura da pelagem, predizendo o ambiente pds-natal referente a
alteracdes sazonais de temperatura (LEE, T. M.; ZUCKER, 1., 1988). Em lebres (Lepus
americanos), quando a gestacdo e lactagdo ocorreram em periodos de alto risco de predacao, a
prole durante a infancia e idade adulta expressou mais comportamentos vigilantes, aumentando
as suas chances de fuga (SHERIFF, M. J.; KREBS, C. J.; BOONSTRA, R., 2010). Estas
alteracdes durante fases iniciais da vida podem gerar vantagens, permitindo que o individuo
seja mais apto a sobreviver nas condigdes atuais ou até atingir a idade reprodutiva.

A resposta preditiva adaptativa a estimulos ambientais no inicio da vida nem sempre
corresponde as condi¢fes ambientais subsequentes, gerando uma incompatibilidade entre o que

foi predito e a realidade atual. Quando ocorre essa incompatibilidade entre o ambiente nas fases
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iniciais e tardias da vida € o que potencialmente explica as origens do desenvolvimento da satde
e da doenga (DOHaD) em seres vivos (GLUCKMAN, P. D.; HANSON, M. A.; BEEDLE, A.
S., 2007). Em humanos e primatas ndo humanos, a baixa disponibilidade de recursos e
exposicao a patdgenos, na gestacao, parece melhorar o sistema imune inato da prole na infancia,
porém, infeccOes sdo mais recorrentes na idade adulta pela ineficacia da memoria imunoldgica
(BERGHANEL, A. et al., 2016; MCDADE, T. W.; GEORGIEV, A. V.; KUZAWA, C. W.,
2016). Em 1469 criancas, com idade média de 4 anos, a exposi¢do a poluentes atmosféricos
(PM2;5), da 242-36% semana de gestagdo, aumentou o risco de asma na infancia e idade adulta,
decorrente de alteragfes durante a fase sacular do desenvolvimento pulmonar fetal
(HAZLEHURST, M. F. et al., 2021). Dessa forma, estimulos ambientais adversos, durante as
fases iniciais da vida, geram respostas adaptativas que parecem aumentar o risco de
desenvolvimento de algum tipo de doencga em curto e longo prazo.

Estimulos ambientais, durante fases iniciais da vida, parecem levar a respostas
adaptativas do SNC e a alteragdes na expressao comportamental. Estudo conduzido nos Estados
Unidos, observou que quanto maior a exposicdo a poluicdo relacionada ao trafego de carros
durante a gestacdo, maior o risco de ependimoma no cérebro de criancas com até 5 anos de
idade (DANYSH, H. E. et al., 2016). Em ratos, a exposicdo cronica a agentes estressores
durante a gestacdo, simulando situacdes de estresse pos-traumatico, aumentou a expressao de
receptores de glicocorticoides no hipocampo e comportamentos relacionados a ansiedade na
prole, dos 28 aos 30 DPN (CHAGAS, L. A. et al., 2021). Em humanos, a partir da aplicacdo de
um questionario sobre experiéncias adversas dos 0-5 anos de idade, foi observado uma relacdo
inversa entre 0 score de eventos negativos, volume de massa cinzenta e interacfes sociais aos
17 anos de idade (TYBOROWSKA, A. et al., 2018). Assim, estimulos ambientais adversos
durante fases iniciais da vida, parecem resultar em disfun¢6es neurocomportamentais, sendo a

nutricdo desequilibrada um importante fator de risco.

2.2 NUTRICAO MATERNA E ALTERACOES COMPORTAMENTAIS DA PROLE

Fases da gestacdo e lactacdo sdo periodos que exigem alto investimento materno, para
manutencdo da gestacdo e bem-estar da prole. Em humanos, durante a gestagé@o, ocorre aumento
do metabolismo basal materno, suprindo principalmente as demandas de glicose para o cérebro
do feto (DUNSWORTH, H. M. et al., 2012). Para a manutencao do aporte adequado de energia
para a prole durante a lactacdo, que se d& basicamente pelo fornecimento de triglicerideos
através do leite materno, ocorre aumento de tecido adiposo nas mées desde o inicio da gestagdo

(ELLISON, P., 2008). As demandas energéticas, tanto na fase fetal quanto pos-natal, excedem



21

a capacidade do metabolismo materno em fornecer energia, por isso ocorre maior mobilizagédo
dos estoques de gordura associado a outros mecanismos compensatorios para conservar energia
(WELLS, J. C. K., 2018).

Durante a gestacdo e lactacdo, as maes parecem assumir diferentes estratégias, com a
finalidade de garantir o aporte adequado de nutrientes para a prole. Em humanos, préximo ao
terceiro trimestre de gestacdo, um estudo realizado com mulheres do Reino Unido e Cingapura
demonstrou uma reducdo em 26% do tempo despendido em comportamentos ativos
relacionados ao gasto energético (PADMAPRIYA, N. et al.,, 2015; ROUSHAM, E. K
CLARKE, P. E.; GROSS, H., 2006). Durante a lactagdo, mulheres passaram a ingerir mais
alimentos com alta densidade energética, resultando em aumento no consumo relativo de
macronutrientes e de cerca de 360 kcal/dia ingeridas pelas méaes (BUTTE, N. F.; KING, J. C.,
2005; MCLENNAN, S. L.; HENRY, A., 2021). Da mesma forma, ratas e camundongos com o
avancar da idade gestacional, reduzem o deslocamento ativo na gaiola, corrida na roda,
termogénese e aumentam em 56% o seu consumo alimentar (GAMO, Y. et al., 2013;
SANTANA MUNIZ, G. et al., 2014). Contudo, os estudos parecem desconsiderar como a
expressao de comportamentos ativos, em diferentes niveis, antes e durante a gestacao e lactacéo,
podem afetar 0 consumo, ingestao caldrica e necessidades energéticas da mae para manutencdo
do desenvolvimento da prole.

Em condigdes em que a mae ndo consegue suprir de forma adequada as necessidades
nutricionais da prole, como em casos de desnutricdo ou supernutricdo, a prole pode apresentar
distdrbios neurocomportamentais. Em 118 humanos com 68 anos de idade, provenientes de
mées que passaram pela fome holandesa (1944-1945) durante a gestacdo e lactacdo, foi
observado um menor volume cerebral intracraniano e total, associado ao envelhecimento
cerebral prematuro (DE ROOIJ, S. R. et al., 2016; FRANKE, K. et al., 2018). Em ratos, o
consumo materno de dieta hipoproteica (DHP; 6% de proteina), durante a gestacdo, levou a
expressdo de genes associados a desregulacdo do desenvolvimento do hipocampo na prole
adulta, e pareceu elevar o risco de autismo e doenca de Alzheimer (CHEN, J. et al., 2020). Em
ratos, proles de mées que ingeriram DHP (6-8% de caseina), na gestacdo e lactacdo,
apresentaram reducgdo do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e receptor quinase
B de tirosina (NTRK2) no cerebro, e tempo gasto em interagdes sociais durante a infancia e
adolescéncia da prole (BATISTA, T. H.; GIUSTI-PAIVA, A.; VILELA, F. C., 2019;
FRAGOSO, J. et al., 2021).

O consumo materno de dietas hiperlipidicas (DHL) ou de alta palatabilidade e densidade

energética, também esta associado a disfungdes neurocomportamentais na prole. Em humanos,



22

foi observado que 0 ganho excessivo de peso em gestantes, decorrente da ingestéo de dietas de
alta densidade energética, levou a déficits em habilidades intelectuais e verbais, e a expressao
de tracos de autismo nos filhos (CASAS, M. et al., 2017; VARCIN, K. J.; NEWNHAM, J. P.;
WHITEHOUSE, A. J. O., 2019). Em camundongos, o consumo materno de DHL (32% de acido
graxo), durante a gestacdo e lactacdo, levou a hiperatividade e reduziu a capacidade de memdria
e aprendizado da prole, associado a um menor tamanho e nimero de neurdnios no hipocampo
(FERNANDES, C. et al., 2012; TOZUKA, Y. et al., 2010). Em camundongos, 0 consumo
materno de DHL (60% de acidos graxos) ou de alta palatabilidade atrasou a ontogenia reflexa
(preensédo palmar e estimulacédo de vibrissas) e mielinizacdo em &reas cerebrais aos 21 DPN da
prole, acompanhado por menor tempo investido em intera¢des sociais na juventude (GRAF, A.
E. et al., 2016; RIBEIRO, A. et al., 2018). Assim, o consumo materno desbalanceado de
nutrientes pode aumentar o risco da prole em desenvolver distirbios comportamentais, mas nao

em padrdes deterministicos.

2.3 ATIVIDADE FISICA VOLUNTARIA MATERNA E REPERCUSSOES NA PROLE

2.3.1 Definicdo e parametros para classificacdo dos niveis de atividade fisica

A atividade fisica (AF) é definida como qualquer movimento do musculo esquelético
que resulta em gasto energético acima dos niveis basais, onde o individuo pode ser classificado
como ativo ou inativo dependendo do nivel de AF (CASPERSEN, C. J.; POWELL, K. E;
CHRISTENSON, G. M., 1985; GARBER, C. E. etal., 2011). Um individuo é considerado ativo
quando o seu dispéndio energético semanal ¢ > 1.500 kcal/semana e inativo quando inferior a
este valor (GARBER, C. E. etal., 2011). A pratica de AF pode ser classificada como incidental
ou estruturada, onde a principal diferenca esta relacionada ao controle de algumas variaveis
para a pratica (STRATH, S. J. et al., 2013).

A pratica incidental de AF néo é planejada e, na maioria das vezes, resulta de atividades
diarias, enquanto a estruturada é planejada com o objetivo da promocéo de beneficios a saude
ou aptiddo fisica (STRATH, S. J. et al., 2013). A pratica incidental esta relacionada a tarefas de
trabalho manual e doméstico, locomogéo a pé, ou de bicicleta e atividades em momentos de
lazer (STRATH, S. J. et al., 2013). A AF estruturada, ou exercicio fisico (EF), é a pratica
sistematizada com o controle do tipo de esforco (aerébio ou anaerdbio), frequéncia (numero de
sessOes por dia ou semana), duragcdo (longa ou curta) e intensidade (indicador de demanda

metabdlica de uma atividade) (HOWLEY, E. T., 2001). Com relacdo aos parametros
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fisiologicos, a pratica de exercicio pode ser classificada em diferentes niveis de esforco fisico,
que correspondem a intensidade da execucdo de determinado EF.

A intensidade do EF pode ser leve, moderada e intensa, com base na resposta de
parametros fisiol6gicos como: consumo maximo de oxigénio (VO2max), frequéncia cardiaca
maxima (FCmax) € concentracfes séricas de lactato, em testes progressivos maximos ou
subméximos (MANN, T.; LAMBERTS, R. P.; LAMBERT, M. I., 2013). A resposta do VVO2max
e da FCmax se correlacionam durante a préatica de EF, onde a intensidade é dada pelo percentual
de seus valores maximos, sendo a intensidade leve de 25% - 44% do VO2max € 30% - 49% da
FCmax, moderada de 45% - 59% do VO2max € 50% - 69% da FCmax e intensa de 60% - 84% do
VO2max € 70% - 89% da FCmax (LEANDRO, C. G. et al., 2007). A concentracdo sérica de lactato
aumenta em resposta a intensidade do EF, sendo de 1 a 4 mmol/L em intensidades leve e
moderada, elevando suas concentracGes em resposta a exercicios intensos, que corresponde a
ineficiéncia em sua remocéo da corrente sanguinea (IRVING, B. A. et al., 2006). O controle
destes parametros fisiol6gicos permite que se possa estabelecer e trabalhar sobre faixas de
intensidade conhecidas, que esta relacionado ao planejamento de objetivos a serem alcancados
através da pratica de EF.

Em humanos e em roedores, a pratica de AF pode ser definida, também, como
espontanea (AFE) e voluntéria (AFV) (FEDER, M. E. et al., 2010). A AFE corresponde a
atividades da vida diaria, que tendem a elevar o gasto energético acima das condi¢des de
repouso (GARLAND, T., JR. et al., 2011). Em humanos, a AFE pode ser representada pela
contracdo espontanea do musculo, tarefas diarias, manutencao da postura quando ndo deitado e
conversar (LEVINE, J. A. et al., 2003). Com respeito a roedores, a AFE consiste em atividades
de exploracdo do ambiente, locomocdo e atividades estacionarias como de limpeza (NOVAK,
C. M.; LEVINE, J. A., 2007). Em humanos, a quantificacdo do tempo despendido em AFE
pode ser realizada através de questionarios, acelerdbmetros, peddémetros e analise de video
(LEVINE, J. A,; KOTZ, C. M., 2005). Em ratos, a AFE pode ser mensurada através de sensores,
plataforma de forca, detectores infravermelhos instalados na gaiola ou por anélise de video
(MALISCH, J. L. et al., 2009; VAANHOLT, L. M. et al., 2008).

A AFV corresponde a atividades locomotoras que ndo estdo relacionadas a
sobrevivéncia ou homeostase, e ndo sdo motivadas diretamente por fatores externos
(GARLAND, T., JR. et al., 2011). Em humanos, a AFV pode ser representada por atividades
realizadas durante momentos de lazer, por exemplo a pratica de algum esporte (MACLAREN,
V. V.; BEST, L. A,, 2010). Em roedores, tanto no laboratério quanto na natureza, a AFV é
usualmente representada pela pratica de corrida na roda (GARLAND, T., JR. et al., 2011,
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MEUER, J. H.; ROBBERS, Y., 2014). Semelhante & AFE, em humanos a quantificacdo de
AFV também pode ser realizada a partir de questionarios, acelerdmetros ou pedémetros
(WESTERTERP, K. R., 2009). Em roedores, pode ser quantificada a partir do nimero de
revolugbes dado pela roda de corrida, a partir da analise de video ou do uso de
ciclocomputadores (GARLAND, T., JR. et al., 2011; SANTANA MUNIZ, G. et al., 2014).

Em modelos experimentais, a partir da quantificagdo de algumas varidveis, podem ser
identificados diferentes niveis de AFV. Camundongos podem ser classificados em inativos
quando o gasto energético diario na pratica de AFV € insignificante, e em ativos quando a
energia gasta em AFV corresponde aproximadamente a um ter¢o do gasto energético diario
(GARLAND, T., JR. et al., 2011). A partir da quantificacdo do tempo despendido, distancia
percorrida e gasto caldrico na préatica de corrida na roda, ratas podem ser classificadas em muito
ativas (>120min.dia; >5km.dia; >40kcal.dia), ativas (>20 <120min.dia; >1 <5km.dia; >10
<40kcal.dia) e inativas (<20min.dia; <lkm.dia; <IOkcal.dia) (SANTANA MUNIZ, G. et al.,
2014).

2.3.2 Atividade fisica voluntaria materna e beneficios para mée e prole

A prética de AF por individuos de forma habitual é recomendada em todas as fases da
vida, pois reduz o risco de aparecimento de disfuncGes metabolicas e neurocomportamentais.
Particularmente na fase da gestacdo e lactacdo sdo observados beneficios tanto para a mae
guanto para o feto (ACOG, 2020). Na auséncia de complicagdes e contraindicacBes obstétricas
ou médicas, mulheres gestantes devem ser estimuladas a iniciar ou manter a pratica de
atividades, como: caminhada, exercicios aerobios, de resisténcia e alongamento
(BERGHELLA, V.; SACCONE, G., 2017). Em humanos, a manutencdo da pratica de AF
durante a gestacdo reduziu o risco de diabetes mellitus gestacional, tempo de recuperacéo e de
transtornos depressivos pos-parto (CORDERO, Y. et al., 2015; NAKAMURA, A. etal., 2019).
Em 2.203 mulheres gestantes suecas, foi aplicado um questionario referente ao tempo
despendido em AF, sendo observada relacdo positiva entre o tempo despendido em AF com a
reducdo do risco de pré-eclampsia, acarretando em melhora na perfusdo sanguinea
uteroplacentaria (MEANDER, L. et al., 2021). A pratica de AF por mulheres gestantes, de
intensidade leve a moderada, aumentou a expressdo de angiogenina 1 na placenta e a
vasodilatacdo da artéria cerebral média do feto, evidenciando o redirecionamento de fluxo
sanguineo e oxigenacdo para o cérebro (ERTAN, A. K. et al., 2004; HARDY, D. B. et al.,
2021). Estas respostas a pratica de AF materna geram beneficios para a saude da mée, e

promovem melhor fornecimento de fluxo sanguineo para o feto.
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A prética de AF materna parece favorecer o desenvolvimento da prole, através do
aumento da funcédo placentéria e de fatores neurotroficos, e.g. neurotrofinas. Em humanos, o
nivel de AFV durante a gestacdo, mensurado a partir de acelerdmetros, foi associado ao
aumento da expressdo de genes envolvidos no transporte de agua e captacdo de glicerol na
placenta (LOISELLE, J. et al., 2020). Em ratos, a pratica de AFV materna, antes e até o 20° dia
de gestacdo, aumentou a expressdo de neurotrofina 4 (NTF4) em 24,3% na placenta e a
antecipacdo no aparecimento de indicadores maturacionais (abertura do pavilhdo e canal
auditivo e erupcao dos incisivos) na prole (FRAGOSO, J. et al., 2020; SANTANA MUNIZ, G.
et al., 2014). Em ratos, a AFV materna, antes e durante a gestacéo, aumentou a neurogénese e
a presenca de glicoproteinas (auxiliadoras no processo de migracao e posicionamento neuronal)
no hipocampo e o aprendizado espacial aos 23 DPN da prole (SEGABINAZI, E. et al., 2019).
A prole adulta (125 DPN) proveniente de ratas que tiveram acesso a roda de corrida durante a
gestacdo, apresentou aumento da neurogénese na porcdo dorsal do hipocampo e menor
responsividade ao estresse (GOBINATH, A. R. et al., 2018). Além de favorecer o
desenvolvimento da prole, a pratica de AFV também atua como fator protetor a estimulos
ambientais adversos (CASTRO-RODRIGUEZ, D. C. et al., 2020).

A prética de AFV materna ou pela prole parece atenuar os efeitos da exposicao precoce
a estimulos ambientais, levando a danos no processo de desenvolvimento do organismo. Em
camundongos, a préatica de corrida na roda pelas maes, antes da gestacao, atenuou os efeitos da
exposicao ao estresse de contencdo pré-natal, sobre a expressdo hipocampal de BDNF na prole
adulta (LUFT, C. et al., 2021). Em ratos que foram expostos ao estresse de privacdo materna
durante a lactagdo, a pratica de AFV, dos 21 até os 98 DPN, reduziu a expressdo de
comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo, normalizando também a expressdo dos
receptores de glicocorticoide e serotonina (5HT1A), e de BDNF no hipocampo (MANIAM, J.;
MORRIS, M. J., 2010). Em roedores, a pratica de AFV pela prole de mées que consumiram
alcool durante a gestacdo e até o 10° dia de lactacdo, resultou na reducdo da expressao de
comportamentos relacionados a depressdo e marcadores de estresse oxidativo no hipocampo e
cerebelo da prole (BROCARDO, P. S. et al., 2012). Este efeito protetor da AFV também pode
ser observado com relacdo a estimulos referentes a nutricdo materna.

Os efeitos do consumo materno inadequado de nutrientes parecem ser atenuados pela
pratica de AFV materna. Proles de ratas que consumiram DHP (8% de caseina) e praticaram
AFV na gestacdo e lactacdo, ndo apresentaram atraso na ontogenia reflexa (aversdo ao
precipicio e geotaxia negativa), crescimento somatico (eixo latero-lateral e anteroposterior do

cranio), atividade locomotora e atividade exploratoria aos 23, 45 e 60 DPN da prole
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(FRAGOSO, J. et al., 2017). Em ratos, foi observado que a pratica de AFV por maes
alimentadas com DHP (8% de caseina), durante a gestacdo e lactacdo, atenuou os efeitos da
dieta sobre a expressdo do receptor quinase B de tirosina no cérebro da prole no 20° dia de
gestacdo (FRAGOSO, J. et al., 2021). Ainda em roedores, o0 consumo materno de DHL (60%
de &cido graxo) associado a pratica de corrida na roda pela mée durante a gestacao, reduziu 0s
efeitos deletérios da dieta sobre a capacidade de aprendizado da prole no teste de labirinto
aquatico de Morris (MOSER, V. C. et al., 2017). Ja no que diz respeito a expressdo génica de
neurotransmissores no SNC de roedores, filhotes provenientes de mées que consumiram DHL
(45% de &cido graxo) e praticaram AFV durante a gestacdo, apresentaram aumento da
expressdo de genes relacionados a dopamina (DA) e opioides no sistema central de recompensa,
associado a um menor risco de depressdo durante a infancia e idade adulta (SONG, L. et al.,
2020). Assim, a AFV materna além de promover o desenvolvimento da prole, também atua
reduzindo a influéncia de estimulos ambientais adversos sobre os filhotes.

Adicionalmente, o efeito positivo sobre a prole pela exposi¢do do organismo materno a
estimulos ambientais, ndo € limitado unicamente a pratica de AFV. A exposi¢do materna a
ambientes que mudam dinamicamente (enriquecidos), incentivando a socializacdo, atividade
motora, estimulacdo sensorial e cognitiva, também beneficia o desenvolvimento da prole
(MCDONALD, M. W. et al., 2018). Em mulheres gestantes europeias, foi observado que o
acesso frequente a areas naturais (parques e bosques) e a qualidade do ambiente doméstico
(amplitude e variedade de estimulos cognitivos), resultou em menos risco do feto ser pequeno
para a idade gestacional e melhora transitoria do desempenho escolar dos filhos, aos 5 anos de
idade (ORRI, M. et al., 2019; TORRES TODA, M. et al., 2022). Ratas gestantes expostas a
gaiolas enriquecidas com objetos (tuneis e tocas), apresentaram melhora na qualidade da
lactacdo, aumento de prolactina plasmatica, triglicerideos e diversidade microbiana no leite, e
da sobrevida da prole com nascimento prematuro (DEROSA, H. et al., 2022; NUNEZ-
MURRIETA, M. A. et al., 2023). Com isso, a exposi¢ao materna a ambientes mais complexos
e mutaveis, estimulando a exploracdo sensorial e cognitiva, também parece guiar ao
desenvolvimento saudavel da prole.

A prética de AFV durante os periodos da gestacdo e lactagdo confere vantagens para o
adequado crescimento e desenvolvimento da prole. A manutencdo dos niveis de atividade fisica
materna favorece um ambiente intrauterino saudavel, permitindo que o feto se desenvolva sem
restricdes (MORALES-SUAREZ-VARELA, M. et al., 2021). As alteracdes observadas
parecem estar associadas a uma melhor funcdo uteroplacentéria, por melhora da perfuséo

sanguinea e transporte de nutrientes para o feto em desenvolvimento (LOISELLE, J. et al.,
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2020). Decorrente destas alteracdes, atraves da pratica de AFV materna, mesmo na presenca de
estimulos ambientais adversos, a prole tende a apresentar melhor capacidade de aprendizado,
memoria, atividade exploratéria e risco reduzido de transtornos comportamentais. Estas
caracteristicas sdo importantes durante interacdes com seus pares em ambientes sociais, porém,
ainda ndo foi feita associa¢do entre AFV materna e a expressédo de comportamentos sociais da

prole.
2.4 AMBIENTE SOCIAL E EXPRESSAO COMPORTAMENTAL

Ambientes sociais emergem naturalmente através da interacdo entre animais e seu
convivio em grupo, que leva a vantagens associadas a sobrevivéncia. Na natureza, a vigilancia
para predacdo é mais eficiente quando em grupo, cobrindo uma area maior em busca de
predadores (HEATHCOTE, R. J. et al., 2017). O gerenciamento de recursos torna-se mais
eficiente, pois dependendo das caracteristicas do recurso (demanda, sazonalidade e quantidade)
membros de um mesmo grupo podem coordenar a protecdo contra coespecificos nédo
pertencentes ao grupo (BROWN, M., 2013; MAHER, C. R.; LOTT, D. F., 2000). Além disso,
0 aparecimento de sociedades em multiniveis (um grupo maior formado por mais de dois grupos
originais), em primatas ndo humanos, melhora o gerenciamento de recursos, busca por
alimentos, e a possibilidade de gerar e transferir melhores genes aos descendentes (PISOR, A.
C.; SURBECK, M., 2019). Estes beneficios apenas sdo possiveis a partir da manutencdo da
coesdo entre os membros do grupo, dependendo de como as interagfes sociais ocorrem, séo
percebidas e interpretadas.

