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Resumo

Situagdes estressantes e aborrecimentos diarios sdo uma parte normal da vida
cotidiana. Durante os primeiros periodos de desenvolvimento, as criangas nao
tém controle sobre os estressores de suas vidas, como abuso materno,
abandono, divércio dos pais, entre outros. Em periodos criticos do
desenvolvimento tais situagcbes estressantes podem resultar em
neuropsicopatologias na idade adulta. A separagao materna (SM) é um modelo
animal bem estabelecido de estresse no inicio da vida, amplamente utilizado
para imitar varias psicopatologias. Por outro lado, evidéncias promissoras
apontam o exercicio fisico materno como a chave para prevenir varios
disturbios que afetam o sistema nervoso central, mas ndo ha estudos
mostrando seus efeitos na saude da prole. Com isso, o objetivo deste estudo
foi investigar se o exercicio resistido durante a gestagdo € capaz de bloquear
os possiveis efeitos deletérios causados pela SM sobre o comportamento e a
neuroplasticidade da prole. Ratas prenhas realizaram exercicio resistido
durante todo o periodo gestacional, onde escalaram uma escada inclinada com
um peso presoacauda, 3 vezes por semana. No dia do nascimento dos filhotes
(P0), machos e fémeas foram divididos em 4 grupos experimentais (n= 10):1)
filhotes de maes sedentarias (SED), 2) filhotes de maes exercitadas durante a
gravidez (EXE), 3) filhotes submetidos ao estresse no inicio da vida (ELS) e 4)
filhotes de mées exercitadas e submetidos ao estresse no inicio da vida
(ELS+EXE).Do P1 ao P10, os filhotes dos grupos 3 e 4 foram separados de
suas maes durante 3 horas/dia. A partir do P30 foram realizados ostestes de
labirinto em cruz elevado, campo aberto e preferéncia a sacarose. No P38, os
filhotes foram eutanasiados e amostras do cértex pré-frontal foram coletadas.
Analises de estresse oxidativo e dano tecidual por meio da coloracdo de Nissl
foram realizadas. Nossos resultados demonstram que filhotes machos sao
mais susceptiveis ao estresse no inicio da vida do que as fémeas,
apresentando um comportamento impulsivo e hiperativo similar aquele visto em
criangas com TDAH. Esse comportamento foi atenuado pelo exercicio resistido
gestacional. Adicionalmente, um aumento na produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) foi observada nos filhotes machos submetidos a SM e aqueles
cujas maes realizaram exercicio resistido durante a gestagdo. Esse aumento
nas EROs foi capaz de causar uma perda neuronal no cértex pré-frontal dos
filhotes machos, o que foi bloqueadopelo exercicio resistido gestacional.
Nossos achados demonstram pela primeira vez que o exercicio resistido
realizado durante o periodo gestacional previne os prejuizos causados pelo
estresse no inicio da vida em ratos machos, os quais parecem ser mais
suscetiveis que as fémeas.

Palavras-chave: Impulsividade, hiperatividade, estresse no inicio da vida, dano
tecidual.



Abstract

Stressful situations and daily hassles are a normal part of day-to day-life. During
early periods of development, children do not have control over the stressors in
their lives, such as maternal abuse, abandonment, divorce from parents, among
others. Such stressful situations in critical periods of development can result in
neuropsychopathologies in adulthood.Maternal separation (MS) is a well-
established animal model of early-life stress, widely used to mimic various
psychopathologies. On the other hand, promising evidence points to maternal
physical exercise as the key to preventing various disorders that affect the
central nervous system, but there are no studies showing its effects on offspring
health. Thus, the aim of this study was to investigate whether resistance
exercise during pregnancy is able to prevent the possible deleterious effects
caused by MS on the behavior and neuroplasticity of offspring. Pregnant rats
performed resistance exercise throughout the gestational period, where they
climbed a sloping ladder with a weight attached to their tail 3 times a week. On
the day of birth of pups (P0O), males and females were divided into 4
experimental groups (n = 10): 1) pups of sedentary mothers (SED), 2) pups of
mothers exercised during pregnancy (EXE), 3) pups subjected early-life stress
(ELS) and 4) pups of mothers exercised and subjected early-life stress (ELS +
EXE).From P1 to P10, pups from groups 3 and 4 were separated from their
mothers for 3 hours/day. From P30 the Elevated Plus Maze, Open Field, and
Sucrose Preference Test were performed and in P38 the pups were euthanized,
and prefrontal cortex samples were collected. Oxidative stress and tissue
damage analysis by Nissl/ staining were performed. Our results demonstrate
that male pups are more susceptible to early-life stress than females, showing
impulsive and hyperactive behavior similar to that seen in children with ADHD.
This behavior was attenuated by the gestational resistance exercise.
Additionally, an increase in the production of reactive oxygen species (ROS)
was observed in male pups submitted to MS and those whose mothers
performed resistance exercise during pregnancy. This increase in ROS was
able to cause neuronal loss in the prefrontal cortex of male pups, which was
completely reversed by the resisted gestational exercise. Our findings
demonstrate for the first time that resistance exercise performed during
pregnancy prevents early-life stress damage in male rats, which appear to be
more susceptible than females.

Keywords: Impulsivity, hyperactivity, early life stress, tissue damage.