Interacdes sociais podem ter caracteristicas pré-sociais, fortalecendo a coesdo do grupo
através de acOGes empaticas (cuidar, compartilhar e voluntariar-se), ou antissociais que
envolvem agbes egocéntricas (disputas por recursos ou poder) (PLANAS-SITJA, 1. et al.,
2018). Um estudo no Reino Unido observou que a insercdo de adolescentes em um novo grupo,
no ambiente escolar, aumentou a expressao de comportamentos pro-sociais com a finalidade de
fortalecer as relacGes interpessoais (AHMED, S. et al., 2020). Em ratos, a exposicéo do parceiro
de gaiola a situacdes aflitivas (estresse de contencdo ou isolamento social) estimulou a
expressdo de comportamentos pro-sociais pelo outro animal, levando & formacdo de lagos
afiliativos (BURKETT, J. P. et al., 2016; WARDWELL, J. et al., 2020). Em humanos, foi
observado a expressao de comportamentos egocéntricos por criangas, que nao compartilhavam
mais de 40% dos recursos (brinquedos ou doces) com seus parceiros de grupo, retendo maior
quantidade para si (BENENSON, J. F.; PASCOE, J.; RADMORE, N., 2007; BLAKE, P. R;
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RAND, D. G., 2010). Além disso, a partir de interacOes entre individuos em ambientes sociais,
podem ser observadas respostas comportamentais distintas.

A exposicdo a ambientes sociais leva a alteragdes na expressdo comportamental, que
parece ter por finalidade a manutencdo da identidade positiva do individuo dentro do grupo
(KWASNICKA, D. et al., 2016). Em humanos, isto fica mais evidente na fase da adolescéncia,
pois individuos engajam com maior frequéncia em interacdes sociais fora da unidade familiar
primaria (LARSON, R. W. et al., 1996). Em adolescentes, a predisposi¢do para a expressao de
comportamentos de risco (ex. dirigir em alta velocidade e uso de entorpecentes) apresentou
correlagdo positiva com o grau de afinidade observado entre membros do grupo (VAN
HOORN, J. et al., 2019). Em adolescentes, com 9-17 anos de idade, as respostas
comportamentais durante interacdes sociais foram dependentes do grau de engajamento afetivo
de terceiros, revelando processamento socioafetivo durante a selecdo de comportamentos a
serem expressos ou reprimidos (GUYER, A. E. et al., 2009). Assim, alteracOes na expressao
comportamental, principalmente durante a adolescéncia, que ocorram em fungdo do ambiente
social parecem visar a formacdo e manutencdo de relacoes afiliativas.

Em primatas ndo humanos e ratos, alteracdes na expressdo comportamental também
podem ser observadas, buscando a coesdo e bem-estar do grupo. Em chimpanzés podem ser
observadas acgdes colaborativas, em que membros do grupo alinham a sua expressdo
comportamental para facilitar a aquisicéo de recursos ou transpor obstéaculos fisicos na natureza
(NEWTON-FISHER, N. E., 2015). Durante um paradigma, com a finalidade de avaliar o
comportamento cooperativo, foi observado que chimpanzés apds acessarem um recurso
desejado, permaneceram dando suporte ao seu parceiro de grupo na tentativa dele também obter
o recurso (MELIS, A. P.; TOMASELLO, M., 2013). Em ratos, constantemente é observada a
tolerancia de coespecificos pertencentes a um grupo comum durante as refeicdes, mesmo
guando dividem a mesma fonte de alimento (CALHOUN, J. B., 1963). Em ratos, em um teste
de resposta cooperativa (iterado dilema do prisioneiro), entre membros de um mesmo grupo,
ratos mantiveram a expressdo de comportamento cooperativo para resolver o teste, mesmo
quando resultou em menos pellets de agucar como recompensa (DONOVAN, A.; RYAN, E;
WOOD, R. I., 2020). Essas respostas comportamentais favorecem a coesdo do grupo, que
também pode ser mantida através de interacGes agonisticas, pela renuncia de privilégios por
uma das partes durante disputas por recursos limitados (WATANABE, N.; YAMAMOTO, M.,
2015).

Espécies sociais, frequentemente, organizam-se em uma estrutura social estratificada

em diferentes niveis de poder, que leva a reducdo de conflitos, lesdes intensas e a estabilidade
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social (SCHJELDERUP-EBBE, T., 1922). A estratificacdo do grupo resulta de encontros
agonisticos, que correspondem a situagoes de luta, fuga, perseguicao e conciliacdo, permitindo
a classificacdo de membros do grupo em dominante (DOM) e subordinado (SB) (WANG, F.;
KESSELS, H. W.; HU, H., 2014). Membros DOM vencem com maior frequéncia encontros
agonisticos, enquanto os SB assumem comportamentos de submissdo com frequéncia, que em
ratos sdo caracterizados pela adocdo da postura supina (um animal em decubito dorsal com o
outro parado sobre ele) (WANG, F. et al., 2011; WILLIAMSON, C. M.; LEE, W.; CURLEY,
J. P., 2016). Em humanos, foi observado que a auséncia de lideranca, entre membros de um
grupo de empregados, resultou em menor coeséo, produtividade e mais a¢fes conflitantes no
ambiente de trabalho (ROUSSEL, L., 2019). Em chimpanzés e ratos, a estratificagdo em niveis
diferentes de poder, reduziu a disputa por recursos entre os membros do grupo, particularmente
durante os periodos de acasalamento, onde machos SB evitam as fémeas reduzindo os conflitos
(VIGILANT, L. et al., 2001). Assim, através da demonstracdo de poder e a concessdo feita
pelos outros membros, por ser mais vantajoso viver em grupo, ocorre a manutencdo do bem-

estar social.

2.4.1 Ambiente social e fases iniciais da vida

O ambiente social pode ser considerado como um importante agente modulador durante
0 processo de desenvolvimento em espécies sociais. Apds o nascimento, a primeira forma de
interacdo social a que animais sao expostos, principalmente mamiferos, é a interagdo mae-filho
qgue consiste basicamente de acdes de cuidados da mde com a prole (GUDSNUK, K.;
CHAMPAGNE, F. A., 2012). Em macacos-vervet, o tempo dispendido em interacGes sociais
pela mde com seus filhos, durante os 6 primeiros meses de vida da prole, foi associado a
expressdo de comportamentos prd-sociais (cuidado e auxilio) durante a juventude da prole
(FAIRBANKS, L. A., 1989). Em ratos (Long-Evans), foi observado que a frequéncia com que
ratas cuidaram (lambendo, limpando e aguecendo) da sua prole, durante o periodo pés-natal,
estava associada a atenuacdo da responsividade ao estresse, atividade exploratoria do ambiente
e desempenho em tarefas cognitivas da prole (CALDJI, C.; DIORIO, J.; MEANEY, M. J., 2000;
LIU, D. et al., 2000). Por outro lado, a interrupgdo da qualidade das interagGes entre mae-filho
parece repercutir negativamente sobre a expressao comportamental da prole.

A exposicdo a um ambiente social marcado por negligéncia ou abuso emocional, nas
fases iniciais da vida, pode resultar em transtornos comportamentais. Em humanos, baixos
niveis de afeto durante interagdes mée e filho, até os dois primeiros anos de vida, aumentaram

a probabilidade da expressdo de comportamentos compulsivos, ansiosos e depressivos pelos
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filhos na inféncia e na idade adulta (STRATHEARN, L. et al., 2020). Em uma reviséo
sistematica, que reuniu 23 artigos, foi observado que interacdes menos afetuosas (negligéncia
emocional) entre pais e filhos, parece aumentar o risco de transtornos alimentares (anorexia
nervosa e compulsdo alimentar) durante a idade adulta dos filhos (KIMBER, M. et al., 2017).
Em ratos, a restricdo de materiais de nidificacdo durante o periodo pds-natal levou ao aumento
de interacdes agressivas entre mée e filhotes, resultando em maior responsividade ao estresse e
deficiéncia na memoria espacial da prole (RAINEKI, C. et al., 2010). Da mesma forma, a
exposicao da prole a sessdes (duracdo de 1-24 horas) de privacdo materna, resultou na expressao
de comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo ao longo da vida da prole
(MIRAGAIA, A. S. etal., 2018). Assim, a interrupc¢do das interacBes entre mae e filho, através
de negligéncia emocional ou privacdo, pode influenciar o desenvolvimento da prole,
implicando transtornos comportamentais.

Durante a infancia e adolescéncia, animais, incluindo humanos, engajam com
frequéncia em interacGes sociais, também conhecidas como brincadeira social (BS) ou jogo-
bruto ou de luta (rough-and-tumble play) (VANDERSCHUREN, L. J.; TREZZA, V., 2014).
De modo geral, a BS serve para facilitar o desenvolvimento de habilidades sociais, cognitivas,
emocionais e motoras, favorecendo o uso destas habilidades de forma flexivel em ambientes
mutaveis e imprevisiveis (PELLIS, S.; PELLIS, V., 2009). Em humanos, a BS comega a ser
observada proximo ao primeiro ano de vida, onde as criangas executam a¢cdes como passar por
cima umas das outras, agarram-se, rolam e simulam lutas (HEESEN, R. et al., 2017). Em
criancas de 2-5 anos de idade, foi observado que o aumento de tempo despendido em BS
melhorou o desempenho em um Inventario de Comportamento Social Adaptativo, pois
apresentaram maior motivacdo para inicio de interacdes sociais, frequéncia de didlogos
expositivos, cooperagdo e mais agfes comedidas em interagdes “hostis” (HINKLEY, T. et al.,
2018). Entdo, a partir da BS criancas podem testar possibilidades de interacdo social,
explorando mudancas no ambiente fisico e emocional dos parceiros de brincadeira.

Em ratos, a BS emerge proximo dos 17-19 DPN, com a frequéncia e intensidade das
interacdes atingindo seu pico entre os 28-40 DPN (PANKSEPP, J., 1981). Normalmente as
interacdes iniciam a partir da tentativa de um dos animais em alcancar a nuca do seu parceiro
de brincadeira com seu focinho (ataque ladico, AL). A partir dessa tentativa o animal recipiente
pode fugir, levando a situacdes de perseguicdo pelo animal atacante, assumir a postura de defesa
em pé (mais evidente com a aproximacdo da maturidade sexual) ou a postura supina de defesa
(PS), sendo esta a resposta mais comum (PELLIS, S. M.; PELLIS, V. C., 2017). A expressao

destes comportamentos sociais, durante a BS, sdo de facil identificacdo e quantificacdo, e a
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partir deles pode-se inferir o grau de motivacdo para inicio da interacdo (AL) e maturacdo
comportamental através de caracteristicas como assertividade e uso de estratégias
comportamentais mais eficientes (PANKSEPP, J.; BEATTY, W. W., 1980). Assertividade é
uma caracteristica desenvolvida ao longo do tempo, em que animais atacantes passam a ter
maior eficiéncia em alcancar a nuca do parceiro, resultando com maior frequéncia em adocéao
da PS pelo parceiro de BS (PELLIS, S. M. et al., 1997; REINHART, C. J.; PELLIS, S. M,;
MCINTYRE, D. C., 2004). Além disso, com o avancar da idade a resposta ao AL muda, de
apenas assumir a PS para adocéo de estratégias mais complexas (rotacdo parcial do tronco e
defesa em pé ou boxe) que facilitam o contra-ataque, sendo um indicador de maturacéo
comportamental (PELLIS, S. M.; MCKENNA, M. M., 1992).

O processo de maturacdo de comportamentos sociais, através da BS durante a infancia
e adolescéncia, tem sido observado principalmente em diades de ratos, em sessdes com duragdo
e frequéncia controladas (PANKSEPP, J., 1981; PELLIS, S. M.; PELLIS, V. C., 1990). Nesses
estudos, antes das sessdes de BS, ocorre a indugdo de isolamento social para aumentar a
motivacao dos ratos para iniciar interacdes sociais (PAPILLOUD, A. etal., 2018; REINHART,
C.J,; PELLIS, S. M.; MCINTYRE, D. C., 2004). Porem, sessdes de BS em diades, precedidas
por isolamento social, ndo permitem verificar como a exposigdo de forma crénica a ambientes
sociais afetam a maturacdo e expressdo comportamental. Além disso, o isolamento social antes
das sessbes de BS, também pode levar os ratos a respostas comportamentais exageradas ou
inadequadas. Como observado em ratos, sessdes de isolamento social na infancia levaram ao
aumento da frequéncia de interacdes agressivas, 0 numero de feridas recebidas e tempo para
assumir a PS frente a um animal previamente DOM (VON FRIJTAG, J. C. et al., 2002). Assim,
a formacéo de grupos sociais, da infancia até a adolescéncia, pode ser um melhor modo de se
estudar o processo maturacional de comportamentos sociais, ja que interagcdes sociais ocorrem
espontaneamente entre membros do grupo sem a necessidade de estimulos adicionais
(isolamento social).

Desta forma, interagBes sociais que ocorrem desde o nascimento até a adolescéncia
parecem estar associadas ao processo de aquisi¢do e maturacdo de comportamentos sociais. A
partir de interacbes com a propria mae ou coespecificos durante a infancia e adolescéncia,
individuos apresentam maior experiéncia em interacdes sociais desde a infancia, resultando em
melhor repertorio de habilidades sociais. Por isso, 0 isolamento ou estresse social, durante as
fases iniciais da vida, pode levar a um menor repertdrio de habilidades sociais, ocasionando em
menor flexibilidade na expressdo comportamental frente a estimulos provenientes do ambiente
social (TREZZA, V.; CAMPOLONGO, P.; VANDERSCHUREN, L. J.,, 2011). Entéo,
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interagOes sociais que ocorrem nas fases iniciais da vida, parecem estar associadas ao
desenvolvimento de habilidades sociais ricas e flexiveis, as quais sdo importantes para a vida

em grupo.

2.4.2 Fatores que podem influenciar o ambiente social

Além das interagfes sociais dentro de um grupo, outros fatores, que ndo estdo
inteiramente associados ao ambiente social, também podem influenciar o contexto do grupo.
Em humanos, a forma como relacBes interpessoais ocorrem envolve diferentes aspectos
intrinsecos do individuo. Em humanos, foi observado que o grau de afeto empregado durante
interacdes sociais parece aumentar quando as interagfes interpessoais ndo ocorrem de forma
forcada, por possuirem um carater menos obrigatdrio, reduzindo a sensacdo de dever
(MCCONNELL, A. R., 2011). Em humanos com grau leve de transtorno bipolar, foi observado
maior expressao de comportamentos relacionados a abordagem e avaliagdo positiva de terceiros
durante interacOes sociais, refletindo nessas pessoas uma maior sensibilidade ou tendéncia a
contextos sociais positivos (CAMPELLONE, T. R.; PECKHAM, A. D.; JOHNSON, S. L.,
2018). Em humanos, o grau de afeto empregado durante interacdes sociais entre membros de
um grupo, aumentou de acordo com a sensagdo de satisfacdo de individuos com o ambiente
fisico (casa ou bairro) no qual eles estavam inseridos (VLADISAVLJEVIC, M.; MENTUS, V.,
2018). Em modelos animais, a espécie e as linhagens utilizadas podem alterar as interacdes no
ambiente social.

O ambiente social em primatas ndo humanos e roedores varia de acordo com as espécies
e linhagens utilizadas, respectivamente. Em primatas ndo humanos, a capacidade de
flexibilidade e inibicdo da expressdo de comportamentos dentro do ambiente social varia de
acordo com a espécie dos animais, sendo 0s orangotangos 0s mais habeis quanto a expressdo
dessas capacidades (AMICI, F.; CALL, J.; WATZEK, J., 2018). Em ratos, a linhagem Long-
Evans é mais propicia & territorialidade, por isso sdo as mais utilizadas em modelos que
pretendem induzir ambientes sociais marcados por interagdes hostis, como o sistema de toca
visivel (Visible burrow system-VBS) (FEKETE, E. M. et al., 2009). Outras linhagens, como
Sprague-Dawley e Wistar, que sdo linhagens mais doceis, sdo utilizadas na formacéo de grupos
com contextos sociais mais estaveis e em testes de cooperacdo, por expressarem mais
comportamentos pro-sociais e menos brigas intensas (MANDUCA, A. et al., 2014). Além
disso, eventos que ocorreram ainda nas fases da gestacdo e lactacdo podem modificar o

ambiente social da prole.
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Durante as fases da gestagdo e lactacdo, a exposi¢do a estimulos adversos parece levar
a alteracdes na expressdo de comportamentos sociais pela prole. Em humanos, foi observado
que a ocorréncia de depressdao materna perinatal durante o periodo da gestacdo, ou entre as 4
semanas pos-nascimento e até um ano de vida da crianga, prejudica as interagdes mae-filho,
que parece reduzir o engajamento social dos filhos durante a infancia (GOODMAN, J. H.,
2019). Em gestantes, com auxilio de um questionario sobre experiéncias com eventos
estressantes, foi observado que altos niveis de estresse no inicio da gestacdo reduziu o
desempenho em testes sociais, com aumento do risco de transtornos de humor durante a fase
adulto jovem das filhas (MARECKOVA, K.; MILES, A., 2020). A prole proveniente de ratas
que foram expostas durante a gestacdo a condi¢cBes que simulam estresse pés-traumatico,
apresentou reducdo da sua capacidade de abordagem social a coespecificos, e parece estar
associado a uma maior expressao de comportamentos relacionados a ansiedade (CHAGAS, L.
A. etal., 2021). Em ratos, em um modelo de inducdo de inflamag&o alérgica sistémica durante
a gestacdo, foi observado na prole a expresséo anormal de comportamentos durante interagdes
sociais, marcadas por hiperlocomocao e baixa frequéncia de abordagem social (BREACH, M.
R. et al., 2021). Assim, estimulos ambientais adversos, durante a gestacdo e lactacdo, podem
influenciar a expressdo comportamental da prole durante interacGes sociais, porém, estudos
sobre as associagdes entre aspectos nutricionais e a AFV materna sobre o componente social da

prole ainda ndo foram realizados.
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3 METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 9 ratas ndo irmas da linhagem Wistar (peso corporal 220-260g, idade
entre 85-95 dias) provenientes da colénia do Departamento de Nutricdo da UFPE. Os animais
foram mantidos em biotério de experimentacdo no Centro Académico de Vitoria de Santo
Antédo - UFPE (CAV), com temperatura de 23°C + 2, num ciclo invertido 12/12h [ciclo claro
(20:00 as 08:00 h) e ciclo escuro (08:00 as 20:00 h)] com livre acesso a agua e alimentacao
durante todo o experimento. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de Animais
(Processo n° 0031/2019) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A manipulagéo e 0s
cuidados com os animais seguiram as recomendac¢des do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA). Este estudo recebeu apoio financeiro no dmbito do
projeto: “Mecanismos celulares ¢ moleculares associados a origem perinatal de doencas
cardiometabdlicas na vida adulta: papel da nutricdo e da atividade fisica durante o crescimento
e desenvolvimento de ratos” que foi aprovado no Edital APQ/FACEPE/PRONEM (Edital-
0797-4.05/14) e Edital PNPD Facepe/Capes (Processo numero 88881.159189/2017-01).

3.2 PROTOCOLO DE ATIVIDADE FiSICA VOLUNTARIA MATERNA

A gaiola de atividade fisica voluntaria materna (GAFVM) € feita de acrilico com 27 cm
de largura, 34 cm de altura e 61 cm de comprimento (Figura 2a). Em uma das extremidades foi
posicionada uma roda de corrida com 27 cm de diametro, feita de acrilico e raios em fibra de
vidro (Figura 2b). Um ciclocomputador (Cateye, modelo CC-AT200W, Colorado, EUA) foi
anexado a roda de corrida para medir a AFV (Figura 2c). A AFV das ratas foi avaliada pela
movimentacao da roda de corrida, sendo quantificada diariamente pelos sensores, permitindo o
registro da distancia percorrida (km), tempo de atividade (mim) e estimativa do gasto calérico
(kcal). A velocidade média de corrida ndo foi quantificada, pois segundo

O desenho experimental esta descrito na figura 1. As ratas nuliparas foram colocadas
individualmente nas GAFVM com livre acesso a roda de corrida (n=6) ou com a roda travada
(n=3) durante 30 dias para adaptacdo. Apos esse periodo, as ratas com acesso a roda de corrida
foram classificadas em ativas (A, n=3) e muito ativas (MA, n=3) de acordo com o0s parametros
e valores apresentados na tabela 1. A classificacdo das ratas seguiu o protocolo de SANTANA
MUNIZ, G. et al. (2014), o qual ndo considera a velocidade média de corrida, por isso essa
variavel ndo foi quantificada no estudo atual. O grupo de ratas expostas a GAFVM com a roda
de corrida travada (RT, n=3), induziu a ndo pratica de corrida na roda e expds as ratas a um
ambiente semelhante ao grupo A e MA. Apos a adaptacédo, as ratas foram colocadas para
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acasalar em gaiolas padrdo de biotério (33x40x17cm) durante quatro dias, com a confirmacao
da gestacdo através do ganho de peso corporal. O acasalamento foi realizado com diferentes
machos, evitando que a prole de diferentes ratas compartilhassem de um mesmo pai. Apos o
acasalamento, as ratas foram recolocadas individualmente nas GAFVM, com livre acesso a
roda de corrida (MA e A) durante a gestacdo até o 14° dia da lactacdo, e também foram
quantificadas as variaveis de AFV. Dados referentes a ninhada de cada rata, antes do ajuste do
n de filhotes para 8, estdo presentes na tabela 2. A partir do 14° dia de lactacéo, todas as rodas
foram travadas evitando que os filhotes se machucassem na roda de corrida. O desmame foi

realizado aos 21 dias de idade da prole.

‘ Desmame ‘ | 28 dias de idade | 62 dias de idade
\ Adaptacdo a Adaptagdo
.o GAFVM | Gestacdo | | Lactagdo | a GAFV | Anadlise comportamental |
P " ; X
7 ( 30 dias 21 dias \( 21 dias 7 dias [ 34 dias )
-Progenito;as (n=9) \ y: ) \ v J
-Massa corporal: 220-260g; Avaliagdo do peso e 14 dias de idade prole
-Idade: 85-95 dias consumo materno da prole Total de Mdes Total de filhotes Grupos sociais
Travamento das rodas X . 3(n)
de corrida Muito ativas (n=3) > J(n) § 3(n)
3 (n)

Ativas (n=3) — 9 (n) § gf:;

3(n)

Roda travada (n=3) — 9(n) < gf:;
3(n)

Figura 1. Desenho experimental. Gaiola de atividade fisica voluntaria materna (GAFVM); Gaiola de atividade

g

fisica voluntaria (GAFV). Fonte: elaboracdo préopria

Figura 2. Dimensdes da gaiola de atividade fisica voluntaria materna (a); Roda de corrida (b), Esquema do
funcionamento do ciclocomputador com os sensores [Cataye, model CC-VL810, Osaka, Japan] (c).

Tabela 1. Classificacdo dos grupos experimentais de acordo com a atividade fisica diaria (distancia percorrida,
gasto caldrico e tempo de atividade) na roda de corrida.

Grupos Distancia percorrida Gasto calorico Tempo de atividade
experimentais (km.dia?) (km.st.dia?) (min.dia?)
Ativo 3 >1.0<5.0 >10.0<40.0 >20<120.0
Muito Ativo 3 >5.0 >40.0 >120.0

(SANTANA MUNIZ et al., 2014)
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Tabela 2. Descrigao das caracteristicas da ninhada de ratas muito ativas (n=3), ativas (n=3) e roda travada (n=3),
antes do ajuste do n para 8 filhotes por ninhada

Grupos experimentais
Muito ativas Ativas Roda travada

Caracteristica

da ninhada Ratal Rata2 Rata3 Ratal Rata2 Rata3 Ratal Rata?2 Rata3
Numero de 15 13 10 13 13 10 14 11 10
filhotes
Peso (g) 90 108 67 77 89 75 129 99 91
Namero de 6 5 7 7 10 3 7 8 6
machos
Ndmero de 9 8 3 6 3 7 7 3 4
fémeas

Fonte: elaboracédo propria

3.3 PARAMETROS RELACIONADOS AO CONSUMO ALIMENTAR MATERNO

3.3.1 Peso corporal e consumo alimentar
O registro do peso corporal e consumo alimentar das ratas foi realizado a cada trés dias

durante o periodo de adaptacdo, gestacdo e lactacdo utilizando uma balanca Marte (BL3200H)
com precisdo de 0,01g. O percentual de ganho de peso corporal (%GPC) foi calculado da
seguinte forma: %GPC = (Peso corporal final (g) x 100/Peso corporal inicial (g)) —
100. O célculo do consumo alimentar (g) foi determinado pela diferenca entre a quantidade de
racao ofertada e a quantidade de racgdo restante, trés dias apds a oferta. A ingestdo calorica foi
calculada através da multiplicacdo da quantidade de ragdo ingerida, durante os periodos de
adaptacdo, gestacao e lactacdo, pelo valor calérico da racdo ingerida. As ratas consumiram
durante todo o experimento racdo padrdo de biotério da marca NUVILAB CR1 (Quimtia S.A.),
e sua composicdo quimica estéa descrita na tabela 3.

3.3.2 Necessidade energética e de consumo
A necessidade energética das ratas foi calculada através da seguinte formula:

Hicat = Myeqr x PV275. Onde Hical refere-se a necessidade energética para a manutencio do
metabolismo basal, Mkca a valores de referéncia para mantenga em condi¢6es basais segundo o
Concelho Nacional de Pesquisa de Nutricdo de Animais de Laboratério (EUA) (1995),
expressos na tabela 4; e PV®™ ao peso metabolico que equivale a raiz quarta do peso corporal
elevado ao cubo. A quantidade de dieta necessaria a ser ingerida pelas ratas foi calculada a
partir da divisdo da necessidade energetica pelo valor caldrico (tabela 3) da racéo ofertada. O
calculo da variacdo percentual foi realizado entre os valores referentes as necessidades e a
quantidade de racéo e calorias ingeridas pelas ratas durante os periodos de adaptacao, gestacao

e lactacdo.
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Tabela 3. Composicao quimica da ragdo padrao de biotério NUVILAB CR1 (Quimtia S.A.) usada durante todo o
experimento

Composic¢éo guimica Racdo NUVILAB CR1
Proteina (N x 6,25) (g/100 g) 22,51
Carboidrato (g/100 g) 56,30
Lipideos (g/100 g) 5,12
Humidade e substancias volateis 9,26
(9/100 g)

Cinzas (g/100 g) 6,81
Energia total (kJ/g) 15,10
Energia total (kcal/g) 3,61
Proteina (% VET) 24,92
Carboidrato (% VET) 62,33
Lipideo (% VET) 12,75

kJ, quilojoule; VET, valor energético total.

Tabela 4. Valores de referéncia de quilocalorias para mantenca em condi¢Bes basais nas diferentes fases
fisioldgicas de ratas

Fase fisiologica Valores de referéncia para mantenca

Manutengdo 114 Kcal
Gestacao 265 Kcal
Lactacdo 311 Kcal

Kcal, quilocaloria; Fonte: Concelho Nacional de Pesquisa de
Nutricdo de Animais de Laboratério (EUA) (1995).

3.4 GAIOLA DE ATIVIDADE FISICA VOLUNTARIA (GAFV)

Apdbs o desmame da prole (21 DPN), todos os animais continuaram recebendo racéo
padrdo de biotério durante todo o experimento. De acordo com a similaridade do peso corporal,
foram escolhidos trés ratos machos de cada ninhada (n total de filhotes=27) para a formacéo
dos grupos sociais, que foram transferidos para as GAFV. As GAFV séo gaiolas de acrilico
transparente com 60 cm de largura, 50 cm de altura e 80 cm de comprimento (Figura 3). A
GAFV, comporta 3 animais, com 3 rodas de corrida para a pratica de AFV de forma simultanea.
A identificacdo dos animais foi feita através da marcacédo da calda por uma tinta atoxica (violeta
genciana). Os animais foram submetidos a 7 dias de adaptacdo (21 aos 27 DPN) a GAFV. Apds
a adaptacdo, os animais foram filmados durante o ciclo escuro (12 horas por dia) por um periodo
de cinco semanas (28 aos 62 DPN) (figura 1). As filmagens foram realizadas por uma camera

de infravermelho, conectada a um computador que armazenou as filmagens para analise.

a) ) b)

50 cm

[~

80 cm

Figura 3. Gaiola de Atividade Fisica VVoluntaria (GAFV) com trés rodas de corrida (a). Exemplo de imagem obtida
a partir das filmagens (b). Fonte: Figura “a” BENTO-SANTQOS, 2016; Figura “b” MARTINS, G.W., 2022.



38

3.5 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS DA PROLE

Para a anélise comportamental foi utilizado um contador de eventos e marcador de
tempo (Figura 4) (linguagem de programacdo C ++ e biblioteca Open CV 2.4.9). A mensuragédo
manual de comportamentos dos trés ratos foi realizada simultaneamente na GAFV a cada hora
(das 8:00hs as 20:00hs). Com isso, o tempo despendido em diferentes comportamentos, como
brincadeira social (BS) (PANKSEPP, 1981), atividade fisica voluntaria na roda (AFV) e
atividade espontanea (AFE) (GARLAND et al., 2011) foram quantificados diariamente dos 28
aos 62 DPN. Estes comportamentos estdo descritos na tabela 5. Todas as andlises
comportamentais foram realizadas pelo mesmo pesquisador e todo o estudo ocorreu de forma
duplo-cega. Um total de 21 filhotes foram analisados, sendo 6 provenientes de MA,9de Ae 6
de RT.

Dados secundarios foram incluidos no estudo atual, de filhotes provenientes de maes
mantidas em gaiolas padrdo de biotério (33x40x17cm), sendo 0 nosso grupo controle (n=9). Os
filhotes passaram por todos os procedimentos citados anteriormente, sendo utilizados os dados
referentes ao tempo despendido em BS e AFV na roda, dos 28 aos 62 DPN. As analises
comportamentais foram realizadas utilizando o mesmo software e diretrizes para quantificacdo
do tempo despendido em BS e AFV, evitando disparidades entre as analises do estudo atual e
da base de dados secundéaria. Dados referentes a atividade fisica espontanea e componentes da
BS néo foram utilizados.

e =)

EIRE ESTA JAMELA ADERTA PARA O FUNCIONAMENTO DO PROGRANAY

Figura 4. Software marcador de tempo construido na linguagem de programagédo C ++ e com a biblioteca OpenCV.
Fonte: BENTO-SANTOS, 2016
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Tabela 5. Caracteristicas dos comportamentos relacionados a atividade fisica na prole durante a infancia e
juventude de ratos.

Comportamentos Caracteristicas

Brincadeira Social (BS) Corresponde a forma inicial de interagdo social com intenso contato fisico, sem um
parceiro especifico. As interagdes ocorrem de forma aleatdria, sem uma intencéo
especifica ou objetivo final. Esse tipo de interacdo inicia, normalmente, quando um
rato (atacante) toca, ou tenta tocar, a nuca de seu parceiro com o focinho (ataque
ludico, AL), enquanto o parceiro (recipiente) usa varias manobras para evitar ou se
libertar desse contato. Durante estes encontros, € comum um dos animais
(dominado) assumir uma postura deitada com a superficie dorsal em contato com
0 chdo (postura supina de defesa, PS), enquanto um outro animal (dominante)
permanece sobre ele (VANDERSCHUREN et al., 1995). Essa relagdo dominante-
dominado muda de forma constante durante esse tipo de interagdo social. Porém,
com o avancar da idade, esta aleatoriedade reduz e os animais tendem a responder
de forma mais eficiente aos ataques lddicos, assumindo a postura de defesa em pé
(boxe), com contra-ataques e revertendo a PS (PELLIS e PELLIS, 1990).

Atividade Fisica Corresponde ao comportamento de corrida na roda sem qualquer tipo de reforco

Voluntéaria na Roda ou motivacdo por fatores externos (GARLAND et al., 2011).

(AFV)

Atividade Fisica Corresponde a atividades de vida diéria que demandam um dispéndio energético

Espontanea (AFE) acima dos niveis de repouso (GARLAND et al., 2011). AFE é a soma de
movimentos livres na gaiola, exploracdo ambiental e deslocamentos fora da roda
de corrida.

Fonte: MARTINS, G.W., 2019

Durante a BS, alguns comportamentos associados a motivacdo e maturacdo da
expressao de comportamentos sociais foram quantificados diariamente dos 28 aos 62 DPN.
Foram quantificados: o nimero de ataques ludicos (AL), postura supina de defesa (PS), postura
em pé de defesa (boxe) (Figura 5), contra-ataques e reversdo da PS (RPS) (Tabela 5). A partir
da quantificacdo diaria do niamero de AL, identificamos a motivacao para inicio da BS. Com a
quantificacdo diaria da frequéncia de adoc¢do da PS, postura em pé de defesa ou boxe, contra-
ataque e RPS foi identificada a maturacdo da expressdo comportamental durante a BS. A
quantificacdo destes comportamentos foi realizada individualmente para cada animal em seu

grupo social.

Figura 5. Representacdo de Ataque ladico (AL) langado na nuca do parceiro pelo animal atacante (A; a) e adocéo
da postura supina (PS) pelo rato recipiente (A; b). O rato que recebe o AL realiza uma rotacdo completa do tronco
ficando de decubito dorsal (PS), com o outro rato sobre ele. Postura de defesa em pé ou boxe (B), os ratos ficam
em pé sobre as patas traseiras de frente um para o outro, movimentando rapidamente as patas dianteiras ou tentando
desequilibrar o parceiro (B; a, b) para alcancar sua nuca (B; c, d).

Fonte: figura A adaptada de VVanderschuren e Trezza (2014) Copyright (2013), com a permissdo da Springer Nature
(ndmero da licenca: 4504410079286). Figura B adaptada de PELLIS et al. (1997) Copyright (2018), com a
permissdo da Elsevier (nimero da licenga: 4463021197417).
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3.5.1 Categorizacao da prole referente ao tempo despendido em comportamentos ativos e
a expressao de comportamentos sociais durante a brincadeira

Os valores utilizados para a categorizacdo diaria quanto ao tempo despendido em
comportamentos ativos dos animais estdo presentes na tabela 6. Atraves do calculo da mediana
de todos os animais (n = 30), incluindo dados secundarios, e identificacdo dos percentis 25 e 75
para o tempo de AFV e BS dos 28 aos 62 DPN, os filhotes de forma individual foram
classificados diariamente em pouco, ativo e muito ativo. Para o calculo da mediana e
identificacdo dos percentis 25 e 75 para o tempo de AFE, foi considerado apenas os dados de
tempo da prole de ratas MA, A e RT (n = 21) dos 28 aos 62 DPN, sem a inclusdo de dados
secundarios.

Os valores utilizados para a categorizacdo diaria dos animais quanto a expressao de
componentes da BS estdo presentes na tabela 7. A categorizacdo foi realizada a partir do calculo
da mediana da prole de ratas MA, A e RT (n = 21), e dos percentis 25 e 75 do numero diario de
vezes que foram expressos AL, PS, AL seguidos de PS, boxe, contra-ataque e RPS, permitindo
a classificacdo dos filhotes em baixo, médio e alto numero de expressao desses componentes

da BS dos 28 aos 62 DPN.

Tabela 6. Classificacdo dos filhotes de acordo com o tempo diario despendido em atividade fisica voluntéria,
espontanea e brincadeira social, dos 28 aos 62 dias.

Comportamentos ativos Tempo diario despendido (min.dia)

Pouco ativo Ativo Muito ativo
Atividade fisica voluntaria (AFV) <20,63 > 20,63 <31,32 > 31,32
Atividade fisica espontanea (AFE) <9,94 >094<21,12 >21,12
Brincadeira social (BS) <12,24 >12,24 <17,48 > 17,48

Fonte: elaboragdo propria

Tabela 7. Classificacdo dos filhotes de acordo com o nimero de vezes em que foram expressos comportamentos
sociais durante a brincadeira social, dos 28 aos 62 dias.

Numero de vezes que foi observado

Comportamento social

Baixo Médio Alto
Ataque ludico (AL) <38 >38<51 >51
Postura supina (PS) <18 >18<28 > 28
Ataque ladico seguido de postura <13 513 <22 599

supina (ALPS)

Reverséo da postura supina (RPS) 0 >0<2 >2

Boxe (postura de defesa em pé) 1 >1<3 >3

Contra-ataques 2 >2<3 >3
Fonte: elaboragdo propria

3.6 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados através do SPSS versdo 23 (IBM® SPSS Statistics) e os
graficos foram montados no GraphPad Prism 7® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

Dados maternos estdo expressos de forma individual e a média do grupo, de acordo com o nivel
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de AFV. Para identificar a frequéncia diaria de classificagdo dos filhotes, de acordo com a
expressdo de comportamentos ativos e sociais, foi utilizado o teste de Qui-quadrado de
associacdo. O teste do Qui-quadrado de Pearson foi utilizado para verificar a associacdo global
entre a frequéncia diaria de classificacdo dos filhotes em uma das categorias e o nivel de
atividade fisica materna. Para verificar a associacdo local, foram considerados os valores
residuais padronizados ajustados para cada célula. Dados da prole estdo expressos de acordo
com a frequéncia observada da classificacdo dos filhotes durante o periodo dos 28 aos 62 dias
pos-natal.

O teste Kolmogorov-Sminorv foi utilizado para identificar se os dados da prole,
referentes aos comportamentos analisados, apresentaram distribui¢do normal. Apo6s identificar
que os dados ndo possuiam distribuicdo normal, foi realizada a transformacao logaritmica. Para
a comparacdo entre os grupos do tempo despendido em AFV, AFE, BS e comportamentos
sociais, foi utilizado a média e o desvio padrdo, analisado pelo teste de variancia ANOVA de
duas vias seguido do teste de comparagdes maltiplas TUKEY, tendo como fatores o nivel de
atividade fisica materna e idade da prole. Os resultados foram considerados significantes para
valores com alfa de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS
4.1 ATIVIDADE FiSICA VOLUNTARIA E PARAMETROS RELACIONADOS AO
CONSUMO ALIMENTAR MATERNO

Diariamente, foi quantificado o tempo, a distancia e a estimativa de gasto caldrico. Este
acompanhamento foi feito durante as 4 semanas antes do acasalamento (periodo de adaptacéo),
a gestacdo e até o 13° dia de lactacdo (Figura 1). Ratas, apés o 12° dia de adaptacdo,
apresentaram padrdes distintos de AFV, permitindo a classificacdo em A (n=3) e MA (n=3)
(SANTANA MUNIZ et al., 2014). Dos 12 aos 30 dias de adaptacéo, ratas MA despenderam entre
50,2 — 447,8 minutos por dia, enquanto que as ratas A de 23,97 - 211,62 minutos em corrida na
roda por dia (Figura 1.a). A distancia percorrida diariamente por ratas MA variou de 2,26 -
30,32 km e A de 0,94 a 11,53 km, dos 12 aos 30 dias de adaptacdo (Figura 1.b). A estimativa
de gasto calorico por dia em ratas MA variou de 5,6 — 186 km.s*.dia’ e A de 1,6 - 65 km.s"
! dia! durante o periodo de adaptagdo (Figura 1.c).

Tanto as ratas MA como A, reduziram a média diaria dos parametros de AFV de forma
similar com o inicio da gestacdo e durante os 13 primeiros dias de lactacdo. Durante o periodo
de adaptacéo e gestacéo as ratas MA e A reduziram respectivamente em: 67% e 72% o tempo,
85% e 80,6% a distancia percorrida, 86,3% e 83,3% a estimativa de gasto caldrico. Durante o
periodo de adaptacdo e lactacdo, ratas MA e A reduziram respectivamente em: 87% e 82% o
tempo despendido em AFV, 92,6% e 94% a distancia percorrida, 97% e 96% a estimativa de
gasto calorico (figura 1.c).

O peso corporal e o percentual de ganho de peso durante o periodo de adaptacao,
gestacdo e lactacdo estdo representados na figura 2. Ao longo do periodo de adaptacgdo, o0 peso
corporal das ratas aumentou gradativamente. Uma das ratas do grupo MA manteve seu peso
corporal inferior ao das outras ratas (MA, A e RT), durante o periodo de adaptacéo,
apresentando um ganho de aproximadamente de 3,4 g a cada 3 dias (Figura 2.a). Ao longo da
gestacéo foi observado um aumento do peso corporal de todas as ratas principalmente a partir
do 10°dia, (Figura 2.a). Uma rata MA manteve seu peso corporal préximo a 200g do 1° ao 10°
dia de gestacéo, atingindo um peso de 265g ao final da gestacao (Figura 2.a). A partir do 1° dia
de lactacdo todas as ratas apresentaram reducdo do peso corporal, com aumento gradativo ao
longo dos dias, onde uma das ratas MA manteve seu peso corporal sempre abaixo das demais

e préximo a 200g (Figura 2.a).
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gestacdo e lactagdo. Durante o periodo de adaptagdo as ratas foram cl assificadas em muito ativas (n=3 ) e ativas (n=3). Os

valores estédo representados individualmente para cada rata e como média.

O percentual do ganho de peso de duas ratas MA aumentou em 44,18% e 59,73%, do

1° ao 4° dia de adaptacdo (Figura 2.b). Em ratas A, ocorreu um ganho de peso corporal de
33,79%, 55,74% e 57,42%, e em duas ratas RT os ganhos foram de 3,23% e 7,06%, do 1° ao 4°

dia de adaptacdo. Do 4° - 7° dia de adaptagdo uma rata MA ganhou 30,6% de peso corporal.

Dos 19 aos 30 dias de adaptacdo, o ganho de peso das ratas ndo passou dos 10% e os valores

de perda de peso foram inferiores a 2,69% (Figura 2.b).
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Figura 2. Gréafico do Peso corporal e Percentual de ganho de peso materno
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valores estdo representados como média do grupo e valores unitérios de cada rata.

Do 1° ao 4° dia de gestacao foi observado ganho de peso nas ratas MA (4,79% - 6,46%),
A (6,46% - 12,93%) e RT (4,9% - 10,19%). Ratas MA e RT ganharam cerca de 10,29% a
16,06% de peso corporal do 10° ao 13° dia de gestacdo. Do 1° ao 13° dia de lactacdo foi
observado maior ganho de peso corporal em uma das ratas RT, proximo a 13% (Figura 2.b).
Na lactacéo, reducdes de peso corporal mais acentuadas ocorreram principalmente em ratas MA
do 10° - 13° dia (reducéo de 7,43% - 9,62%) e do 16° — 19° dia (reducéo de 14,85%) (Figura
2.b).
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O consumo alimentar de ratas MA, A e RT durante o periodo de adaptacédo, gestagdo e
lactacdo esta representado na figura 3.a. No 7° dia de adaptacdo todas as ratas A e duas MA
apresentaram valores de consumo superior ao de ratas RT, com valores proximos a 80g de racédo
ingerida. Apds o 13° dia de adaptacdo, o consumo alimentar de ratas MA e A foi superior ao de
ratas RT até o final do periodo de adaptacdo, onde as ratas MA consumiram aproximadamente
84,679 e A 78g de ragdo. O consumo de racdo por ratas RT ficou proximo a 57,55¢g durante
todo o periodo de adaptacéo.

Figura 3. Gréafico do consumo alimentar e Necessidade de consumo de racdo materno

Consumo alimentar
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e lactacdo. Os grupos foram constituidos por ratas muito ativas (MA, n=3), ativas (A, n=3) e roda travada (RT, n=3). Os
valores estdo representados como média do grupo e valores unitarios de cada rata.

Ratas RT durante a gestacdo aumentaram de forma gradativa o seu consumo alimentar,

ingerindo no inicio da gestacdo aproximadamente 59,5¢ e ao final 99,679 de racao (Figura 3.a).
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Do 7° ao 16° dia de gestacdo, o consumo de racdo de duas ratas MA foi de 102 — 1429 de racéo
ingerida neste periodo. Apds o0 16° dia de gestacdo as duas ratas MA reduziram o seu consumo
para valores proximos a 72,5g de racdo. Diferente das outras duas ratas MA que aumentaram
seu consumo a partir do 7° dia de gestacdo, uma rata MA reduziu seu consumo de 69 para 55¢
do 7° ao 13° dia de gestacdo, com posterior aumento para 93g. No 4° dia de gestacdo uma das
ratas A consumiu 123g de racdo, e a partir do 7° dia aumentou gradativamente de 92 para 122g
até o 16° dia, com reducéo aos 19 dias de gestacao para 47,5g.

Durante a lactacdo todas as ratas passaram a consumir mais racdo, sendo observado
aumento mais acentuado em ratas RT e A no 1° dia de lactacdo (Figura 3.a). O consumo de
racao de ratas RT aumentou de 122 - 1369 no inicio da lactacdo, para 250 - 270g no 16° dia de
lactacdo. Ratas A aumentaram sua ingestdo de 102 - 127g no 1° dia, para 228 - 245g no 16°dia
de lactacdo. Duas ratas MA do 1° ao 7° dia de lactacdo aumentaram seu consumo de 899 para
203,5g, e aos 13 dias de lactacdo passaram a consumir de 232 - 248g de racdo. Aos 16 dias de
lactacdo estas duas ratas MA reduziram seu consumo para valores proximos a 208,5g. Durante
toda a lactacdo, uma rata MA manteve seu consumo alimentar inferior ao de todas as outras
ratas, com aumento gradativo de 84g no 1° dia para 175¢g ao final do periodo.

Durante a lactacdo todas as ratas passaram a consumir mais racdo, sendo observado
aumento mais acentuado em ratas RT e A no 1° dia de lactacdo (Figura 3.a). O consumo de
racao de ratas RT aumentou de 122 - 1369 no inicio da lactacdo, para 250 - 270g no 16° dia de
lactacdo. Ratas A aumentaram sua ingestdo de 102 - 127g no 1° dia, para 228 - 245g no 16°dia
de lactacdo. Duas ratas MA do 1° ao 7° dia de lactacdo aumentaram seu consumo de 899 para
203,5g, e aos 13 dias de lactacdo passaram a consumir de 232 - 248g de racdo. Aos 16 dias de
lactacdo estas duas ratas MA reduziram seu consumo para valores proximos a 208,5g. Durante
toda a lactacdo, uma rata MA manteve seu consumo alimentar inferior ao de todas as outras
ratas, com aumento gradativo de 84g no 1° dia para 175¢g ao final do periodo.

A partir do célculo do quanto as ratas deveriam ingerir de racdo para manutencdo do
metabolismo basal, foi observado que a pratica de AFV (MA e A) e a exposic¢do a uma gaiola
mais ampla (RT) resultou em aumento do consumo de ragédo (Figura 3.b). Ratas MA, A e RT
consumiram durante o periodo de adaptacdo de 2 — 4 vezes mais ra¢do do que a quantidade
necessaria para a manutencdo do metabolismo basal. Na gestacdo, as ratas MA, A e RT
ingeriram de 2 — 3 vezes mais racdo do que 0 consumo necessario para manutencdo do
metabolismo basal. Durante a lactacéo, ratas MA e A ingeriram de 4 - 5 vezes mais racdo do
que os valores calculados a partir de condigdes basais, j& ratas RT consumiram de 4 — 7 vezes

mais.
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A ingestdo calorica de ratas MA, A e RT durante o periodo de adaptacdo, gestacdo e
lactacdo esta representada na figura 4.a. Do dia 1 ao 4 de adaptacdo, ratas MA (n=2) e A (n=2)
apresentaram valores de ingestao calérica menores do que as de ratas RT (Figura 4.a). Ap0s o
13° dia de adaptacdo a ingestdo caldrica de ratas MA (294,3 kcal/g) e A (278,31 kcal/g)
apresentou valores superiores ao de ratas RT (207,74 kcal/g) até o final do periodo.

Figura 4. Gréafico da ingestao calorica e necessidade calorica materna
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grupos foram constituidos por ratas muito ativas (MA, n=3), ativas (A, n=3) e roda travada (RT , n=3). Os valores estdo
representados como média do grupo e valores unitarios de cada rata.

Durante a gestagdo, ratas RT aumentaram de forma gradativa a sua ingestdo calorica,
ingerindo no inicio da gestacdo aproximadamente 214,8 kcal/g e ao final 359,8 kcal/g de racéo
(Figura 4.a). Do 7° ao 16° dia de gestacdo, a ingestdo caldrica de duas ratas MA apresentou

valores superiores ao de ratas A e RT, variando de 418,76 — 499,99 kcal/g neste periodo. Apds
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0 16° dia de gestacdo duas ratas MA reduziram sua ingestao calorica para valores proximos a
261,73 kcal/g até o final da gestagéo.

Diferente das outras duas ratas MA, que aumentaram a ingestdo calérica a partir do 7°
dia de gestacdo, uma rata MA reduziu seu consumo de 238,26 para 198,55 kcal/g, do 7° ao 13°
dia de gestacdo, com posterior aumento alcangando valores proximos ao de ratas RT (281,58 -
335,73 kcal/g). No 4° dia de gestacdo uma das ratas A consumiu 444,03 kcal/g, e sua ingestéo
caldrica a partir do 7° dia se aproximou ao de duas ratas MA, aumentando gradativamente de
332,12 para 440,42 kcal/g aos 16 dias de gestacdo. A partir dos 19 dias de gestacdo, esta rata A
reduziu seu consumo de calorias para 171,48 kcal/g.

Durante a lactacdo todas as ratas aumentaram sua ingestdo calorica, sendo observado
aumento mais acentuado em ratas RT e A no 1° dia de lactacdo (Figura 4.a). O consumo de
calorias pelas 3 ratas RT aumentou de 440,42 — 490,96 kcal/g no inicio da lactacdo, para
1018,02 — 1108,27 kcal/g no 16° dia de lactacdo. As ratas A aumentaram gradativamente de
368,22 — 458,47 kcal/g no 1° dia para 844,74 — 924,16 kcal/g no 16°dia de lactagdo a sua
ingestdo de calorias. A ingestdo de calorias das ratas quando comparado as necessidades
caldricas para manutencdo do metabolismo em condicgdes basais (figura 4.b), foi superior em

todos os periodos analisados.

4.2 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS RELACIONADOS A ATIVIDADE FiSICA
DA PROLE

Dos 28 aos 62 dias de idade, os filhotes foram classificados em pouco ativo, ativo e
muito ativo em funcdo do tempo despendido nos comportamentos de AFV, AFE e BS. A
frequéncia observada de classificacdo dos filhotes de mdes MA, A, RT e C esté representada
na figura 5. A classificacdo da prole em uma das categorias, referente ao tempo despendido em
comportamentos ativos, foi associada a pratica de atividade fisica materna (p<0,05). A prole de
rata A foi a que apresentou a maior frequéncia observada de classificacdo em muito ativos
(41,6%, n=131) para a AFV, com residuo padronizado ajustado de +8,2 (figura 5.a). Dos
filhotes classificados como ativos para AFV, a prole de rata RT foi a que apresentou maior
frequéncia observada (70%, n=147) com residuo padronizado ajustado de +6,5 (figura 5.a).
Animais classificados como pouco ativos para AFV, com maior frequéncia observada foram
provenientes de ratas C (46,3%, n=146) com residuo padronizado ajustado de +10,4 (figura
5.a).

Com relacdo a AFE, filhotes de ratas RT foram os que apresentaram maior frequéncia

observada de classificagdo como muito ativos (67,6%, n=142), com residuo padronizado
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ajustado de +16,9 (figura 5.b). Dentre os ratos classificados como ativos para AFE, animais
provenientes de maes A apresentaram maior frequéncia observada (64,8%, n=204) com residuo
padronizado ajustado de +7 (figura 5.b). A frequéncia de classificacdo de ratos em pouco ativo
para AFE, foi maior em filhotes provenientes de médes MA (53,3%, n=112), com residuo
padronizado ajustado de +11,1 (figura 5.b).

Figura 5. Gréfico da frequéncia de classificagdo dos filhotes quanto ao tempo despendido em

comportamentos ativos

a) Nivel de Atividade Fisica Voluntaria da prole b) Nivel de Atividade fisica espontanea da prole
influenciado pela préatica de atividade fisica materna influenciado pela pratica de atividade fisica materna
BN prole pouco ativa T—J Prole muito ativa W prole pouco ativa T Prole muito ativa
200 Prole ativa 2257 Prole ativa
b

175 200

1504 ¢ d 1754
G LR < 1507 c
© <
S 5 125 a
£ 100 £
S S 100

o

g 757 -
w w

50 50

0- L 0- —_ -_—
T T T T T T T
Muito ativa Ativa Roda travada Controle Muito ativa Ativa Roda travada
Nivel de Atividade fisica materna Nivel de Atividade fisica materna
c) Nivel de Brincadeira Social da prole influenciado

pela pratica de atividade fisica materna

EEE prole pouco ativa C—1 Prole muito ativa

225+ Prole ativa d
200 -
175 - c
< 1504 b
125 - a

100

Frequéncia (n)

75
501
25 I
0- — —_—
T T T T
Muito ativa Ativa Roda travada Controle

Nivel de Atividade fisica materna

Frequéncias observadas da classificacdo da prole em pouco, ativa e muito de acordo com o tempo despendido em
Atividade Fisica Voluntéria (a), Atividade Fisica Espontanea (b) e Brincadeira Social (c) , dos 28 aos 62 dias de
idade, em funcédo da prética de atividade fisica materna. Os grupos foram compostos pela prole de ratas muito
ativas (n=6), ativas (n=9), roda travada (n=6) e controle (n=9). Qui-quadrado de Pearson; p (associac¢do global) <
0,05 e Residuo Padronizado Ajustado (RPA , associacdo local). a indica RPA > 1,96 associagdo entre a
classificacdo da prole e mde muito ativa. b indica RPA > 1,96 associacdo entre a classificacdo da prole e mée
ativa. ¢ indica RPA > 1,96 associacdo entre a classificagdo da prole e mée de roda travada. d indica RPA > 1,96
associacdo entre a classificagdo da prole e mée controle.
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Quanto a BS, os filhotes de ratas MA (55,7%, n=117) e A (45,7%, n=144) apresentaram
a maior frequéncia observada de classificagdo em muito ativos, com residuo padronizado
ajustado de +11,5 e +10,2 respectivamente (figura 5.c). Filhotes classificados como ativos para
a BS, foram com maior frequéncia observada (79,5%, n=167) provenientes de ratas RT e o
valor residual ajustado padronizado foi de +9,6 (figura 5.c). A frequéncia observada de
classificacdo em pouco ativo para BS, foi maior entre filhotes provenientes de ratas C (68,9%,
n=217), com valor residual de +21,5 (figura 5.c).

No apéndice A, encontram-se as figuras suplementares (figura S) com relacdo ao tempo
médio diario despendido em AFV, BS e AFE, que serviram de base para a classificagdo da prole
e comparagdo entre os grupos dos 28 aos 62 DPN. O tempo médio em minutos despendido em
AFV prole de médes MA, A, RT e C, dos 28 aos 62 DPN, ficou proximo a 27,02, 32,01, 27,28
e 22,41 minutos, respectivamente (figura S1). A idade dos animais apresentou efeito sobre o
tempo despendido em AFV pela prole [F(34, 910) = 48,3; p = 0,0001; n%= 0,64]. Durante o
periodo dos 28 aos 36 DPN foi o periodo em que os animais despenderam mais tempo em AFV
(figura S1). A média diaria de tempo de AFV da prole de rata MA foi marcada por oscilacdes,
nos dias em que ocorreram redugdes na média de tempo despendido em AFV (37, 40, 46, 49 e
57 DPN), a média ficou proxima & 20 minutos. Filhotes de mdes MA despenderam
aproximadamente 28,67 minutos em AFV dos 43 aos 56 DPN, reduzindo dos 57 aos 62 DPN
para 20,09 minutos.

Na prole de rata A, ocorreu reducao do tempo médio despendido em AFV de 63,2 para
29,94 minutos, dos 28 aos 37 DPN (figura S1). Dos 37 aos 49 DPN, o tempo médio despendido
em AFV pela prole de ratas A ficou préximo a 30,59 minutos de forma quase constante. Apos
esse periodo, aos 50 DPN o tempo médio de AFV reduziu para 25,5 minutos, atingindo aos 56
DPN um tempo médio de 20,26 minutos. Na prole de rata RT, ocorreu reducdo do tempo médio
despendido em AFV de 49,54 para 28,42 minutos, dos 28 aos 31 DPN (figura S1). Apoés a
reducdo observada no dia 34, até os 50 DPN, o tempo médio despendido em AFV pela prole de
ratas RT ficou préximo a 26,09 minutos de forma quase constante. Dos 50 aos 62 DPN o tempo
médio de AFV ficou proximo a 23,35 minutos.

A prole de ratas C reduziu o tempo médio diario de AFV de 32,99 para 19,75 minutos,
dos 28 aos 36 DPN (figura S1). Dos 36 aos 56 DPN, o tempo medio ficou proximo a 19,55
minutos. Dos 57 aos 62 DPN, a média diaria de AFV da prole proveniente de maes C aumentou
para aproximadamente 28,42 minutos por dia.

A prética e o nivel de atividade fisica materna apresentaram efeito sobre o tempo
despendido em AFV pela prole [F(3, 910) = 187,6; p = 0,0001; n%= 0,38] (figura S1). Filhotes
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de mées A quando comparados as proles de ratas MA, RT e C, despenderam mais tempo em
AFV na maior parte dos dias analisados. Durante o periodo dos 28 aos 49 DPN a prole de ratas
A despendeu tempo medio proximo a 37,48 £ 10,05 minutos, enquanto a prole de ratas MA
28,74 £ 7,25 minutos, RT 27,28 £ 7,56 minutos e C 22,41 + 4,93 minutos. A prole de ratas MA
quando comparada a de m@e RT, apresentou diferengas pontuais no tempo médio despendido
em AFV, ficando acima ou abaixo de forma transitéria (figura S1). Em um total de 21 dos 35
dias analisados, as proles de ratas MA e RT despenderam mais tempo em AFV do que a prole
de ratas C.

O tempo médio diario em minutos despendido em BS pela prole de mdes MA, A, RT e
C, dos 28 aos 62 DPN, ficou proximo a 22,12, 20,88, 12,17 e 8,36 minutos, respectivamente
(Figura S2). A idade dos animais apresentou efeito sobre o tempo despendido em BS [F(34,
910) = 5,105; p = 0,0001; n%=0,16]. Com o avancar da idade a prole de MA, apresentou uma
trajetoria de aumento no tempo médio de BS a partir dos 30 DPN (15,69 + 1,91 minutos) com
reducdes pontuais até os 46 DPN (28,18 + 3,46 minutos) (figura S2). Dos 46 aos 56 DPN foi 0
periodo em que a prole de ratas MA mais despendeu tempo em brincadeira, com o tempo médio
diario permanecendo acima de 22,75 minutos. Ao final do periodo, dos 58 aos 62 DPN, o tempo
despendido em BS manteve-se proximo a 23,33 + 4,23 minutos pela prole de ratas MA. A prole
de rata A apresentou menos variagdes no tempo médio despendido em BS com o avancar da
idade (figura S2). Apds os 28 DPN (26,43 + 6,91 minutos) a média de tempo despendido em
BS pela prole de ratas A reduziu, ficando proximo a 18,86 + 2,56 minutos dos 29 aos 40 DPN.
A partir dos 42 DPN, o tempo médio despendido em BS manteve-se praticamente estavel, com
valores préximos a 24,23 + 3,94 minutos até os 62 DPN.

Proles de rata RT dos 28 aos 37 DPN despenderam 12,21 + 1,18 minutos em BS, seguido
por reducdo dos 38 aos 39 DPN (9,49 + 1,81 minutos) (figura S2). Dos 40 aos 62 DPN o tempo
médio diario despendido pela prole de RT em BS ficou proximo a 12,39 + 1,88 minutos. Prole
de ratas C dos 28 aos 34 DPN, despenderam aproximadamente 12,03 minutos em BS, reduzindo
a partir dos 35 até os 40 DPN para valores proximos a 7,55 minutos (figura S2). Dos 41 aos 51
DPN, o tempo despendido em BS por ratos provenientes de mdes C aumentou e manteve-se
guase estavel durante este periodo, com valores préximos a 9,65 + 1,18 minutos. A partir dos
55 DPN, os ratos provenientes de méde C passaram a brincar menos (7,49 +1,18 minutos), com
o0 tempo medio de BS de 3,78 = 1,36 minutos, dos 56 aos 62 DPN.

A prética e o nivel de atividade fisica materna apresentaram efeito sobre o tempo
despendido em BS pela prole [F(3, 910) = 926,2; p = 0,0001; n%= 0,75] (Figura S2). Proles de
mées MA (22,12 + 4,1 minutos) e A (20,88 + 2,47 minutos) quando comparadas a prole de ratas
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RT (12,17 + 1,77 minutos) e C (8,36 + 2,99 minutos) despenderam mais tempo médio diario
em BS, dos 28 até os 62 DPN. O tempo médio diario da prole de mdes MA comparado ao de
filhotes de maes A, foi maior durante o periodo dos 48 — 54 DPN (prole de MA: 26,31 + 2,26
minutos; prole de A: 20,37 = 1,41 minutos). A prole de rata RT apresentou tempo médio
superior despendido em BS quando comparado aos filhotes de mées C, principalmente dentro
do periodo dos 55 — 62 DPN (prole de RT: 12,83 £ 2,44 minutos; prole de C: 4,25 + 1,46
minutos).

A idade dos animais apresentou efeito sobre o tempo despendido em AFE [F(34, 630)
= 2,954; p = 0,0001; n%=0,14] (figura S3). Dos 28 aos 62 DPN a prole de MA despendeu
aproximadamente 12,3 + 1,21 minutos, atingindo aos 36 DPN o tempo médio maximo de 14,24
+ 2,58 minutos. A prole de rata A apresentou dos 28 aos 44 DPN uma média de 15,55 + 1,16
minutos, e a partir dos 45 até os 62 DPN uma média de 13,29 + 0,89 minutos. A prole de rata
RT apds os 30 DPN (20,29 + 2,33 minutos) reduziu o tempo médio despendido em AFE,
chegando a 15,51 + 2,84 minutos aos 37 DPN. Dos 40 aos 44 DPN o tempo médio despendido
em AFE pela prole de RT aumentou, ficando proximo a 19,24 + 2,83 minutos. Aos 48 DPN, a
prole de rata RT despendeu em AFE o tempo médio de 22,27 + 2,53 minutos, e dos 49 aos 62
DPN préximo a 19,97 + 1,04 minutos.

A prética e o nivel de atividade fisica materna apresentaram efeito sobre o tempo
despendido em AFE pela prole [F(2, 630) = 534,1; p = 0,0001; n%=0,63] (figura S3). Quando
comparada a prole de ratas MA com A, diferencas foram observadas em dias alternados, com
a prole de ratas A despendendo mais tempo em AFE do que filhotes de MA. A prole de ratas
RT quando comparadas a prole de MA (12,3 £ 1,21 minutos), despendeu praticamente dos 28
aos 62 DPN mais tempo médio em AFE (18,85 + 1,66 minutos), exceto pelo dia 36 em que ndo
ocorreu diferenca entre as médias. A prole de ratas RT diferiu da prole de A principalmente dos
44 aos 62 DPN, com a prole de ratas RT (19,59 + 1,59 minutos) despendendo mais tempo em
AFE do que a de A (13,37 £ 0,94 minutos).

Durante interacdes sociais na forma de BS pela prole foi quantificado diariamente o
namero de vezes em que ocorreram ataques ludicos (AL), adogdo da postura supina (PS), AL
seguidos de PS (ALPS), reversdo da PS (RPS), boxe e contra-ataques. Os filhotes foram
classificados em baixo, médio e alto nimero de expressdo desses componentes da BS. A
frequéncia observada de classificagcdo dos filhotes de mdes MA, A e RT esta representada nas
figuras 6 e 6.1. A classificacdo da prole em uma das categorias, referente ao nimero de
expressao de AL, PS, ALPS, RPS, Boxe e contra-ataques, foi associado a pratica de atividade

fisica materna (p<0,05). A prole de rata A apresentou a maior frequéncia observada de
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classificacdo em alto (31,7%, n=100) para AL, com residuo padronizado ajustado (RPA) de
+5,7 (figura 6.a). Animais classificados como baixo nimero de AL, com maior frequéncia
observada foram provenientes de ratas MA (40,5%, n=85) com RPA de +5,9 (figura 6.a). As
proles de ratas A e MA apresentaram a maior frequéncia observada de classificacdo em alto
para PS, respectivamente: 34,6%, n=109; RPA +5,8 e 30%, n=63; RPA +2,4 (figura 6.b).
Animais classificados como baixo nimero de PS, com maior frequéncia observada foram
provenientes de ratas RT (58,6%, n=123) com RPA de +11,8 (figura 6.b).

Figura 6. Grafico da frequéncia de classificacdo dos filhotes quanto ao nimero de vezes da

expressao de componentes da Brincadeira Social
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Frequéncias observadas da classificacdo da prole em baixo, médio e alto nimero de expressdo de Ataques Ludicos
(a), Postura Supina (b), Ataques Ludicos seguidos de Postura supina (c) e Reversdes da Postura Supina (d), dos
28 aos 62 dias de idade, em fungdo da prética de atividade fisica materna. Os grupos foram compostos pela prole
de ratas muito ativas (n=6), ativas (n=9) e roda travada (n=6). Qui-quadrado de Pearson; p (associacdo global) <
0,05 e Residuo Padronizado Ajustado (RPA, associacdo local). a indica RPA > 1,96 associacdo entre a
classificacdo da prole e mae muito ativa; b indica RPA > 1,96 associa¢do entre a classificacdo da prole e mae
ativa; ¢ indica RPA > 1,96 associacdo entre a classificacdo da prole e mde com a roda travada.
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A prole de rata A apresentou a maior frequéncia observada de classificagdo em alto para
ALPS (39,4%, n=124), com RPA de +7,9 (figura 6.c). A prole de rata MA apresentou a maior
frequéncia observada de classificagdo em médio nimero de ALPS (52,9%, n=111), com RPA
de +2. A prole de rata RT apresentou a maior frequéncia de classificacdo em baixo numero de
ALPS (51%, n=107), com RPA de +8,8. A prole de rata A apresentou a maior frequéncia
observada de classificacdo em alto (11,7%, n=37; RPA de +6,1) e médio numero para RPS
(75,6%, n=238; RPA de +4,2) (figura 6.d).
Figura 6.1. Grafico da frequéncia de classificacdo dos filhotes quanto ao nimero de vezes da

expressao de componentes da Brincadeira Social (continuagao)
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Frequéncias observadas da classificacdo da prole em baixo, médio e alto nimero da expressdo de Boxe (e) e
Contra-ataques (f), dos 28 aos 62 dias de idade, em fungéo da pratica de atividade fisica materna. Os grupos foram
compostos pela prole de ratas muito ativas (n=6), ativas (h=9) e roda travada (n=6). Qui-quadrado de Pearson; p
(associagdo global) < 0,05 e Residuo Padronizado Ajustado (RPA, associagdo local). a indica RPA > 1,96
associacdo entre a classificacdo da prole e mde muito ativa; b indica RPA > 1,96 associacdo entre a classificacao
da prole e mée ativa; c indica RPA > 1,96 associa¢do entre a classificacdo da prole e mde com roda travada.

A prole de rata A apresentou a maior frequéncia observada de classificagdo em alto
namero para boxe (28,9%, n=91), com RPA de +5,9 (figura 6.1.e). Animais classificados como
médio numero para boxe, com maior frequéncia observada foram provenientes de ratas MA
(47,1%, n=99), com RPA de +3,2 (figura 6.1.e). A prole de rata RT apresentou a maior
frequéncia de classificacdo em baixo numero de boxe (69%, n=145) com RPA de +9,1 (figura
6.1.e). A prole de rata A apresentou a maior frequéncia de classificacdo em alto numero de
contra-ataques (21,9%, n=69), com RPA de +3,9 (figura 6.1.f). A maior frequéncia observada
na classificagdo em baixo numero de contra-ataques ocorreu na prole de MA (67,1%, n=141),
com RPA de +2,8.
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No apéndice B, encontram-se as figuras suplementares (figura S) referentes ao nimero
médio diario de AL, PS, ALPS, RPS, boxe e contra-ataques, que serviram como base para
classificacdo e comparacao entre 0s grupos dos 28 aos 62 DPN. Dados referentes ao nimero
médio diario de ataques ludicos (AL) lancados durante a BS estdo representados na figura S4.
A idade dos animais apresentou efeito sobre o nimero de AL dos 28 aos 62 DPN [F(34, 630)
=15,93; p = 0,0001; n%=0,46] (figura S4). Dos 28 aos 37 DPN a prole de rata MA aumentou o
numero médio de AL lancados de 30 para 42 de forma progressiva. Dos 36 aos 62 DPN, o
numero meédio de AL lancados foi de 41,13 + 5,64 pela prole de ratas MA. A prole de rata A
apresentou maior média de AL lancados dos 28 aos 44 DPN (53,75 + 4,76), quando comparado
ao periodo dos 45 aos 62 DPN (41,51 + 3,78). A média diéria do nimero de AL lancados pela
prole de ratas RT, principalmente dos 28 aos 45 DPN, oscilou entre aumentos (proximos a 55,83
+4,01) e reducdes (proximas a 38,33 + 3,89). Dos 45 aos 54 DPN, a prole RT manteve o numero
médio de AL em 38,27 + 4,52, com aumento pontual aos 55 DPN (54,5 + 5,96) seguido por
reducdo e manutencdo da média em 42,31 + 4,91 até os 62 DPN.

A prética e o nivel de atividade fisica materna apresentaram efeito sobre o nimero de
AL lancados pela prole dos 28 aos 62 DPN [F(2, 630) = 124,1; p = 0,0001; %=0,28] (figura
S4). Na maior parte da infancia e inicio da adolescéncia, periodo correspondente dos 28 aos 43
DPN, a prole de rata MA (38,07 + 5,81) apresentou menor nimero médio de AL lancados
quando comparadas a prole de A (53,76 *+ 4,92) e RT (48,21 + 8,1). Diferencas transitorias
foram observadas entre a prole de médes A e RT, onde filhotes provenientes de maes A
apresentaram maior média do namero de AL lancados (A: 49,74 + 6,21; I: 37,39 + 3,87), dos
28 aos 62 DPN.

Dados referentes a adogdo da Postura supina (PS) estdo representados na figura S5. A
idade dos animais apresentou efeito sobre o nimero de expressao da PS pela prole dos 28 aos
62 DPN [F(34, 630) = 16,65; p = 0,0001; n%=0,47] (figura S5). A prole de rata MA aumentou
progressivamente o nimero médio de adocdo da PS de 9,67 + 3,67 para 25,17 + 3,66, dos 28
aos 36 DPN. Apds uma reducao aos 37 DPN (19 + 4,82), o numero médio de adoc¢éo da PS pela
prole de ratas MA manteve-se em 27,7 + 3,02, dos 38 aos 56 DPN. Filhotes de rata A
aumentaram de 15,33 * 4,47 para 28,22 £ 3,6 0 niUmero médio de ado¢do da PS, dos 28 aos 38
DPN. Aos 41 DPN ocorreu aumento no numero médio de ado¢do da PS (32,78 + 4,12),
mantendo-se até 0s 44 DPN em 30,78 + 2,34. Aos 48 DPN, a prole de rata A reduziu o niUmero
médio de adogdo da PS para 23,22 £ 4,44, e manteve-se em 26,38 * 2,18 até os 62 DPN.

A prole de ratas RT aumentou o numero médio de adogéo da PS de 14,17 + 5,81 (28

DPN) para 21,5 £ 5,43 (34 DPN) com oscilagdes, e apos 0s 34 DPN ocorreu reducdo, atingindo
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valores de 10,5 + 2,74 aos 39 DPN. Dos 41 aos 57 DPN, o nimero médio de adocdo da PS
ficou préximo a 17,8 + 2,28. Dos 58 aos 62 DPN, a prole de rata RT apresentou uma tendéncia
de aumento no numero meédio de adocao da PS, com valores proximos a 22,33 £ 0,86.

A prética e o nivel de atividade fisica materna apresentou efeito sobre o nimero de
adocdo da PS pela prole dos 28 aos 62 DPN [F(2, 630) = 236; p = 0,0001; n%=0,43] (figura S5).
Tanto a prole de rata MA (27,21 £ 3,55) quanto A (26,98 + 2,59) apresentaram maior nimero
médio de adoc¢édo da PS que filhotes de RT (16,67 + 2,62), principalmente dos 35 aos 54 DPN.
Quando comparadas as proles de ratas MA e A ocorrem diferencas em dias pontuais de forma
transitoria.

Dados referentes ao nimero de Ataques ludicos seguidos de Postura supina (ALPS)
estdo representados na figura S6. A idade dos animais apresentou efeito sobre o nimero de
ALPS da prole dos 28 aos 62 DPN [F(34, 630) = 13,58; p = 0,0001; n%=0,42] (figura S6). A
prole de ratas MA aumentou a média do numero de ALPS de 5,33 £ 2,5, aos 28 DPN, para 18,5
+ 3,78 aos 36 DPN de forma progressiva. Ap6s 0s 37 DPN o nimero médio de ALPS da prole
de MA foi de 20,17 + 2,57 até os 62 DPN. A prole de ratas A aumentou o0 numero médio de
ALPS de 11,67 £ 5,15 aos 28 DPN para 21,22 + 5,29 aos 34 DPN. Dos 34 aos 62 DPN, o
ndmero medio de ALPS ficou proximo & 22,04 + 2,1, com aumentos isolados aos 41 (26,22 +
2,95) e 44 DPN (26,33 + 3,67) da prole de A. A prole de ratas RT apresentou um nimero médio
de ALPS de 13,69 £ 2,99 dos 28 aos 62 DPN.

A prética e o nivel de atividade fisica materna apresentou efeito sobre o nimero de
ALPS da prole dos 28 aos 62 DPN [F(2, 630) = 151,4; p = 0,0001; n%=0,32] (figura S6).
Principalmente dos 35 aos 48 DPN, as proles de rata MA (19,32 + 2,21) e A (22,37 £ 2,13),
apresentaram maior numero médio de ALPS do que a prole de ratas RT (12,63 + 2,01). O
namero médio de ALPS da prole de rata MA (13,77 £ 5,21) foi inferior ao de filhotes de ratas
A (21,27 £ 4,9), de forma transitoria nos dias 28, 34, 37, 56 e 57 DPN.

Dados referentes a Reversao da postura supina (RPS) estdo representados na figura S7.
A idade dos animais apresentou efeito médio sobre o nimero de RPS da prole dos 28 aos 62
DPN [F(34, 630) = 2,76; p = 0,0001; n%=0,13] (figura S7). O numero médio de RPS da prole
de ratas MA aumentou de 0 aos 28 DPN para 1,17 + 0,41 aos 36 DPN. Ap0s reducdo dos 36
aos 40 DPN para 0,5 + 0,14 RPS, a media ficou préxima a 0,86 até os 62 DPN com aumento
aos 41 (1,5+0,55) e 48 (1,5 + 0,55) DPN, com reducdo aos 62 (0,17 £ 0,41) DPN.

A Prole de ratas A apresentou um namero médio de RPS de 1,45 + 0,49 dos 28 aos 62
DPN. De forma oscilatéria, dos 36 aos 55 DPN foi o periodo em que a prole de ratas A mais
apresentou RPS (1,69 + 0,42), com declinio dos 56 aos 62 DPN (1,05 £ 0,17). A prole de ratas
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RT apresentou um nimero médio de 0,76 + 0,39 RPS dos 28 aos 62 DPN, com aumentos
transitdrios aos 32 (1,33 + 0,52), 46 (1,83 +0,75) e 62 (1,33 £ 0,52) DPN.

A pratica e o nivel de atividade fisica materna apresentou efeito sobre o nimero de RPS
da prole dos 28 aos 62 DPN [F(2, 630) = 67,45; p = 0,0001; n%=0,18] (figura S7). A prole de
rata A (1,99 + 0,37), em dias alternados, apresentou maior nimero médio de RPS quando
comparada a prole de ratas MA (0,72 = 0,27) e RT (0,87 + 0,5). Quanto a diferengas entre a
prole MA e RT, ocorreram diferencas pontuais aos 46 (MA: 0,67 £ 0,52; RT: 1,83 £ 0,75), 48
(MA: 1,5+0,55; RT: 0,33 +£0,82) e 62 (MA: 0,17 + 0,41; RT: 1,33 £ 0,52) DPN.

Dados referentes ao nimero médio diario da expressao de boxe estdo representados na
figura S8. A idade dos animais apresentou efeito sobre o nimero de boxe da prole dos 28 aos
62 DPN [F(34, 630) = 23,34; p = 0,0001; n%=0,56] (figura S8). A prole de rata MA aumentou
0 numero médio de boxe de 0 aos 28 DPN, para 4,33 = 1,03 aos 38 DPN. Apos reducéo aos 39
DPN (2,33 + 0,52), o numero médio de boxe da prole de MA, ficou proximo a 2,36 + 0,99 dos
40 aos 57 DPN, com oscila¢fes no numero médio. A prole de MA aumentou o0 nimero medio
de boxe aos 58 (5,67 + 1,21) e 59 (7 + 1,67) DPN, com reducao para 3 + 0,82 aos 62 DPN.

A prole de rata A aumentou o0 nimero médio de boxe de 0 aos 28 DPN, para 4,22 + 1,79
aos 44 DPN (figura S8). Apos reducdo aos 45 DPN (2,11 + 0,78), dos 46 aos 60 DPN o nimero
médio de boxe ficou proximo a 2,93 + 1,21 da prole de ratas A. Apos redugdo aos 60 DPN (2,44
+ 1,33), a prole de rata A aumentou o nimero médio de boxe aos 61 (5 + 2,29) e 62 (6,89 +
3,14) DPN. A prole de rata RT apresentou uma média do nimero de boxe de 1,18 + 0,86 dos
28 aos 62 DPN, com aumento aos 40 (1,67 £ 0,82) e 43 (2,83 = 1,33) DPN. Dos 44 aos 48 DPN
0 numero médio de boxe da prole de rata RT reduziu, ficando préximo a 0,53 + 0,27, com
posterior aumento a partir dos 52 aos 62 DPN ficando préximo a 2,03 + 0,65.

A prética e o nivel de atividade fisica materna apresentaram efeito sobre o nimero de
boxe da prole dos 28 aos 62 DPN [F(2, 630) = 122,4; p = 0,0001; n%=0,28] (figura S8). As
proles de rata MA (3,69 + 1,42) e A (3,82 £ 1,42) quando comparadas a de RT (1,48 + 0,87),
apresentaram maior nimero médio de expressdo de boxe em dias alternados a partir dos 35
DPN. Quando observadas diferencas entre a prole de rata MA e A, filhotes de ratas A
apresentaram maior numero médio de boxe, principalmente dos 41 aos 45 DPN (A: 3,87 £ 1,05;
MA: 2,2 + 1,07).

Dados referentes ao numero de contra-ataques estdo representados na figura S9. A idade
dos animais apresentou efeito sobre o nimero de contra-ataques da prole dos 28 aos 62 DPN
[F(34, 630) = 3,82; p = 0,0001; n%=0,17] (figura S9). Dos 28 aos 40 DPN, a prole de rata MA

apresentou numero médio de contra-ataques de 1,72 + 0,44. Dos 42 aos 53 DPN a média do
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namero de contra-ataques da prole de MA ficou proxima a 2,33 + 0,49, seguido por reducdo
dos 55 aos 58 DPN (1,54 + 0,28). A partir dos 59 DPN, a média do nimero de contra-ataques
da prole MA aumentou, atingindo o valor de 3,5 + 1,05 aos 62 DPN. A Prole de ratas A
apresentou um numero medio de contra-ataques dos 28 aos 41 DPN de 2,76 = 0,43. Apoés
aumento aos 43 DPN (4,11 + 1,9), a prole de rata A reduziu o0 nimero médio de contra-ataques
aos 47 DPN (2,11 + 0,93). Prole de ratas A aos 50 DPN (3,78 + 0,97) aumentaram o numero
médio de contra-ataques, seguido por reducao progressiva até os 56 DPN (1,67 + 0,71).

A Prole de ratas RT, ap0s reducdo no numero medio de contra-ataques aos 30 DPN
(0,33 £ 0,52), aumentou 0 nimero médio para 2,67 + 0,82 aos 32 DPN. Apds o periodo dos 33
aos 38 DPN, em que o nimero médio de contra-ataques correspondeu a 2,13 + 0,36, a média
da prole de ratas RT ficou proxima a 2,28 + 0,72, até os 54 DPN. Aos 55 DPN, a prole de rata
RT aumentou o nimero médio de contra-ataques para 5,33 = 1,97, seguido por reducdo e
manutencdo em 2,38 + 0,3 até os 62 DPN.

A prética e o nivel de atividade fisica materna apresentou efeito médio sobre o nimero
de contra-ataques da prole dos 28 aos 62 DPN [F(2, 630) = 13,57; p = 0,0001; n%=0,04] (figura
S9). Mesmo que de forma transitdria e ocorrendo em poucos dias (7 dias de analise), a prole de
rata A apresentou maior nimero médio de contra-ataques, quando comparada a prole de ratas
MA e RT.
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5 DISCUSSAO

Como esperado, as ratas com acesso a roda de corrida desenvolveram padroes distintos
da préatica de AFV, permitindo classifica-las em MA e A durante o periodo de adaptacdo. Com
a chegada da gestacdo e lactacdo, todas as ratas reduziram igualmente a prética de AFV,
parecendo priorizar o desenvolvimento da prole. Além disso, niveis altos de AFV apresentados
principalmente por ratas MA, pareceu resultar em maior controle do ganho de peso corporal,
ingestdo alimentar e caldrica das ratas antes e durante a gestacéo e lactacdo. Com relacdo a
prole, os resultados indicam que os altos niveis de tempo despendido em AFV e BS, e o alto
ndimero da expressdo de comportamentos sociais, frequentemente foi associado ao nivel de
AFV das ratas A. Além disso, para a AFE da prole, parece que a exposi¢do materna a gaiolas
com maiores possibilidades de exploragéo ativa do ambiente (RT), e ndo a pratica de AFV (MA

e A), leva a prole a apresentar alto nivel de AFE.

5.1 ATIVIDADE FiSICA VOLUNTARIA E PARAMETROS RELACIONADOS AO
CONSUMO ALIMENTAR MATERNO

Durante os 30 dias (periodo de adaptacdo) que precederam o acasalamento, as ratas
praticaram atividade fisica voluntaria (AFV) de formas distintas a partir do 12° dia de
adaptacdo. Esses padrdes distintos de AFV, relacionados ao tempo, distancia e estimativa de
gasto caldrico, ocorreram espontaneamente sem estimulos externos adicionais além da
exposicao a roda de corrida (GARLAND et al., 2011). Com inicio da gesta¢do, com em estudos
anteriores do nosso grupo, ratas MA e A reduziram a AFV de forma similar, sendo a distancia
percorrida o parametro que mais reduziu (redugéo de 85%, MA,; 80,6%, A) (FRAGOSO, J. et
al., 2020; FRAGOSO, J. etal., 2017). Isso reflete em menor velocidade de corrida na roda pelas
ratas, resultando na diminuicdo da intensidade e assim menor gasto caldrico nas fases da
gestacdo e lactacdo (SANTANA MUNIZ, G. et al., 2014). A reducdo de AFV pelas ratas, pode
decorrer de baixos niveis de estrogénio circulante durante a gestacdo, pois ele induz a
sinalizacdo de DA no NAC e ativagdo de receptores o ¢ 3 de estrogénio na area pré-optica medial
do hipotalamo, que resulta em aumento da motivacéo para AF (GRIGSBY, K. B. et al., 2020;
ROSENFELD, C. S., 2017). A redugdo da AFV é considerada uma importante estratégia
materna para manutencdo da gestacao, pois prioriza o investimento energético no processo de
desenvolvimento da prole (GAMO, Y. et al., 2013). Logo, durante a gestacdo e lactacéo, a
reducdo da AFV materna é uma adaptagdo necessaria para a provisdo adequada de energia para

a prole em desenvolvimento, que parece ser mediada pelo estrogénio.
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O investimento materno na ingestdo alimentar e caldrica durante a gestacéo e lactacao,
ocorreu de forma distinta entre as ratas do grupo MA e A, sendo mais uniforme entre as ratas
RT. Principalmente ap6s o 10° dia de gestacdo pareceu ocorrer um aumento nos valores de
ingestdo alimentar e calorica de todas as ratas. Esse aumento coincide com o periodo em que
esta ocorrendo diferentes processos de desenvolvimento do sistema nervoso da prole: a
formacéo da placa neural e processo cefalico (9° ao 10° dia), fechamento do sulco neural (9° ao
10°dia), e cérebro primitivo dividido em telencéfalo e diencéfalo (11°ao 12° dia) (DO CARMO,
J. C.; PETER, V. M.; DE OLIVEIRA GERRA, M., 2007). Esses processos demandam alto
custo energeético, onde o estado metabolico materno alterado, com consequente fornecimento
inadequado de nutrientes para os fetos, pode resultar em anormalidades neurocomportamentais
(MITCHELL, A. J.; DUNN, G. A.; SULLIVAN, E. L., 2022). Assim, 0 aumento da ingestao
alimentar e caldrica pode ser uma resposta do organismo materno, para suprir as demandas
energeéticas crescentes do feto em desenvolvimento.

Diferente de estudos anteriores do nosso grupo, realizamos uma andlise descritiva e
individualizada para cada rata, sendo observado que uma rata MA com os maiores valores para
AFV, também apresentou menor peso corporal, consumo alimentar e de calorias em todos 0s
periodos analisados (FRAGOSO, J. et al., 2017; SANTANA MUNIZ, G. et al., 2014). Segundo
alguns estudos, a préatica excessiva de AF na roda por roedores, implica na ativacdo do sistema
hipotalamico de pré-opiomelanocortina ¢ aumento de B-endorfina, resultando em reducéo do
consumo e comportamento antecipatorio alimentar (DAIMON, C. M.; HENTGES, S. T., 2021,
KLENOTICH, S. J.; DULAWA, S. C., 2012). Em ratos, foi observado que 0 acesso a roda de
corrida durante 3 e 7 dias, aumentou a expressao do fator liberador de corticotrofina e
transtirretina na por¢do dorsomedial do hipotalamo (KAWAGUCHI, M. et al., 2005; ZHENG,
F.etal., 2016). Assim, pode ser que essa rata MA, apresente maior ativacdo destes mecanismos

subjacentes ao controle da ingestdo alimentar e caldrica.

5.2 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS RELACIONADOS A ATIVIDADE FISICA
DA PROLE

A classificacdo dos filhotes quanto a expressdo de comportamentos ativos foi
influenciada pela préatica de AF materna. Com relagéo ao tempo despendido em AFV, o fenotipo
materno ativo foi associado a classificagdo em muito ativo da sua prole, a qual apresentou,
principalmente dos 28 aos 57 DPN, maior média diaria de tempo despendido em AFV quando
comparada aos demais grupos. A transferéncia do fenotipo de AF materna tem sido utilizado

para a selecdo de linhagens de ratos e camundongos com maior predisposi¢ao a correr grandes
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distdncias na roda, induzindo assim uma selecdo artificial para fenotipos especificos
(CADNEY, M. D.; HIRAMATSU, L.; etal., 2021; LEE, J. R. et al., 2019). Normalmente estes
estudos consideram apenas dois fenotipos maternos: niveis altos ou baixos de AF, identificados
apos 6 dias de exposicdo do animal a uma roda de corrida (SWALLOW, J. G.; CARTER, P.
A.; GARLAND, T., 1998). Contudo, as ratas podem expressar trés trajetorias comportamentais
para AFV, sendo uma intermediaria classificada como ativa, que em nosso estudo atual foi a
gue mais promoveu a pratica de AFV na prole (SANTANA MUNIZ, G. et al., 2014).

Maiores niveis de AF pela prole de A podem estar associados a pratica materna de AFV
de forma mais consistente do que a de ratas MA. Por exemplo, considerando a distancia
percorrida durante a adaptagéo, ratas A apresentam poucos aumentos isolados e quedas nesta
variavel se comparadas a MA, que por vezes reduziram a valores inferiores ao de ratas A. Em
estudo preévio, a pratica de AFV mais estavel por ratas A também foi observada no periodo de
adaptacdo, aumentando progressivamente a distancia percorrida sem grandes oscilagdes,
diferente de ratas MA (SANTANA MUNIZ, G. et al., 2014). Segundo alguns autores, além da
exposicao cronica a estimulos ambientais, quanto mais estavel ao longo do tempo for o estimulo
sobre 0 organismo progenitor, mais facilmente ocorre a passagem de fendtipos maternos para a
prole (LOISON, L., 2019; WADDINGTON, C. H., 1959). Porém, mesmo com a prética de
AFV pelas mées de forma cronica e estavel, em nosso estudo, com a proximidade da idade
adulta tanto a prole de maes A, MA e RT passam a despender tempo em AFV proximo ao de
mées C. Em camundongos provenientes de méaes selecionadas artificialmente para altos niveis
de AFV, o tempo de corrida na roda, durante a idade adulta, também se aproximou ao da prole
de mées controle (CADNEY, M. D.; SCHWARTZ, N. E.; et al., 2021). Portanto, a pratica
materna de AF de forma mais estavel, pode levar a prole a apresentar maiores niveis de AF,
porém ndo de forma determinista, tendendo a reduzir ao passo que a prole atinge a idade adulta.

O tempo médio diario despendido em AFV pela prole de todas as ratas foi maior durante
ainfanciae inicio da adolescéncia (28 — 36 DPN), reduzindo com o avancar da idade. Em estudo
conduzido em ratos, com acesso a roda de corrida a partir dos 28 DPN, também ocorreu uma
reducdo da prética de AF proximo as 8 semanas PN (56 dias) (RUEGSEGGER, G. N. et al.,
2016). Uma revisdo sistematica composta de 16 estudos que analisaram durante um periodo de
2-10 anos o comportamento ativo de criancas, observou que a transic¢éo da infancia para a fase
adulto jovem também foi marcada por reducdo da pratica de AF (HAYES, G. et al., 2019).
Altos niveis de AFV, na infancia e inicio da adolescéncia, podem estar associados ao aumento
de receptores de DA -1 (D1) no NAc e reducéo do receptor de leptina na &rea tegmental ventral

(ATV) de ratos. Com a proximidade da idade adulta, os niveis de AFV e a expressdo do D1 no
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NAc reduzem, com aumento do receptor de leptina na ATV de ratos (RUEGSEGGER, G. N.;
GRIGSBY, K. B.; et al.,, 2017). A reducdo de AF também pode decorrer de alteracbes
transcriptobmicas no NAc. Em ratos, menores niveis de AFV, com o avancar da idade, foram
associados com a reducdo na sinalizacdo mediada por adenosina 3,5-monofosfato ciclico
(AMPc), fosfoproteina neuronal regulada por DA e AMPc, e plasticidade sindptica no NAc
(RUEGSEGGER, G. N.; TOEDEBUSCH, R. G.; et al., 2017). Isto posto, com 0 avancar da
idade a motivacdo para a pratica de AF parece reduzir por menor envolvimento do NAc,
conferindo a esse comportamento menor sensacdo de prazer e recompensa.

Os filhotes classificados com maior frequéncia como muito ativos para AFE foram
provenientes de ratas RT (67,6%). Com relacdo aos dados de tempo diario, a prole de ratas RT
foi a que mais despendeu tempo em AFE, quando comparados a MA e A dos 28 aos 62 DPN.
Desta forma, parece que os maiores niveis de AFE da prole ndo estdo associados ao nivel de
AFV materna, ja que o livre acesso a roda de corrida gerou com maior frequéncia filhotes ativos
(mae A, 64,8%) ou pouco ativos (mée MA, 53,3%). Por outro lado, pode ser que a exposicao
das ratas RT a GAFVM com a roda de corrida travada, tenha estimulado a expressdo de mais
comportamentos associados a exploracao ativa da gaiola (escalar a roda de corrida e a parte
superior da gaiola) pelas mées. Estudos prévios em camundongos, observaram que a exposi¢ao
materna a gaiolas mais amplas ou enriquecidas durante a gestacdo reduziu a AFE da prole,
guando expostas a um novo ambiente, de forma dependente da linhagem e do sexo
(WHITAKER, J. et al., 2007; WHITAKER, J. W. et al., 2016). Porém, a AFE da prole foi
analisada de forma pontual (42DPN) em um ambiente com o qual os animais ndo estavam
habituados, ndo considerando a expressao de AFE da prole em um ambiente social ap6s periodo
de habituacao.

Os resultados diarios referentes a AFE mostram que mesmo ap0s o periodo de
habituacdo a GAFV (21 aos 27 DPN), a prole de rata RT despendeu mais tempo médio neste
comportamento do que a prole de A e MA. Um estudo conduzido em ratos, também observou
que apods a habituacdo a uma arena experimental, esses animais aumentaram a sua atividade
motora, indicando maior exploracdo ativa do ambiente apds o periodo de aclimatacdo
(GENTSCH, C.; LICHTSTEINER, M.; FEER, H., 1981). O aumento na exploragdo ativa, sem
0 componente estressante da exposi¢cdo a um ambiente ou situacdo desconhecida, parece
depender dos niveis corticais de acetilcolina (GIOVANNINI, M. G. et al., 1998). Em ratos
habituados a uma arena experimental, durante a infancia, a administrag&o intraperitoneal de 0,6
mg/kg/ml de escopolamina (antagonista muscarinico), aumentou o tempo de imobilidade e

menor exploragéo ativa da arena (LIMA, A. P. et al., 2014). Além disso, em camundongos foi
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observado que a deficiéncia de receptores para o neuropeptideo Y (NPY Y1) e leptina (STAT3)
no nucleo arqueado do hipotalamo, reduziu a expressao de AFE (COPPARI, R. et al., 2005;
PEDRAZZINI, T. etal., 1998). Entdo, a prole de ratas RT pode apresentar alteragdes no sistema
colinérgico e em mecanismos envolvidos no controle do gasto energético induzido por AF, que
resultam em maior exploracao ativa do ambiente por estes animais.

A AFV materna apresentou associagdo com a classificacdo da prole em um dos niveis
de BS, onde filhotes de ratas MA (55,7%) e A (45,7%) apresentaram maior frequéncia como
muito ativos, enquanto de RT como ativos (79,5%) e C como pouco ativos (68,9%). Com o
avancar da idade, filhotes de ratas MA aumentaram o tempo médio de BS, e de A e RT
mantiveram o tempo médio sem periodos marcados por reducdo, como visto na prole de ratas
C, que em periodos especificos reduziram a expressdo de BS. A BS da prole de ratas C
corrobora o de estudos prévios, com pico dos 28 aos 35 DPN e declinio a partir dos 36 DPN,
mantendo o tempo despendido em BS sempre inferior aos observados inicialmente (MARTINS,
G. W. et al., 2020; SIVIY, S. M.; PANKSEPP, J., 2011). Por sua vez, o livre acesso a roda de
corrida, ou mesmo travada, resultou em aumento no tempo despendido em BS pela prole,
mantendo-se proximo (prole de RT) ou acima (prole de MA e A) dos valores observados no
periodo dos 28 aos 35 DPN. Isso pode refletir uma maior motivacao para inicio e manutencdo
da BS por mais tempo, pela prole de MA e A. Logo, pode ser que a exposi¢do a AF materna
leve a alteracdes, que resultam em maior componente social na prole ao longo do periodo
analisado.

A pratica materna de AF, parece alterar alguns parametros que influenciam a expressao
de exploracdo e abordagem social da prole. Em camundongos com acesso a roda de corrida na
gestacdo e lactagdo, foi observado aumento de cuidados maternos, ocitocina plasmatica e
serotonina no cérebro materno (NAGHIBI, S. et al., 2022). As a¢des de cuidado mée-filho sdo
consideradas como a primeira forma de interacdo social da prole, e a reducdo dessas interacdes
durante a lactacdo, leva a prole a emitir vocalizagdes atipicas e menor nimero de interacoes
sociais (YATES, N. J. et al., 2018). Niveis altos de ocitocina e serotonina maternos, pela pratica
de AF, podem resultar na prole em um aumento da eficiéncia de areas cerebrais (corpo estriado
dorsal e ventral, giro denteado e regides CA2/CA3 hipocampais) envolvidas na meméria social
e controle da expressao de comportamentos sociais (BERTONI, A. et al., 2021; VAN DEN
BOS, R., 2015). Dessa forma, a pratica materna de AF parece estimular na prole, por
mecanismos variados, a manutencdo de interagfes sociais com o avancgar da idade e pode

facilitar a aquisicéo de habilidades sociais.
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Quanto a diferenca entre os grupos, durante a maior parte do periodo analisado a prole
de ratas MA e A despenderam mais tempo em BS do que a de RT e C. A trajetoria de tempo
despendido em BS por ratos, comumente observada, ¢ marcada por aumento durante a infancia
e adolescéncia (28 aos 40 DPN) com declinio ao passo que a maturagdo sexual se aproxima
(PANKSEPP, J., 1981; VANDERSCHUREN, L. J.; TREZZA, V., 2014). Para que a BS se
inicie é necessario que um dos ratos (atacante) lance um ataque ludico (AL) a nuca do seu
parceiro (recipiente), sendo observada, com o avancar da idade, menor motivacao para se lancar
AL e consequente reducdo no tempo de BS (PELLIS, SERGIO M.; PELLIS, VIVIEN C., 1990).
A reducdo na motivagdo para langar AL, parece estar associada com a maior probabilidade do
rato recipiente em responder com comportamentos de retaliacdo agonisticos (boxe e
comportamento de wrestling) (PELLIS, SERGIO M.; PELLIS, VIVIEN C., 1990). Contudo, a
prole de ratas MA apresenta um aumento tardio (43 aos 55 DPN) no tempo despendido em BS,
parecendo haver manutencdo da motivagdo para interagdes sociais, mesmo com o avancar da
idade.

A motivacdo para inicio e manutencdo da BS, depende da ativacdo de sistemas neurais
relacionados a recompensa, emoc¢do e memoria (AUGER, A. P.; OLESEN, K. M., 2009; SIVIY,
S. M.; PANKSEPP, J., 2011). Através de paradigmas comportamentais (labirinto em T,
preferéncia condicionada de lugar e condicionamento operante), aspectos de recompensa da BS
em ratos, incluindo a sensacdo subjetiva de prazer, motivacdo de realizar tarefas para poder
brincar e aprendizagem associativa e memoria, foram observados (VANDERSCHUREN, L. J.
M. J.; ACHTERBERG, E. J. M.; TREZZA, V., 2016). Subjacente a esses aspectos, 0 NAc
parece ser a area central para a motivacdo e manutencdo da BS, pois a ativacdo do sistema
receptor p-opidide e dopaminérgico nesta area, resulta em inicio e maior tempo despendido em
BS por ratos (MANDUCA, A. et al., 2016; TREZZA, V. et al., 2011). Além disso, durante a
BS ratos adquirem experiéncias que sao armazenadas, resultando na aquisicdo de habilidades
sociais. Para isso, ocorre uma interacdo entre a area CA1(Cornus Amonn) da porg¢éo ventral do
hipocampo (VCA1) e a concha do NAc, onde quanto maior o namero de neurdnios ativados
vindos da VCA1, forca e estabilidade do impulso, maior a formacao e aquisi¢cdo de memorias
durante a BS (OKUYAMA, T. et al., 2016). Assim, pode ser que a melhor eficiéncia desses
sistemas influencie a motivacao e aprendizado social da prole.

A exposicdo da prole a pratica materna de AF parece resultar em alteragdes no
desenvolvimento desses sistemas centrais envolvidos no controle da expressdo de BS. Em
estudo prévio, ratas que praticaram AFV antes e durante a gestacéo, classificadas como MA,

apresentaram aumento de mRNA NTF4 na placenta, que pode refletir em maior investimento
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no desenvolvimento neural da prole (FRAGOSO, J. et al., 2020). Em ratas, a AFV materna,
durante a gestacdo e lactacdo, aumentou a expressdo de genes relacionados a DA (D1, D2,
transportador de DA) e opioides (pré proencefalina, A e p-opioide receptor) no sistema central
de recompensa (ATV, NAc e PFC) na infancia e idade adulta da prole (SONG, L. et al., 2020).
Em camundongos, a AFV materna, antes e durante a gestagéo e lactacdo, pareceu aumentar a
funcionalidade do hipocampo da prole, por maior expressao do coativador 1-a do receptor y
ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1a), que pode resultar em producdo de energia
aerobia mais eficiente (VENEZIA, A. C. et al., 2015). Além disso, a AF forcada (corrida em
esteira), antes e durante a gestacdo e lactagdo, aumentou a neurogénese (BDNF e TrkB), e
marcadores de sobrevivéncia e diferenciacdo de células progenitoras (BrdU*/NeuN e DCX")
no hipocampo da prole (KIM, T. W.; PARK, H. S., 2018; SEGABINAZI, E. et al., 2019).
Entdo, estas alteraces no SNC da prole (neurogénese, plasticidade sinaptica e brotamento
axonal), decorrente da AF materna, pode ser a causa do maior tempo despendido em BS de
maneira dependente do nivel de AF da mae.

A andlise da BS por estudos prévios, limita-se ao tempo despendido, a frequéncia de
ataques ladicos (AL) e adocdo da postura supina (PS), durante sessdes de interacao social em
diades (PAPILLOUD, A. et al., 2018; REINHART, C. J.; PELLIS, S. M.; MCINTYRE, D. C,,
2004). Além do tempo despendido em BS, analisamos de forma crénica em grupos sociais a
expressdo de comportamentos caracteristicos desse tipo de interacdo social. Tais
comportamentos refletem a motivacdo dos animais em iniciar a BS, e também como as
interacdes tornam-se mais complexas com o avancar da idade. Para inicio da BS é necessario
que o animal atacante realize um AL, a partir da tentativa de alcangar a nuca do rato recipiente
(VANDERSCHUREN, L. J.; TREZZA, V., 2014). De maneira dependente da pratica AF
materna, as proles lancaram AL de formas distintas, que parece refletir maior motivacao para
iniciar BS durante a infancia e inicio da adolescéncia (prole de ratas A), ou a manutencdo da
frequéncia de AL ao longo do periodo analisado. Provavelmente, a diferenca observada na
frequéncia de AL entre as proles, decorre do tipo de resposta do animal recipiente ao receber
um AL.

Alguns fatores podem estar relacionados com a motivacao para langar AL. Por exemplo,
em ratos o componente ludico da BS é necessario para manutencdo dos niveis de motivacgéo
para se langar AL, pois a interacdo social continua tendo alto grau de recompensa (SIVIY, S.
M.; PANKSEPP, J., 2011; TREZZA, V.; BAARENDSE, P. J. J.; VANDERSCHUREN, L. J.
M. J., 2010). O componente ludico da BS depende da forma como o rato recipiente responde

ao AL, sendo a adocdo da PS para protecdo da sua nuca, altamente recompensadora para o rato
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atacante (HUMPHREYS, A. P.; EINON, D. F., 1981; PELLIS, S. M.; MCKENNA, M., 1995).
Atraveés da classificacdo da prole de acordo com o nimero de adogdes da PS e anélise dos dados
diarios, foi visto que a prole de maes MA e A em resposta a AL assumiram com maior
frequéncia a PS, do que a prole de RT. Além disso, a prole de rata MA parece apresentar maior
probabilidade de responder a AL adotando a PS do que a de A, principalmente dos 48 aos 54
DPN. Em estudos prévios conduzidos em ratos, a auséncia de resposta ludica (adogdo da PS)
pelo parceiro de BS, durante a adolescéncia, reduziu a expressdo de AL e aumentou niveis de
frustracdo do animal atacante (PARVOPASSU, A. et al., 2021; REINHART, C. J. et al., 2006).
Assim, a maior probabilidade do animal recipiente em assumir a PS, pode ser a causa da
manutenc¢do do nimero de AL e dos altos niveis de tempo despendido em BS pela prole de MA
eA.

Com o avancar da idade e proximidade da maturacdo sexual, ocorre uma transicao
gradual na complexidade de comportamentos de ataque e defesa, que refletem o estagio
maturacional e repertorio de habilidades sociais (PELLIS, S.; PELLIS, V., 2013). Como falado
anteriormente, a prole de ratas A lancou mais AL durante a infancia e inicio da adolescéncia
(28 aos 44 DPN), levando a maiores tentativas de BS. O maior nimero de interacdes sociais
durante a infancia, parece ter conferido a prole de maes A maior experiéncia ludica, que
ocasionou em maior frequéncia da expressdo de comportamentos mais complexos, quando
comparada a prole de ratas MA e RT (PELLIS, S. M.; PELLIS, V. C., 2017). Estudo prévio
observou gque 0 maior investimento em BS, durante a infancia de ratos, levou a aquisicdo de
habilidades sociais, resultando em um repertério comportamental mais complexo e flexivel
(PELLIS, S. M.; PELLIS, V. C., 2007). A expressdo desses comportamentos depende da
maturacdo e da ativacdo de um intricado circuito neural que envolve o processamento
somatossensorial (area parafascicular do tdlamo), motor (cértex frontal e corpo estriado), dor e
ameaca (substancia cinzenta periaquedutal) (BROWN, H. D.; BAKER, P. M.; RAGOZZINO,
M. E., 2010; GORDON, N. S. et al., 2002). Assim, pela prole de rata A ter iniciado mais
interacdes sociais, dos 28 aos 44 DPN, pode ter ocorrido uma antecipacdo na maturacdo de
circuitos neurais envolvidos na expressdo de comportamentos sociais mais complexos.

A prole de ratas A apresentou alto nimero da expressdo em todos 0s componentes da
BS, indicando que a BS ndo s6 dura mais tempo, mas também sdo mais complexas entre esses
animais. Dessa forma, a prole de mées A, quando comparada a de MA e RT, apresentou durante
a BS as caracteristicas de assertividade antecipada. A prole de MA, por sua vez, também
apresentou maior assertividade do que a prole de RT. A assertividade corresponde a eficiéncia

de um AL em levar o animal recipiente a assumir a PS, onde o animal atacante, com o avancgar
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da idade, passa a apresentar maior “intengdo” de ganhar acesso a areas especificas do corpo do
parceiro, ou uma posi¢do de vantagem (MARTINS, G. W. et al., 2020). O nimero médio de
AL seguido da adocdo de PS (ALPS), foi superior na prole de A desde os 28 DPN, quando
comparado a de MA, e a partir dos 35 DPN com relacdo a de RT. Assim, a prole de A, quando
comparada as demais, parece ser mais eficiente em induzir a PS no parceiro de brincadeira de
forma antecipada.

Além disso, a prole de ratas A apresentou maior capacidade de resistir ao AL, antes e
durante a adogdo da PS. Apds um AL, o rato recipiente pode responder de formas diversas,
evitando o contato do focinho do atacante em sua nuca. Uma dessas respostas € a expressao do
comportamento de boxe, também chamado de defesa em pé (PELLIS, S. M. et al., 1997). Apds
0 inicio da adolescéncia, a prole de A apresentou alto nimero de resisténcia a AL através da
expressao de boxe, com média superior nos dias em que os grupos diferiram (dos 28 aos 62
DPN).

Mesmo apds o rato recipiente assumir a PS, durante esta posicdo de desvantagem em
decubito dorsal, ha a possibilidade dele tentar obter o acesso a nuca do rato atacante que o esta
imobilizando (PELLIS, S. M.; PELLIS, V. C.; DEWSBURY, D. A., 1989). Em nosso estudo
quantificamos o nimero de sucessos do animal recipiente em reverter a PS (RPS), levando o
rato, que inicialmente era o atacante, a adotar a PS. A prole de rata A, mesmo ap6s a adocao da
PS, apresentou maior resisténcia na tentativa de livrar-se do parceiro de BS, levando ao aumento
no numero de RPS, quando comparada a prole de MA e RT. Com relacdo ao nimero de contra-
ataques, que ocorreu quando o rato atacante acabou assumindo a PS, sendo imobilizado pelo
rato recipiente, a prole de rata A foi a que apresentou a maior frequéncia desse comportamento
dos 28 aos 62 DPN. Dessa forma, o nivel de AF materna parece influenciar a forma como a BS
ocorre, sendo as proles de A mais propensas a retaliar AL de forma menos ludica. A maior
probabilidade de um AL ndo ser respondido facilmente com a adocdo da PS, pode ser a razdo
de menos tempo despendido em BS pela prole de A, no periodo dos 43 aos 54 DPN, quando
comparado a de MA que resistiu menos durante a BS (PELLIS, SERGIO M.; PELLIS, VIVIEN
C., 1990).
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6 CONCLUSAO

Em nosso estudo, as ratas assumiram padrdes distintos de AFV antes do acasalamento,
permitindo classifica-las em MA e A. Ratas A durante o periodo de adaptacdo praticaram AF
de forma mais estavel ao longo do tempo, com poucas ondulagdes nas varidveis de AFV,
diferente de ratas MA. O estabelecimento desses fenotipos para AF, antes do acasalamento,
parece ter gerado diferentes formas de investimento para a manutencao da gestacao e lactacao.
Aparentemente, apenas a AF durante o periodo de adaptacdo gerou diferencas na trajetoria de
investimento materno para manutencao da prole, pois ap6s o inicio da gestacdo, a pratica de AF
das ratas MA e A reduziram de forma similar. O pardmetro com maior percentual de redugéo
da AF, ap0s o inicio da gestacao, foi a distancia percorrida, que parece estar associado a uma
menor velocidade empregada na pratica de corrida na roda. Além disso, quanto mais altos 0s
niveis de AFV das ratas, durante o periodo de adaptacdo, maior parece ser o controle central da
ingestdo alimentar e caldrica nos periodos da gestacdo e lactagdo. Assim, a AF antes do
acasalamento é um potencial fator ambiental capaz de afetar o investimento materno sobre a
trajetdria de crescimento da prole.

A anélise da expressdo comportamental da prole, desde a infancia e inicio da fase adulto
jovem, permitiu verificar que a AF materna ndo sO influencia o tempo despendido em
comportamentos ativos, mas também aspectos sociais da prole. A exposicao das ratas a gaiolas
maiores e mais complexas, possibilitando maior exploracao ativa do ambiente, pareceu resultar
em maior tempo despendido em AFE pela prole. Quanto a préatica de corrida na roda,
observamos que independentemente do nivel de AF materno, com o avancar da idade, o tempo
despendido em corrida na roda reduz. Interessantemente, parece que a pratica materna de AF
de forma estavel ao longo do tempo, sem picos de aumento e queda, leva a um maior tempo
despendido em AFV pela prole, durante a inféncia e inicio da adolescéncia. Isso parece ocorrer
porque além do estimulo ambiental (AF materna) ser cronico, ele incide com menos flutuacées
guanto a sua intensidade ao longo do tempo sobre o organismo progenitor.

Com relagdo ao componente social da prole, foram observados efeitos da pratica de AF
materna sobre o tempo despendido em BS, motivacdo e maturacdo comportamental. O tempo
despendido em BS pela prole de maes MA foi superior ao de A, pois esses animais mantiveram
a BS potencialmente recompensadora, por assumirem mais facilmente a PS. Ja a prole de A,
devido ao maior nimero de tentativas de interacdo social durante a infancia e adolescéncia, foi
mais propensa a responder ao AL de forma menos ludica (boxe e RPS). Assim, parece que a

prole de MA tende a responder ao AL de maneira mais juvenil, enquanto a de ratas A apresenta
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certa antecipagdo maturacional, resultando em um repertério comportamental mais flexivel e

em maior resisténcia em adotar a PS.
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APENDICE A - FIGURAS SUPLEMENTARES REFERENTE AO TEMPO MEDIO
DIARIO DESPENDIDO EM COMPORTAMENTOS ATIVOS PELA PROLE
Figura suplementar 1. Tempo médio diario despendido em Atividade fisica voluntaria pela

prole

Atividade fisica voluntaria diaria da prole
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Idade (dias)

Tempo em minutos de atividade fisica voluntaria dos 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram constituidos
pela prole de ratas muito ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9), roda travada (RT, n=6) e controle (C, n=9).
Dados de tempo diério estdo representados como média do grupo e valores unitarios de cada rato, Two -Way
ANOVA, teste post hoc de Tukey: * indicap < 0,05 MAvs. A; +indicap < 0,05 MA vs. RT; & indicap <
0,05 MAvs. C; aindicap <0,05 Avs. RT; # indicap < 0,05 Avs. C; b indicap <0,05RT vs. C.
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Figura suplementar 2. Tempo médio diario despendido em Brincadeira social pela prole

Brincadeira social didria da prole
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Tempo em minutos de brincadeira social dos 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram constituidos pela prole de
ratas muito ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9), roda travada (RT, n=6) e controle (C, n=9). Dados de tempo diario
estéo representados como média do grupo e valores unitarios de cada rato, Two -Way ANOVA, teste post hoc de
Tukey: * indicap < 0,05 MA vs. A; +indicap < 0,05 MA vs. RT; & indicap < 0,05 MA vs. C; aindicap < 0,05
Avs.RT; #indicap < 0,05 Avs. C; bindicap <0,05RT vs. C.
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Figura suplementar 3. Tempo médio diario despendido em Atividade fisica espontanea pela
prole

Atividade fisica espontanea diaria da prole
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Tempo em minutos de Atividade fisica espontanea dos 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram constituidos pela

prole de ratas muito ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9) e roda travada (RT, n=6). Dados de tempo diario estdo
representados como média do grupo e valores unitarios de cada rato, Two -Way ANOVA, teste post hoc de Tukey:
*indicap < 0,056 MA vs. A; +indicap <0,05 MA vs. RT; aindicap <0,05Avs. RT.
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APENDICE B - FIGURAS SUPLEMENTARES REFERENTE AO NUMERO MEDIO DA
EXPRESSAO DE COMPONENTES DA BRINCADEIRA SOCIAL DA PROLE

Figura suplementar 4. Gréafico do nimero médio diario de Ataques ludicos lancados pela prole

Ataques Ludicos diarios da prole
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NUmero de ataques ludicos do 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram constituidos pela prole d e ratas muito
ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9) e roda travada (RT, n=6). Dados de tempo diario estdo representados como
média do grupo e valores unitarios de cada rato. Two-Way ANOVA, teste post hoc de Tukey. *indica p < 0,05
MA vs. A; +indicap < 0,05 MA vs. RT; aiindicap < 0,05 Avs. RT.
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Figura suplementar 5. Grafico do numero meédio diario de adocao da Postura supina pela
prole

Postura Supina diadria da prole
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NUmero de adogfes da Postura S upina dos 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram constituidos pela prole d e
ratas muito ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9) e rodatravada (RT, n=6). Dados de tempo diario estdo representados
como média do grupo e valores unitarios de cada rato. Two-Way ANOVA, teste post hoc de Tukey. *indicap <
0,05 MA vs. A; +indicap <0,05 MAvs. RT;aindicap <0,05Avs. RT.
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Figura suplementar 6. Grafico do nimero medio diario de Ataques ludicos seguidos de

Postura supina da prole

Ataques Ludicos seguidos de Postura Supina diadrio da prole
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NUmero de Ataques Ludicos seguidos de Postura Supina dos 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram
constituidos pela prole d e ratas muito ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9) e roda travada (RT, n=6). Dados de
tempo diario estdo representados como média do grupo e valores unitérios de cada rato. Two-Way ANOVA,
teste post hoc de Tukey. *indica p < 0,05 MA vs. A; + indicap < 0,05 MA vs. RT; aiindicap < 0,05 Avs. RT.
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Figura suplementar 7. Gréafico do niUmero meédio diario de Reversdes da Postura supina da

prole
Reversdo da Postura Supina diaria da prole
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NUmero de Reversdes da Postura Supina dos 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram constituidos pela prole d e
ratas muito ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9) e roda travada (RT, n=6). Dados de tempo diario estdo representados
como média do grupo e valores unitarios de cada rato. Two-Way ANOVA, teste post hoc de Tukey. *indicap <
0,05 MA vs. A; +indicap < 0,05 MAvs. RT; aindicap <0,05Avs.RT.
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Figura suplementar 8. Grafico do nimero médio diario da expressao de boxe pela prole

Nimero de vezes

Boxe diaro da prole
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NUmero diério da expressdo de Boxe dos 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram constituidos pela prole d e
ratas muito ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9) e roda travada (RT, n=6). Dados de tempo diario estéo representados
como média do grupo e valores unitarios de cada rato. Two-Way ANOVA, teste post hoc de Tukey. *indicap <
0,05 MA vs. A; +indicap <0,05 MA vs. RT; aindicap < 0,05 Avs.RT.
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Figura suplementar 9. Grafico do nimero médio diario de Contra-ataques da prole
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NUmero diério de Contra-ataques dos 28 aos 62 dias de idade. Os grupos foram constituidos pela prole d e ratas
muito ativas (MA, n=6), ativas (A, n=9) e roda travada (RT, n=6). Dados de tempo diario estdo representados
como média do grupo e valores unitarios de cada rato. Two-Way ANOVA, teste post hoc de Tukey. *indicap <
0,05 MAvs. A; + indicap <0,05 MA vs. RT; aindicap <0,05 Avs.RT.
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Highlights

e Asymmetries in adoption of supine posture coincides with the onset of adolescence;
e The adoption of the supine posture has a transitory effect on physical activity;

e Spontaneous physical activity is influenced by adoption of supine posture;

e Adult LS rats spend more time on voluntary physical activity.

ABSTRACT

During the youth, rats spend a long time in play fighting (PF), and asymmetries are observed
in terms of the frequency of adoption of the supine posture. This study investigated the effects
of asymmetry in adopting supine posture during PF on the time spent in locomotors activity-
related contextual behaviors during youth and adulthood. Male Wistar rats were divided into
three groups according to the number of times of their adoption of a defensive supine (S)
posture: low (LS, n = 10), intermediary (IS, n = 10) and high (HS, n = 10) Rats aged 21 to 62

days were placed in voluntary physical active cages (VPAC) with running wheels. The time
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spent in social play (SP), play fighting (PF), voluntary physical activity (VPA), spontaneous
physical activity (SPA) and resting (Rest) were recorded daily. During adulthood (63-92 days
of age), rats were placed individually in the VPAC, with daily quantification of VPA. The
average time spent in PF was not different among the groups, but was age-dependent. LS and
IS rats spent more time in VPA than the HS rats, between days 49-62 (intragroup analyses) and
72-78 (individual analyses) days of age. However, LS and IS animals spent less time in SPA
than HS rats from 42 to 48 days of age. In conclusion, the expressions of VPA and SPA are
influenced by the asymmetries in adoption of the supine posture of members within a social

group, remaining even after the separation of the social groups.

Keywords: Social behavior; Playful attacks; Youth; Physical Activity; Pinning

1. Introduction

In rats, around 17 to 19 postnatal days, the social interactions begin to occur through
behaviors identified as social play (SP) or play fighting (PF), performed repeatedly in a similar,
but not of stereotypical way (Vanderschuren and Trezza 2014). During these social interactions,
rats express behaviors that appear to be similar to those observed in other behavioral contexts
(e.g. serious fighting), but in a rudimentary and exaggerated manner and with changes in
behavioral patterns such as targeting body area (Burghardt 2005; Pellis et al. 2019). Typically,
play behavior begins with a rat trying to reach the partner's nape with its snout, which is
commonly called a playful attack or pouncing behavior (Trezza, Baarendse, and Vanderschuren
2010). In response to the playful attack, the recipient rat can respond in different ways, being
the most common the adoption of the supine defense posture (pinning) with the attacker rat
standing over it (Pellis and Pellis 1990).

As age advances and sexual maturity approaches, during early pubertal stages,

asymmetries are observed in the frequency of playful attacks and pinning (Pellis and Pellis
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1991). Asymmetry in the frequency of pinning by members of a group results from fluctuations
in the expression of playful attacks since the probability of a rat responding defensively to a
playful attack, tends to remain the same with increasing age (Pellis and Pellis 1990). Normally,
the frequency of playful launch is reduced with increasing age, mainly due to the high likelihood
that the recipient rat will agonistically retaliate the playful attacks (Pellis and Pellis 1990;
Takahashi and Lore 1983). Therefore, during the youth of rats, pinning expression is a stable
measure related to PF, which may be associated with changes in the expression of other
behaviors.

During youth, the social development process occurs through play behavior, leading to
rich and flexible social skills that can influence the formation of dominance relationships in
adulthood (Trezza, Baarendse, and Vanderschuren 2014). Play-deprived rats have less ability
to adjust their behavior to a context where there is a previously dominant animal, resulting in
more injuries received and more time taken to assume the supine defense posture (van den Berg
et al. 1999; Von Frijtag et al. 2002). One study, which exposed rats every four days, from 20 to
64 days of age to play sessions in dyads, observed that one of the rats was more pinned than
their pair mates (Panksepp 1981). However, previous studies that observed the influence of PF
on behavioral expression, induced social isolation before PF sessions, to enhance the social
motivation of rats (Papilloud et al. 2018; Reinhart et al. 2006). Thus, studies that expose rats to
the social environment in a chronic way, through the formation of social groups, from childhood
to adulthood, allow evaluating the process of behavioral maturation influenced only by the
social environment.

In social groups, social behaviors (e.g. adoption of the defensive posture) may be
observed and quantified, allowing the identification of the asymmetries in the expression of
these behaviors, being able to modify the expression of other behaviors (Modlinska et al. 2018;

Watanabe 2014; Pellis et al. 1993). In 32 days old rats, a negative correlation was observed
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between the number of pins received and the amount of physical contact during social
interactions (Gordon et al. 2002). In rats (45-days-old), chronic subordination in VBS colonies
was associated with high preference for glucose and more expression of aggressive and
defensive behaviors (Tamashiro et al. 2004). A previous study used adult mice to evaluate the
effect of rank on physical activity (PA) by placing three animals (1 dominant and 2
subordinates) in a cage with a running wheel for 5 sessions per day (Vargas-Perez et al. 2009).
The effects of the frequency of adopting the supine posture on PA, however, have not yet been
explored.

The association between asymmetries in the number of pins during PF and the expression
of active behavior allow us to understand how the social environment is able to induce
behavioral plasticity. During early post-weaning, rats spend a lot of time in PF, with
asymmetries in the frequency of playful attacks and the adoption of a defensive posture by the
recipient rat (Pellis and Pellis 1991). The PF involves the activation of the brain's reward
mechanisms, being fully rewarding when the recipient rat responds defensively, protecting its
nape (Siviy and Panksepp 2011; Trezza, Baarendse, and Vanderschuren 2010). Thus, the
asymmetry observed in playful attacks and adoption of a defensive posture, during PF, may be
associated with the level of motivation of rats for the expression of rewarding/self-motivated
behaviors (Garland et al. 2011). We hypothesize that asymmetries in the adoption of the
defensive posture begin during youth, and the lower frequency of adopting this posture is
related to more time spent on PA during adulthood. The present study focuses on the
asymmetries in the expression of the juvenile defensive posture and its repercussion on the

expression of PA-related behaviors from childhood to adulthood.

2. Methods

2.1. Animals
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Thirty male Wistar rats were obtained from the colony of the Department of Nutrition of
UFPE. The animals were kept in an experimental room with a temperature of 23° C +2ina
cycle 12/12h [light cycle (6:00 p.m. to 6:00 a.m.) and dark cycle (6:00 a.m. to 6:00 p.m.)] with
free access to water and food.

The experiments were approved by the Ethics Committee of the Center for Biosciences
(Process n° 23076018782/201205) of the Federal University of Pernambuco. The handling and
care of the animals followed the recommendations of the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA).

2.2. Voluntary Physical Activity Cage (VPAC)

At 21 days of age, according to the similarity of body weight, three male rats from each
litter were chosen and transferred to the VPAC. The VPAC is a transparent acrylic cage (60cm
wide, 50cm high and 80cm long) that can host three animals. In each VPAC, there are three
running wheels allowing each of the three rats the opportunity to engage simultaneously in
voluntary for the practice of physical activity. For the identification of the animals, a non-toxic
paint was used to mark each tail. The animals were submitted to 7 days of habituation (21 to 27
days of age) in the VPAC. After the habituation period, the animals were recorded during the
dark cycle (12 hours per day) daily over a period of five weeks (28 to 62 days of age). An
infrared camera located in front of the cage and connected to a computer that stored film for
later analysis was used in each cage.
2.3. Experimental Procedures

For the behavioral analysis, a software (event counter and time marker), using C ++

programming language and the Open CV Computer Library 2.4.9 (Open Source Computer
Vision) was developed. This software allowed the manual measurement of the time spent on

behaviors of the three rats simultaneously in the VPAC. Thus, different behaviors [social play
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(SP), play fighting (PF), voluntary PA in the wheel (VPA), spontaneous PA (SPA), and rest]
were quantified every hour (from 6:00 a.m. to 6:00 p.m.) from 28 to 62 days of age (Table 1).
In order to minimize the error of observation, all behavioral analyses were performed by
two experienced researchers; the whole study was performed in a double-blind manner.
Exploratory analysis of the data was performed in order to identify the absence of time spent
on the behaviors evaluated.
- Determination of the Asymmetries in supine posture: The animals were classified as low
(LS), intermediary (IS) and high (HS) number of adoptions of supine posture, according to the
daily quantification of the adoption of a defensive supine posture during PF behavior, from 28
to 62 days of age. At the end of each week, the animals were classified into one of three
categories according to the sum of daily submission posture. The asymmetry was considered
when the number of adoptions of supine posture showed a pattern (LS<IS<HS) over the
recorded weeks, when the rats were between 28 and 62 days of age. In the ten social groups,
one animal for each social class was identified (LS n = 10; IS n = 10; HS n = 10).
At 63 days of age, each animal was separated from the others and individually housed in
a VPAC. A stainless-steel wheel (27 cm in diameter) was placed in the cage and a
cyclocomputer (Cateye, model CC-AT200W, Colorado, USA) was attached to the wheel to
measure VPA. After the adaptation period (63 to 71 days of age), the time spent with PA on the
running wheel was daily recorded over a period of three weeks (72 to 92 days of age).
2.4. Statistical analysis
Data analysis was performed using SPSS version 23 (SPSS Statistics IBM ®) and
GraphPad Prism 7® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). The Kolmogorov-Smirnov
test was used to identify whether the data distribution was normal. To evaluate the effect of
number of adoptions of supine posture during the time spent in behaviors related to PA, the

Two-Way Variance Analysis (ANOVA) test was used with age and rank as factors. Data was
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expressed as mean and + standard deviation and the significance was maintained at p<0.05. To
calculate the effect size, we used the Partial Eta Squared (n?p) corrected from the Partial Epsilon
Squared (£%,) calculation. The interaction effect between the age of the animals and the number
of adoptions of the supine posture was small (2, < 0.08) or non-existent (¢2, < 0.02) on the time
spent on the analyzed behaviors.

3. Results

The agonistic interactions, as expressions of PF behavior, began at 35 days of age (Figure
1b). From 35 to 41 days of age, SH did not manifest itself since the three animals assumed the
submission posture at random. Starting between days 42 to 62, asymmetries in the number of
adoptions of supine posture was observed in all social groups, and LS rats were identified by
the lower number of submission postures performed when compared to the IS and HS rats. The
IS was identified by their lower number of submission postures compared to the HS rats.

The average time spent in social play (SP) during the childhood of DOM, SD and SB
animals, was close to 15min/day from 28 to 35 days of age, with a decline from 36 to 44 days
(Figure 1a). The mean time spent in PF was not affected by the frequency of adopting the supine
posture [F(2, 108) = 1.16, p = 0.32, n%= 0.02, €%, = 0]. There was, however, effects of age on
the time spent in PF [F(3, 108) = 31.64, p = 0.0001, n% = 0.47, €2, = 0.45]. It was observed an
increase in the time spent on this behavior in the rats from 42 to 55 days old when compared to
the earlier period from 35 to 41days old (Figure 1c). In contrast, in the period from 56 to 62
days of age, a reduction in the average time spent on PF was observed, compared to the period
of 42 to 48 days of age (Figure 1c). From 56 - 62 days of age (42.87 £ 19.75min), LS rats spent
less time on PF behavior compared to the 49 - 55 period (67.85 £ 21.32) (Figure 1c, p=0.051).

The mean time spent weekly on VPA [VPA: F(2, 66) = 19.61, p = 0.0001, n?%= 0.37, €%
= 0.35] and SPA was different between groups [SPA: F(2, 72) = 10.05, p = 0.0001, n%, = 0.22,

€%, = 0.20]. Specifically, from 49 - 55 days old, LS (160.04 + 23.91min) and IS (162.93 +
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20.94min) spent more time on VPA than HS (114.36 + 27.58min) rats (both p<0.05). Likewise,
from 56 - 62 days old, LS (188.09 + 39.31min) and IS (164.48 £ 27.79min) spent more time on
VPA than HS (118.31 £ 28.99min) rats (Figure 3a, both p<0.05). For SPA, from 42-48 days of
age, LS (259.75 + 17.49min) and 1S (311.28 + 36.39min) rats spent less time on average than
HS (389.25 + 78.37min) rats (Figure 3b, both p<0.05). No effect of age was observed on the
mean time spent on the VPA [F(2, 66) = 1.03, p = 0.36, n%= 0.03, €2, = 0] and SPA [F(2, 72)
=0.23, p=0.80, n%=0.01, £%, = 0] during the youth (Figure 2).

During adulthood, after the animals had been individually placed in the VPAC (72-92
days old), frequency of adopting the supine posture affected the average time spent weekly on
VPA [F(2,63)=5.02,p=0.01,1%=0.14, €2, = 0.11]. LS (707.68 + 196.45min) rats spent more
time on average in VPA from 72 to 78 days of age than HS (523.21 + 53.6min) rats (Figure 4,
p=0.04). No effect of the age was observed on the mean time spent weekly in VPA between 72
and 92 days of age [F(2, 63) = 0.81, p = 0.45, n%= 0.02, £%, = 0] (Figure 4).

4. Discussion

In our study, the occurrence of asymmetries in the adoption of supine posture during PF
coincided with the onset of adolescence. Similar to our results, a previous study exposed rats to
4 days of social interaction sessions in dyads from 18 to 64 days old, also observed that from
40 days of age one of the animals adopted the supine posture more often than their partners
(Panksepp 1981). Adoption of the supine posture is a common tactic for defending the nape
after a rat tries to contact the nape of the neck of its partner (Pellis and Pellis 1991). Thus, the
difference in the frequency of playful attacks received between members of a group that leads
to asymmetry in the adoption of the supine posture. This asymmetry coinciding with the
transition from childhood to adolescence may stems from the maturation of primitive social

behaviors that occur in this period, leading to the expression of adult-typical social behaviors
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(Sisk 2016). In our study, this process could be observed by the decline in the time spent on the
behavior of SP (Figure 1a) accompanied by increased time spent on PF (Figure 1Db).

The underlying mechanism may be associated with the testosterone secreted during the
onset of puberty, which organizes neural circuits to facilitate the expression of adult behaviors
(Barradas-Moctezuma et al. 2019). Pubertal testosterone seems to act on social cognition (e.g.
structural changes in the lateral septum and posterodorsal medial amygdala), allowing the
selection of adequate behavioral responses to a particular social context, through behavioral
adaptations based on their social experiences (De Lorme and Sisk 2013; De Lorme et al. 2012).
So, the central action of pubertal testosterone can facilitate the adoption of the supine posture
after a playful attack to the nape, through of the increases in social proficiency, resulting in the
execution of effective actions to avoid the nape contact. This suggests that our model is a
suitable approach to study the maturation of social behaviors, as it includes the youth phase and
avoidance of stress due to social isolation.

During the first two weeks of behavioral analysis (Figure 1a), the rats interacted randomly
with their cage partners, with more than one animal at a time and without trying to achieve
specific end goal. We call this type of interaction SP, which appears to be a preliminary form
of PF behavior, in which the actions of the rats did not show the intention of gaining access to
specific areas of the partner's body or a position of advantage. The peak of time spent in SP
(Figure 1a) corresponded approximately to the period between 28 and 40 days of age,
corroborating with the previous studies (Panksepp 1981; Siviy and Panksepp 2011). During this
age range, social interactions in the form of play are important for the development of the
animal's sensorimotor system necessary for the expression of more complex behavior (e.g.
agonism and mating) (Pellis et al. 2019). The decline in the time spent in play after 36 days of
age may be associated with sexual maturation, marked by a gradual transition in the complexity

of behaviors involving attack and defense of the same body targets during adult precopulatory
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behavior (Vanderschuren and Trezza 2014; Pellis and Pellis 2013). Studies have demonstrated
that during the infancy of rats, the social skills are obtained during SP, providing a complex and
flexible behavioral repertoire (Pellis and Pellis 2007). Thus, the function of SP during childhood
should be associated with social competence in using the best social approach to solve and win
social contests, and there was no relationship between the frequency of adopting the supine
posture and the time spent in SP (Vanderschuren and Trezza 2014).

After the onset of adolescence, the rats increased the time spent on PF, since rats
dynamically disputed for access to its play partner's nape (Figure 1c). Previous studies have
observed that the increase in the time spent on PF is related to the level of motivation to direct
playful attacks to their cage partners (Pellis and Pellis 1990; Reinhart, Pellis, and Mclintyre
2004). In our study, the time spent on PF decreased in age-dependence way for rats, which
suggests a reduction in the motivation of rats to launch playful attacks. The reduction in
motivation seems to be associated with a higher likelihood of the rat, with increasing age, to
respond to playful attacks in an agonistic manner (Pellis and Pellis 1990). Indeed, during the
last two weeks of group analysis, the recipient rats frequently expressed boxing and wrestling
behaviors in response to playful attacks (data not shown). Thus, the decrease in PF is that there
is an age-related decrease in the motivation to launch playful attacks, attenuated by the
inhibitory effects of agonistic retaliatory behaviors by the partner.

In our study, we observed that the time spent on PF by LS tended to lessen between the
56" and 62" days of age, indicating that PF involving these animals tended to finish more
quickly (Figures 1b, c; p=0.051). PF consists of two important subcomponents: playful attacks
and defense supine posture, and the most frequent attackers assume less supine posture during
their youth (Pellis and Pellis 1991). Thus, LS rats are probably the most frequent attackers in
the group, spending less time on PF (Figure 1c), with increasing age, due to less motivation to

start social interaction from playful attacks. This attenuation in the motivation of LS rat may
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result from the proximity of sexual maturation, which is accompanied by the increased
probability of his partner responding to playful attacks in a more agonistic way than playful
(Pellis and Pellis 1990). Therefore, reduction in time spent on PF by LS rats may result from
the reduction in the degree of reciprocity of the recipient rats to keep the PF playful, through
the increase in retaliatory agonistic responses to playful attacks.

Previous study has shown that time spent in PF does not seem to influence the general
motor activity (Siegel and Jensen 1986). However, when we considered the asymmetry in the
adoption of the supine posture during PF, HS rats spent more time in SPA (e.g. active
exploration of the cage) than did LS and IS in the period between the 42" and 48™ days of age
(Figure 3b). This transient effect reflects that even after the period of habituation to the cage,
HS rats have high levels of locomotor activity. Likewise, rats habituated to an experimental
arena, when moved into it, also showed an increase in their motor activity as an indication of
active exploration in the environment (Gentsch, Lichtsteiner, and Feer 1981; Handa, Nunley,
and Bollnow 1993). This increase in active exploration of the environment, possibly without
the stressful component of when the animal is introduced to a new situation, may result from
the increased cortical release of acetylcholine (Giovannini et al. 1998). In adolescent rats, the
administration of 1 mg/kg of scopolamine (muscarinic antagonists) has been shown to reduce
the frequency of adoption of the supine posture by the treated animal during PF (Wilson,
Bierley, and Beatty 1986). So, this transient effect can occur because HS rats have a greater
release cortical of acetylcholine, which seems to be stimulated by the high frequency of
adoption of the supine posture during this period.

Regarding VPA, rats of the LS and IS groups spent more time than HS, where access to
the running wheel can be characterized as a positive reinforcement behavior (Vargas-Perez et
al. 2008; Kelley 2004). As far as we know, only one study evaluated whether stimuli from the

social environment, formation of dominance relations, can influence access to the running
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wheel in adult mice (Vargas-Perez et al. 2009). In this study, three mice (1 HS and 2 LS/IS)
were exposed to 5 daily sessions lasting 1 or 24 hours in a cage with 1 running wheel, with the
dominant rat spending more time running on the wheel. However, this study design allows us
to observe only that members of the group, with high levels of dominance, have priority access
to limited resources, such as the running wheel. In our study, even with the presence of 3
running wheels or when rats were allocated individually in the VPAC in the period from 72 to
92 days of age (figure 4), the HS rats, in a transient way, spent less time on VPA.

PF behavior is highly rewarding, and its expression is modulated by neural systems
involved in other rewarding behaviors, such as VPA (Lee et al. 2019; Siviy and Panksepp 2011).
The PF is only completely rewarding when the receptive rat is responsive to its partner's playful
attacks, and the motivation to launch playful attacks appears to involve the opioid system in the
brain (Pellis and McKenna 1995; Vanderschuren, Niesink, and Van Ree 1997). In juvenile rats,
regardless of the partner's response, treatment with morphine (opioid agonist, 1 mg/kg)
increased the motivation to initiate playful attacks, leading to a higher frequency of play
solicitation by the treated animals (Trezza and VVanderschuren 2008). Similarly, the motivation
to access the running wheel seems to involve changes in opioid-related transcriptional factors
within the mesolimbic pathway. In rats, access to the running wheel for 6 weeks led to an
increase in the levels of mMRNA of the s-opioid receptor in the nucleus accumbens (Greenwood
et al. 2011). In rats selectively bred for a high level of VPA, even without access to the running
wheel, they showed higher levels of mMRNA expression at the p-opioid receptor in the ventral
striatum (Lee et al. 2019). Thus, the transient effect observed on the time spent in VPA may be
associated with the functionality of the opioid system, and that probably HS rats are less
motivated because they have fewer opioid receptors (u, §) or opioid production in brain reward

pathways.
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In conclusion, asymmetries in the adoption of the supine posture among members of a
group during adolescence transiently influence the time spent in the expression of active
behavior. The SPA is influenced by the frequency of adoption of the supine posture, which,
according to the literature, may be associated with the release of cortical acetylcholine,
stimulating the active exploration of the cage. The practice of VPA of animals appears to be
dependent on the levels of motivation for the expression of self-rewarding behaviors, which
differs between members of the group and, according to the literature, may be associated with
changes in the opioid system.
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Figure 1. Time spent on Social play (SP) and Play fighting (PF) behaviors during the youth of
rats. Social play (a), Play fighting daily (b) and weekly (c) from 28 to 62 days of age. Data are
expressed individually for each animal and the daily average of each group, LS (n:10), IS (n:10),
and HS (n:10). Weekly data are expressed as mean + standard deviation of the mean, Two —
Way ANOVA test, Tukey post hoc: * indicates p<0.05 vs 35-41 days of age, * indicates p<0.05
vs 42-48 days of age and & indicates p=0.051 vs 49-55.
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Figure 2. Daily time spent on behaviors related to physical activity during the youth of rats. I)
Voluntary physical activity of LS (a, n: 8), IS (b, n: 9) and HS (c, n: 8) animals; I1) Spontaneous
physical activity of LS (d, n: 10), IS (e, n: 9) and HS (f, n: 8) animals; 111) Rest of LS (g, n: 10),
IS (h, n: 10) and HS (i, n: 10) animals from 42 to 62 days of age. Time data are expressed in
unit values and average daily time, ANOVA Test Repeated measures, Tukey post hoc: *
indicates p<0.05.
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rats. Rats were classified as low (LS, n: 10), intermediary (IS, n: 10) and high (HS, n: 10)
number of adoptions of supine posture from 42 to 62 days of age. VVoluntary physical activity
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p <0.05vs. LS and b indicates p < 0.05 vs. IS.
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Figure 4. Mean weekly time spent on voluntary physical activity (VPA) during adulthood of
rats. Rats were classified as low (LS, n: 10), intermediary (IS, n: 10) and high (HS, n: 10)
number of adoptions of supine posture from 42 to 62 days of age. Adult physical activity in the
running wheel from 72 to 92 days of age (LS, n: 8; IS, n: 8; HS, n: 8). Weekly time data are
expressed as mean + standard deviation of the mean, Two-Way ANOVA, Tukey post hoc test:
a indicates p<0.05 vs. LS.



114

Table 1. Characteristics of behaviors related to physical activity in offspring during childhood

and youth of rats.

Behaviors

Characteristics

Social play (SP)

Play fighting (PF)

Voluntary Physical Activity in
wheel (VPA)

Spontaneous Physical Activity
(SPA)

Rest

Corresponds to early social interactions with intense physical contact,
without a specific partner. The interactions occur at random, without a
specific intention or final goal. During the interaction, it often happens
that an animal initiates contact with its partner, being able to mount or
tangle and run away. During these encounters, it is common for one of
the animals to assume a posture lying with the dorsal surface in contact
with the floor (dominated), while another animal remains on it
(dominant) (Vanderschuren et al. 1995). However, animals do not seem
to apply behavioral strategies to dominate their play partner. This
dominant-dominated relationship changes steadily during this type of
social interaction. Behaviors related to attack and defense are evidenced,
with the absence of submission by one of the animals involved (Pellis
and Pellis 1990).

Correspond to the time spent in playful attack and playful defense.
During PF, juveniles rats contact or attempt to contact, the partner's nape
with the snout (attacker), while the partner uses various maneuvers to
avoid or break free from (recipient), such contact (Pellis and Pellis
1990). The attacker tends to direct its actions towards a single animal,
adopting strategies to immobilize the recipient rat. After the recipient rat
protects its nape, by assuming the supine position, the attacker can use
its forepaws to limit the partner's movements, or can stand on top of its
supine partner with all four of its paws (Pellis, Pellis, and Foroud 2005).
PF generally leads to an establishment of a dominant-subordinated
hierarchy, which in turn has an important role in socialization and sexual
behavior, acquiring resources, reproductive success and even survival
(Pellis and Pellis 1990).

Corresponds to running behavior in the cycle ergometer without any
reinforcement or motivation by external factors (Garland et al. 2011).

It corresponds to activities of daily living that demand an energy
expenditure above the levels of rest (Garland et al. 2011). SPA is the
sum of free movements in the cage, environmental exploitation and
offsets outside the cycle ergometer.

Corresponds to activities of daily living that do not demand energy
expenditure above resting levels (Garland et al. 2011). Rest is the sum
of behaviors of eating, drinking water, cleaning, staying quiet and
sleeping.
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APENDICE D - CAPITULO 8 DO LIVRO: NUTRIC;AO NO INICIO DA VIDA -
EVIDENCIAS CIENTIFICAS PARA PREVENCAO DE DOENCAS, 12 EDICAO, 2022
(ISBN: 9786555764765).
- Capitulo 8: Atividade fisica no inicio da vida e prevencédo das doencas cronicas no adulto.

Autores: Carol Gois Leandro; Gerffeson Martins; Diogo Vasconcelos; Luciano Pirola; Rubem

Carlos Guedes.

1. Introducéo

A prética de atividade fisica regular, em qualquer etapa da vida, est4 associada com um
risco reduzido de morbidade e mortalidade, melhora de funcBes cardiorrespiratorias,
metabolicas, neurobioldgicas e psicologicas. Particularmente no periodo de gestacdo, hd uma
melhora na funcdo cardiovascular, ganho limitado de peso, diminuicdo do desconforto
musculoesquelético, menor incidéncia de cdimbras musculares e edema de membros inferiores,
estabilidade no humor, reducdo do risco de obesidade, diabetes mellitus gestacional e a

hipertensdo gestacional.

O volume placentario da 20* semana de gestagdo é cerca de 180mL, passando para
424mL na 40% semana em gestantes ndo-exercitadas (ou inativas). Em mulheres que praticam
exercicios de intensidade moderada durante a gestacdo, o volume plasmatico na 20% semana é
de cerca de 255mL e na 40% semana passa para 522mL. Em consequéncia, no feto de maes
praticantes de atividade fisica regular, foi observada uma diminui¢do da massa gorda, melhor

tolerancia ao estresse e avancada maturacéo neurocomportamental.

Em modelos animais, ratas gestantes treinadas em esteira (5 dias/semana, com
progressiva diminui¢do da duracdo 50 — 20 minutos/dia, a 40% do VO2max) apresentaram um
menor ganho de peso corporal e um aumento no consumo de oxigénio de repouso (VO:2 de
repouso) (AMORIM; DOS SANTOS et al., 2009). Filhotes de ratas ativas antes e durante a gestacao
(30 min/dia, 5 dias/semana, durante 4 semanas) apresentaram melhora na memdria de longo
prazo na tarefa de reconhecimento de objetos (FALCAO-TEBAS; BENTO-SANTOS et al., 2012)..
Durante a lactacédo, foi observada uma melhora na ontogénese reflexa e na maturacao fisica
(FALCAO-TEBAS; BENTO-SANTOS et al., 2012). Resultados semelhantes foram observados em

ratas gestantes e praticantes de atividade fisica voluntaria.

O termo atividade fisica se refere a qualquer movimento do masculo esquelético que
demande um gasto energético acima do metabolismo basal. Quando a atividade fisica é

realizada de forma planejada, estruturada e repetitiva, é utilizado o termo exercicio fisico. O
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termo treinamento fisico requer a montagem de um programa de exercicios que segue um
protocolo com o controle detalhado da intensidade, frequéncia, duracdo e tipo do esforgo
(aerdbio, anaerdbio ou de resisténcia de forca). O objetivo de um programa de treinamento pode
ser melhorar o desempenho fisico, a aptiddo fisica ou ainda promover o alto rendimento em

diversos esportes.

E interessante que o efeito da atividade fisica materna pode ser observado ao longo da
trajetéria de vida da prole. Neste sentido, € importante adequar as respostas adaptativas a
hipGtese da origem desenvolvimentista da saide e da doenga (DOHaD). Por outro lado, o0s
estudos que relacionam atividade fisica materna e efeitos a longo-prazo na prole ainda sao
escassos. De fato, ha evidéncias que filhotes de mées ativas podem assumir um fendétipo ativo
na vida adulta e por consequéncia reduzir os riscos de doencas cardiometabdlicas. Mas ainda
ndo ha estudos que consolidem esta hipdtese em humanos. Em animais, poucos estudos tem
considerado os efeitos a longo-prazo da atividade fisica materna. Entretanto, supde-se que a
adocdo de um estilo de vida ativo materno permita um ajuste benéfico ao meio ambiente, uma
vez que o investimento materno (ou capital materno) parece ser preponderante as condicdes

ambientais adversas.

Neste capitulo, iremos abordar os efeitos da atividade fisica durante a gestacdo tanto na
mée quando no filho utilizando estudos com modelos experimentais para enquadramento do
mecanismo subjacente. Em seguida, abordaremos o efeito da atividade fisica materna a curto e
longo prazo da em funcBes neurobioldgicas e comportamentais no binémio maée-filho.
Relativamente aos pressupostos envolvidos nos mecanismos adaptativos, discutiremos sobre a
plasticidade fenotipica em periodos criticos do desenvolvimento. Por fim, sera abordado o papel

da atividade fisica materna no DOHaD.
2. Atividade fisica durante a gestacao e lactacéo

O periodo de gestacédo esta associado a um aumento da capacidade cardiorrespiratoria,
musculoesquelética e liberacdo especifica de alguns horménios (estrogénio e relaxina). H4 um
aumento no volume de sangue, frequéncia cardiaca, volume sistdlico, débito cardiaco e uma
diminuig&o da resisténcia vascular sistémica. O consumo de oxigénio aumenta em até 10 - 20%
em comparagdo com o estado ndo-gestante. HA uma diminuicdo gradual na temperatura
corporal materna com o aumento da idade gestacional (diminui¢do de 0,3°C que ocorre no

primeiro trimestre, com novas diminuicdes de 0,1°C por més durante 37 semanas de gestagéo).
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O aumento da concentracdo de estrogeno e relaxina pode causar mudangas na postura
com risco de quedas. Mulheres grévidas geralmente desenvolvem lordose, o que explica a alta
prevaléncia de dor lombar na gestacdo. Ha um esvaziamento mais frequente da bexiga por causa
da pressdo fetal, e isto pode ocasionar um aumento do risco de desenvolver incontinéncia
urinéria. Entretanto, o evento mais frequente que ocorre na gestagdo esta relacionado ao ganho

excessivo de peso e a diabetes mellitus gestacional (ACOG, 2020).

Estudos recentes de revisdo sistematica com abordagem clinica, epidemioldgica ou em
modelos experimentais, tém demonstrado resultados positivos do exercicio fisico durante a
gestacdo para o0 bindbmio mée-feto (MING; DING et al., 2018, PASTORINO; BISHOP et al., 2019).
De acordo com o “The American College of Obstetricians and Gynecologists” (ACOG, 2020),
a préatica diaria de exercicio fisico aerobio de intensidade moderada (entre 50 a 65% do VO2max)
e/ou de resisténcia (forca), durante 30 a 60 minutos esta associada a beneficios para a saide da
mée e do feto. A tabela 10.1 apresenta resultados de estudos de intervengdo com programas de

exercicio durante a gestacdo.

Embora o limite m&ximo de seguranca para a intensidade e a duracao seja individual, €
aconselhavel que haja um acompanhamento da frequéncia cardiaca (ndo ultrapassar 60 — 80%
do méximo), da glicemia e da pressao arterial. Especialmente para gestantes obesas ou com
diabetes gestacional, a pratica de exercicio fisico deve ser monitorada. Em uma recente
metandlise, foi verificado que mulheres com diabetes mellitus gestacional submetidas a um
protocolo de treinamento de resisténcia (for¢a muscular) apresentam uma melhora significativa
da glicemia em jejum, dos niveis médios de glicose no sangue duas horas apoés as refeicdes, na

taxa de liberacdo de insulina e na incidéncia de macrossomia (YAPING; HUIFEN et al., 2020).

Os mecanismos subjacentes podem estar associados as alteracdes na comunicagdo
materno-fetal via placenta. Gestantes exercitadas (20 min/dia, 3-5 dias/semana, com intensidade
a 55-60% VOzmax) tiveram maior eficiéncia em interagir com o feto devido ao maior volume
funcional placentario. Estima-se que o volume placentario de sangue seja maior na 20* e 40°
semana de gestagdo em mulheres que praticam exercicio fisico (caminhadas diérias a 60% do
VO2max) quando comparadas as ndo exercitadas (sedentdrias). Outro mecanismo proposto ¢ que
o treinamento fisico de intensidade leve/moderada aumenta o consumo de oxigénio de repouso.
Sugere-se entdo, que uma maior quantidade de oxigénio e nutrientes possa ser destinada ao feto,
podendo modular positivamente seu crescimento e desenvolvimento. O Quadro 10.1 apresenta
o conceito das variaveis fisiologicas (VOamax € frequéncia cardiaca) utilizados para classificar o

exercicio fisico de acordo com a intensidade.
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3. Efeitos a curto e longo prazo da atividade fisica em fung¢des neurobioldgicas e

comportamentais no bindbmio méae-filho

Tem sido demonstrado, tanto em humanos, como em animais de laboratério, que o
sistema nervoso de mamiferos tem capacidade de se adaptar em face a fatores externos (ou
ambientais). No caso da atividade fisica, essa adaptacao parece ser mais evidente quando ocorre
nos periodos iniciais da vida. Processos cognitivos envolvidos na génese da depressao psiquica
e em disturbios de ansiedade, aprendizado e memoria parecem beneficiar-se da pratica regular
da atividade fisica na gestacdo. Igualmente, a atividade elétrica cerebral pode ser influenciada
pelo exercicio fisico. E amplamente aceito que, quando realizado no periodo perinatal, o
exercicio fisico pode modificar a programacdo normal (fisiolégica) do desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso. Essa “reprogramagao” seria o fundamento epigenético para
explicar a adaptagdo do organismo, bem como o surgimento de doengas mais tarde, na vida
adulta.

Em ratos, a atividade fisica voluntaria materna na roda de corrida, atua como um
importante estimulo ambiental capaz de modular a expressdo comportamental da prole. Mais
especificamente, a pratica de corrida na roda pela mée, da gestacdo até o 14° dia p6s-natal,
resulta em maior atividade locomotora dos filhotes aos 23, 45 e 60 dias de idade no teste de
campo aberto, refletindo a maior habilidade ambulatéria geral e atividade exploratoria

(FRAGOSO; LIRA et al., 2017).

A atividade exploratéria aos 30 dias de idade da prole de mées que correram na roda
durante a gestacdo, permanece mais tempo e os filhotes apresentam maior capacidade de
aprendizado espacial no teste de labirinto aquatico de Morris, com a aquisi¢cdo de informacGes
advindas de estimulos do ambiente fisico e social. As alteracdes observadas na expressao
comportamental da prole durante a infancia, parecem reduzir a propensdo destes filhotes
manifestarem comportamentos exacerbados (e.g. rigidez da cauda e espasmo miocldnico)
durante crises epilépticas e de desenvolverem distdrbios comportamentais (LIMA; SOARES GDE
etal., 2014).

Durante a juventude de ratos, a pratica de atividade fisica é capaz de atenuar transtornos
comportamentais resultantes da presenca de agentes estressores ao longo da gestacdo/lactacédo
e idade adulta. Em testes de sociabilidade e anedonia, a expressdo de comportamentos
relacionados a depresséo e do espectro autista na prole adulto-jovem, que foi exposta a eventos

adversos durante a gestacao (infeccéo viral) e lactagéo (separagdo materna), sdo atenuados pela
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prética de atividade fisica na roda de corrida dos 28 aos 60 dias de idade. Além disso, ratos
adultos, que tiveram acesso a roda de corrida entre 0s 28 e 60 dias de idade, respondem melhor
a situacdes cronicas de estresse de isolamento social e contencdo, com manutencao dos niveis
de atividade fisica, reducdo de comportamentos semelhantes a depressdo no teste de natacao
forcada e ansiedade no teste de labirinto em cruz elevado (HUESTON; CRYAN et al., 2017,
GHALANDARI-SHAMAMI; NOURIZADE et al., 2019, MARTINS; CHAGAS et al., 2020). Assim, estas
respostas comportamentais na idade adulta refletem o efeito protetor da atividade fisica durante
a infancia e adolescéncia, frente a estimulos ambientais adversos, evitando aumento da

inatividade fisica e transtornos comportamentais.

Os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos neurobiologicos do exercicio fisico
comecaram a ser investigados ha alguns anos. Recentemente, foi demonstrado que tanto a
deficiéncia proteica da dieta, quanto a atividade fisica espontanea (em rodas de atividade), em
ratas gestantes, influenciam a expressdo génica de varios fatores tréficos (BDNF, NTRK2, IGF-
1, e IGF-1R) no cérebro da prole dessas gestantes (FRAGOSO; CARVALHO JUREMA SANTOS et
al., 2020). Além disso, a atividade fisica espontanea atenuou os efeitos deletérios da deficiéncia

proteica sobre a expressdo desses mesmos genes (Figura 10.1).

Como foi destacado no inicio desta seccdo, evidéncias clinicas e experimentais
demonstram que o exercicio fisico influencia positivamente a adaptacdo neurobiol6gica em
mamiferos, provavelmente por meio de modificacbes da expressdo génica de fatores
neurotroficos cerebrais. O estudo detalhado desse mecanismo pode ajudar na compreenséo do
impacto do exercicio fisico no delicado equilibrio “satde/doenga”, equilibrio este que, para o
sistema nervoso se origina no periodo perinatal, mas precisa se estender até a idade adulta e o

envelhecimento.

4. Plasticidade fenotipica: nutricdo e atividade fisica em periodos criticos do

desenvolvimento

A variacdo das condigOes ambientais, particularmente em termos de nutri¢cdo, impoe
processos adaptativos ao organismo de forma a garantir a sua sobrevivéncia, o ciclo reprodutivo
e a longevidade. Estimulos ambientais em periodos criticos do desenvolvimento (alta
plasticidade, proliferacéo e diferenciagéo celular e crescimento acelerado de érgéos e sistemas)
causam adaptacdes fisiologicas, morfoldgicas e moleculares que demandam uma reestruturagdo
orgénica e metabolica. A curto-prazo, estas adaptacdes sdo benéficas, mas podem se tornar um

problema quando h4 a transicdo do ambiente apresentado durante a gestacdo/lactacdo e o
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ambiente na idade adulta.

A exposicdo as mudancas drasticas no aporte de nutrientes, por exemplo, pode ter
consequéncias de ordem fisioldgica e molecular e produzir o aparecimento precoce de doencas
cardiometabdlicas, diabetes tipo 2, hipertensdo e dislipidemia na vida adulta. Esse processo
pode ser determinado por mudancas epigenéticas e moleculares, por exemplo, através de
metilacdo de DNA, expressdo de microRNAS e acetilacdo de histonas regulando a expressao de

genes que definem os efeitos bioldgicos nos tecidos e 6rgéos.

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 padrdo de atividade (WEST-EBERHARD, 2005). A plasticidade tem caracteristicas
ativas e adaptativas e, por ser uma variagdo interindividual, esta susceptivel a influéncia do
ambiente (variacdo do fenotipo) e dos genes (genoma individual). De fato, o desequilibrio
metabolico que responde a um periodo de subnutricdo e posterior sobrepeso e obesidade ird
repercutir no descontrole da expressao de genes associados ao controle do comportamento

alimentar.

Da mesma forma, a plasticidade da prole no inicio da vida em resposta a algum distdrbio
nutricional pode estabelecer um fendtipo susceptivel a um ambiente obesogénico caracterizado
por disponibilidade de alimentos hipercaléricos, consumo exacerbado de gordura e inatividade
fisica. A interacdo entre gene e ambiente é chamada de “epigenética” e pode explicar como as
variacdes ambientais influenciam a expressdo dos genes. A heranca epigenética altera a
capacidade de um gene de ser manifestado ou silenciado em um descendente sem promover

modificagdes na sequéncia do DNA.

Os estimulos ambientais podem conduzir o organismo a uma adaptacdo fisioldgica,
padrdo de expressdo génica por alteracBes epigenéticas, incluindo a participacdo dos
microRNAs, além do que seria possivel através do genétipo herdado. E importante ressaltar
que estes efeitos ndo assumem um carater determinista, e estratégias de interven¢do como a
pratica de atividade fisica e uma dieta equilibrada podem atuar positivamente. Estudos recentes
tem verificado a influéncia da desnutricdo e de um estilo de vida no ambito da atividade fisica
durante periodos de alta plasticidade mesmo diante de restri¢ao dietética (NOGUEIRA; ANDRADE
et al., 2019, pe OLIVEIRA LIRA; DE BRITO ALVES et al., 2020, FRAG0SO; CARVALHO JUREMA
SANTOS et al., 2020). Em humanos, foi verificado em estudos realizados com criancas nascidas

com baixo peso, que a promogdo de um estilo de vida ativo na infancia e adolescéncia, como
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prética regular de atividade fisica ou treinamento fisico, podem atenuar ou mesmo reverter os

efeitos desses dois extremos da ma-nutri¢do, subnutricdo e obesidade.

O balanco energético durante a gestacdo ¢ um fator importante que afeta a relacéo entre
nutricdo materna e o peso ao nascer. Mulheres 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 (RAO; KANADE gt al., 2003). Extrema carga de
trabalho também tem sido associada ao aumento da taxa de aborto e bebés prematuros (RAO;
KANADE et al., 2003). Por outro lado, a atividade fisica de baixa intensidade e realizada
sistematicamente esta associada ao aumento do peso ao nascer mesmo em mulheres que

passaram por privacao dietética.

De forma a subsidiar hipoteses que referem aos possiveis mecanismos associados ao
papel profilético da atividade fisica em modelos animais de desnutricdo perinatal, estudos tem
sido realizados no ambito da epigenética, particularmente o papel dos microRNAS na regulacéo
da expressdo génica. Os microRNAs (miRNAs ou miRs) sdo pequenos RNAs ndo traduzidos
(em torno de 21-22 nucleotideos) que regulam negativamente ou reprimem a expressao de
genes alvo. Esta bem estabelecido que os miRNASs exercem seus efeitos por interagir com um
conjunto de alvos de MRNAS e ha inibicdo da sintese de proteina e/ou reducéo dos niveis desses
alvos nos mRNAs. A interacdo entre 0 miRNA e o mRNA normalmente requer uma extensdo
do interrupto emparelhamento de bases entre a regido 5’ final do miRNA e a regido 3’ ndo

traduzida do alvo do mRNA.

A expressdo de microRNAs pode ser determinada por estresse nutricional em fases de
desenvolvimento. Um estudo recente revelou que filhotes de ratas, que consumiram dieta com
baixo quantidade de proteina durante a gestacdo e lactacdo, tiveram a expressdo de genes,
relacionados ao balanco energético no tecido hepatico, regulada por mecanismo epigenético e
molecular através de microRNAs. Foi demonstrado também que a atividade fisica modula a
expressao de microRNAsS, logo essas alteracfes fenotipicas podem estar correlacionadas com a
regulacdo dos microRNAs sobre a expressdo génica de proteinas. E razoavel considerar,
portanto, que 0s mesmos mecanismos epignéticos possam subsidiar a agdo mitigante ou mesmo
supressora do treinamento fisico em criangas que apresentam sobrepeso e obesidade. O quadro
10.2 apresenta uma lista de microRNAs modulados pelo exercicio fisico, seus genes

reguladores, os tecidos-alvo e os efeitos metabdlicos.
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Um estudo prévio verificou que hd um mecanismo especifico para explicar a
plasticidade do masculo esquelético durante o desenvolvimento a restricdo proteica materna
(DE BRITO ALVES; TOSCANO et al., 2017). Neste estudo, a regulacdo das enzimas chave da via
glicolitica, em particular hexoquinase (HK2) e a piruvato desidrogenase kinase 4 (PDK4)
sofreram uma reducdo concomitante de MRNA da beta hidroxiacil-coenzima-A desidrogenase
(B-HAD). No entanto, a regulacdo negativa de enzimas-chave da via glicolitica ndo prejudicou

a flexibilidade metabélica do musculo.

A identificacdo da regulacdo epigenética da expressdo de genes como potencial
mecanismo da inducdo de diferentes fen6tipos pela nutrigdo infantil é de importancia para o
estudo de mecanismos de intervencao, que podem incluir a nutrigendémica e também a atividade

fisica.

5. Origem perinatal de doencas cardiometabdlicas na vida adulta e o papel da atividade

fisica materna

A doenca cardiometabolicas, cujo risco pode ser programado no inicio da vida, é um
dos principais determinantes de morbimortalidade, atingindo milhdes de pessoas em todo o
mundo. E um processo patoldgico que se desenvolve ao longo do tempo, levando ao actimulo
nos vasos sanguineos de lesdes aterosclerdticas que limitam o fluxo e a dindmica do sangue e
geralmente estdo associadas a um estado inflamatdrio. A ruptura aguda da placa em lesGes
aterosclerdticas causa trombose vascular que pode ser fatal. Por esse motivo, a deteccéo precoce
do desenvolvimento de doencas cardiovasculares pode permitir um melhor manejo e

intervencdo, reduzindo assim a morbimortalidade da doenca.

Com etiologia diversa, as doencas cardiometabolicas podem estar relacionadas a fatores
genéticos, hormonais e também ao estilo de vida (atividade fisica), habitos alimentares,
poluentes e estresse. Ha duas décadas, tem sido evidenciado que as doencas cardiometabdlicas
na vida adulta podem também ter etiologia no ambiente materno em resposta a estimulos
ambientais durante o periodo critico do desenvolvimento (gestacdo, lactacdo e primeira

infancia).

A hipotese do DOHabD surgiu inicialmente de estudos de coorte em humanos mostrando
que pessoas com baixo peso ao nascer tinham um risco maior de doenga cardiovascular,
hipertensdo, diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica quando adultos (GLUCKMAN & HANSON,
2004). Experimentos com animais tem verificado que a manipulagédo da dieta das maes, uso de

farmacos, ou exposicdo ao estresse (glicocorticoides) durante a gestacdo estdo associadas a
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padrbes adaptativos a curto e longo prazo. H& também estudos clinicos com ampla abordagem
epidemioldgica que vem demonstrando que a satde do adulto é fortemente influenciada pela
experiéncia no inicio da vida. Notadamente os estudos realizados em paises com baixa e média
renda e que tenham passado pela transicdo nutricional ou epidemioldgica € onde a hipdtese do

DOHaD é mais evidente.

O efeito da atividade fisica materna pode ser entendido a partir dos pressupostos da
plasticidade fenotipica, especificamente se enquadrando a hipdtese do DOHaD, ao menos no
que respeita a resposta adaptativa imediata. Intervencbes que tem sido chamadas de
“reprogramagdo”, como atividade fisica, podem atenuar ou mesmo prevenir doencas

metabolicas programadas por um ambiente hostil materno, nomeadamente a desnutricéo.

E interessante observar que os efeitos da atividade fisica materna sdo bem estabelecidos
e uma metanalise incluiu 13 estudos prospectivos e mostrou uma associa¢do inversa de dose-
resposta entre niveis de atividade fisica e risco de hipertensdo durante a gestacdo (HUAI; XUN
et al., 2013). O exercicio materno reduz a pressdo arterial, a resisténcia vascular sistémica, a
atividade simpdtica, a atividade da renina plasmatica, o indice de resisténcia a insulina, 0 ganho
excessivo de peso corporal e a circunferéncia abdominal e os lipidios do sangue. Mulheres
gestantes saudaveis sem contraindicaces médicas devem ser encorajadas a participar de
atividades fisicas regulares pelo menos 150 minutos por semana (20-30 minutos por dia na
maioria ou todos os dias da semana) em intensidade moderada. Contudo, os estudos que

consideram os efeitos na prole a curto e longo-prazo ainda sdo escassos.

Em termos de resposta adaptativa imediata, os estudos tem mostrado que a atividade
fisica materna atenua os efeitos da desnutricdo proteica na presenca de biomarcadores de
doengas cardiometabolicas. Em filhotes de ratos submetidos a restricdo proteica do 1° ao 14°
dia de idade houve um aumento do volume corrente e volume expiratorio aos 21 dias que sdo
indicadores de hipertensdo induzida por desnutri¢cdo perinatal. Estes efeitos foram atenuados
em filhotes de maes desnutridas, mas que realizaram atividade fisica durante a gestacao
(NOGUEIRA; ANDRADE et al., 2019). De fato, ratos desnutridos submetidos a desnutri¢éo
perinatal exibem uma resposta simpatica e bradicardica aumentada a ativacdo de
quimiorreceptores periféricos O2/CO> e corpos carotideos. Contudo, estes efeitos sdo revertidos
guando a mae pratica atividade fisica. O mecanismo subjacente pode estar relacionado ao
aumento do fator de crescimento da insulina na placenta (IGF-1) e seu receptor (IGF-1R) e ao
exercicio induzido pela remodelagédo vascular na placenta. Essas observacdes reforcam a visdo

de que o exercicio fisico materno atua positivamente na funcdo respiratéria de filhotes
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desnutridos, o que representa um importante indicio precoce de prote¢do ao desenvolvimento

da hipertenséo.

A analise espectral da pressdo arterial e da variabilidade da frequéncia cardiaca séo
utilizadas para descrever as flutuacdes ritmicas e ndo ritmicas da pressao arterial, fornecendo
indices de modulacdo autondmica cardiovascular. Em modelos experimentais, filhotes (30 dias
de idade) de maes ativas (60-90 min/dia corrida em cicloergdmetro, antes e durante a gestacao)
independentemente da dieta, mostraram melhorias na analise espectral que pode refletir a
natureza dependente da frequéncia do barorreflexo. A normalizacéo da influéncia simpatica no
sistema cardiovascular e na pressao arterial fortalece a hip6tese de que a atividade fisica per se

aumenta a autonomia cardiovascular.

Os estudos que relacionam atividade fisica materna e efeitos a longo-prazo na prole
ainda séo poucos e 0s mecanismos pobremente conhecidos. Um estudo avaliou o efeito do
treinamento fisico moderado antes e durante a gestacdo (40 — 50% do VO2max, 5 dias/semana)
em filhotes de ratos aos 150 dias de vida (FIDALGO; FALCAO-TEBAS et al., 2013). Foi observada
uma melhora no ganho de peso corporal, reducdo da massa gorda e na glicemia de jejum apenas
nos filhotes de mées desnutridas e treinadas. E de ressalva que estes efeitos ndo foram
significativos em filhotes de maes apenas treinadas. Este resultado nos leva a uma discusséo

mais ampla que envolve o conceito de plasticidade fenotipica.

Presume-se que a plasticidade permite um ajuste benéfico ao meio ambiente. Neste
contexto, a plasticidade do desenvolvimento é geralmente abordada dentro de uma analise
adaptativa plastica (quando ha deformacao severa) ou elastica (quando ha ajustes iniciais, mas
retorno a forma original). Outro ponto importante é que este ajustes podem ndo estar
diretamente relacionados ao meio ambiente, mas sim ao nicho gerado pelo fenétipo dos pais
(maes com fenotipo ativo). Neste sentido, a hipdtese de que somente quando o investimento
materno é retirado, o organismo em desenvolvimento fica exposto diretamente as condicdes

ambientais adversas.

Parece que a trajetoria de desenvolvimento primeiro se ajusta ao investimento materno
(ou paterno, ou ambos) e depois ao ambiente externo. E como se a prole tivesse que
experimentar um trade-off, beneficiando-se do investimento materno durante os estagios mais
vulneraveis de desenvolvimento, ao custo da exposicdo a estratégias de investimento que
maximizam a aptiddo materna. Assim, a atividade fisica materna, atuando como estimulo

ambiental, parece oferecer novas oportunidades para o desfecho de salde da mée e da prole.
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6. Considerac0es finais

A atividade fisica materna, a depender da intensidade, frequéncia e duracdo do esforco,
esta associada a beneficios para a mée, reduzindo o risco de ganho excessivo de peso, diabetes
mellitus gestacional e hipertensdo. Para o feto, ha um ajuste no padrdo de crescimento com
efeitos positivos no acumulo de massa gorda, peso ao nascer e desenvolvimento
neurocomportamental. Os efeitos da atividade fisica materna no filhote a curto-prazo referem a
um mecanismo adaptativo fisioldgico, celular e molecular que pode proteger de alteracbes
ambientais adversas, como por exemplo, a restri¢do proteica. Por outro lado, ainda ndo se tem
consisténcia sobre os resultados a longo-prazo, mas acredita-se que o fenédtipo ativo materno
pode ser passado para a prole, e de forma indireta, proteger a prole do aparecimento precoce de

doencas cardiometabdlicas relacionadas as fases iniciais da vida.
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