1. INTRODUGAO



1.1 Estresse no inicio da vida

Situacdes estressoras no inicio da vida, como disturbios no
relacionamento entre pais e filhos, discérdia conjugal dos pais, separagdo
social, abuso e disfungao familiar demonstraram afetar a fungao cognitiva e a
emocionalidade além de estar amplamente associados ao desenvolvimento de
diversas neuropsicopatologias na vida adulta (BANERJEE; MIDDLETON;
FARAONE, 2007; BIEDERMAN et al., 1995; GIACHINO et al., 2007; KIM et al.,
2007; PRYCE et al.,, 2005). Essas adversidades no inicio da vida alteram
diversas areas encefadlicas sensiveis ao estresse como o hipocampo e
amigdala e areas frontais corticais (BAVA; TAPERT, 2010; ENOCH, 2011;
GUERRI; PASCUAL, 2010). O cortex pre-frontal (CPF) esta relacionado com
funcdo executiva, memoria, atencao e aprendizado. Alteracdes nestas funcoes
bem como o aumento da impulsividade regulada CPF pelo foram relatadas em
adultos que experienciaram adversidades do inicio da vida(LOVALLO, 2013;
MCCRORY; DE BRITO; VIDING, 2010). Da mesma forma, estudos em animais
mostraram que a exposi¢ao ao estresse precoce produziu prejuizos estruturais
e funcionais no CPF, resultando em déficits cognitivos(BAUDIN et al., 2012).

Estudos demonstram que criangas expostas a privacdo materna, por
morte ou separagdo apresentam maior risco de desenvolver
transtornosneuropsiquiatricos, como o transtorno do déficit de atengcdo e
hiperatividade (TDAH) (CLASS et al., 2014; TYRKA et al., 2008). As bases
biolégicas de muitos destes transtornostém sido fortemente associadas a
modificagdes epigenéticas, desregulagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA) e alteragbes no status oxidativo que, por sua vez, pode causar
alteracdes na ramificagado dendritica, morte neuronal, diminuicdo dos niveis de
fator neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF) e da neurogénese no encéfalo
dos descendentes(ARCHANA et al., 2012; NESTLER et al., 2002).

O paradigma de privagao / separagao materna (SM) € um modelo animal
bem estabelecido de estresse no inicio da vida (do inglés Early-life stress -
ELS), muito utilizado para mimetizar diversas condigdescomo esquizofrenia
(ALEKSIC et al., 2016), depressdo e ansiedade (DANIELS et al., 2004).
Todavia, alguns estudos experimentais vém utilizando esse paradigma
relatando alteracbes de impulsividade e hiperatividade semelhantes aqueles
observados em individuos com TDAH (COLORADO et al., 2006; GONZALEZ-



LIMA; SADILE, 2000). O aparecimento de diferentes fenétipos depende de uma
variedade de manipulagdes pds-natais como uma separacgao unica ou repetida,
a duracédo da separagao e as condi¢des circadianas e térmicas (PRYCE et al.,
2005; RUEDI-BETTSCHEN et al., 2005). Arnold e Siviy (2002) relataram
comportamento hiperativo em um grupo animais separados das méaes durante
3 horas por dia, nas duas primeiras semanas de vida, mas ndo em um grupo
de animais apenas privados das méaes durante 15 minutos por dia(ARNOLD;
SIVIY, 2002). Alguns protocolos de ELS induzem comportamentos de risco
evidenciados por maior permanéncia em zonas expostas do teste campo
aberto,além de um comportamento impulsivoidentificado por aumento da
locomogado semelhante aquele encontrado em modelos animais de TDAH
(BRAUN et al.,, 2003; COLORADO et al.,, 2006; GONZALEZ-LIMA; SADILE,
2000; JIMENEZ-VASQUEZ et al., 2001; KING et al., 2000). Desta forma, os
animais submetidos ao ELS sdo mais ativos e exibem mais comportamentos de
risco em ambientes novos (BRAKE et al., 2004; PROULX et al., 2014).

Para alguns individuos, tais experiéncias adversas no inicio da podem
aumentar o risco de desenvolver obesidade na idade adulta através de
mecanismos associados ao estresse(FARR et al., 2015, HEMMINGSSON,
2018; OSADCHIY et al., 2019). Em modelos animais, sabe-se que o aumento
no consumo de sacarose e aspartame estdo relacionados a um comportamento
alimentar considerado compulsivo(BABBS et al., 2018; SMAIL-CREVIER et al.,
2018). Ramos e colaboradores demonstraram em seu estudo que o estresse
no inicio da vida foi capaz de aumentar o consumo de sacarose e aspartame,
indicando que estes animais apresentam uma maior preferéncia pela ingestao
de alimentos palataveis e caléricos (AYA-RAMOS et al., 2017).

Qualquer fator ou evento estressor que ameace 0S processos
homeostaticos evoca uma resposta que geralmente promove adaptagéo, mas
também pode liderar processos fisiopatoldégicos quando essa resposta é
excessiva e desregulada. O encéfalo € o érgéo central da regulagdo do
estresse,pois determina o que estd ameagando e coordena as respostas
fisiologicas e comportamentais aos estressores. Da mesma forma, o encéfalo
também é alvo destas respostas, o que esta fortemente associado a
fisiopatologia e etiologia de alguns transtornos mentais, como transtornos do
humor e transtornos de ansiedade (MAJCHER-MASLANKA et al., 2018;



MCEWEN et al., 2015; MCEWEN; NASCA; GRAY, 2016). Numerosos estudos
experimentais revelam que o estresse no inicio da vida esta fortemente
associado com alteragdes consistentes no CPF, como diminuicdo no numero
de neurdnios e aumento de células da glia (MAJCHER-MASLANKA et al.,
2018; TEICHER; SAMSON, 2016).

Desequilibrio no status oxidativo também é caracteristico em individuos
com TDAH bem como em modelos de ELS (ARCHANA et al., 2012; CEYLAN
et al., 2010, 2012). O encéfalo, que €& particularmente suscetivel a essas
alteragdes devido ao alto consumo de oxigénio, acaba sofrendo diversos danos
teciduais em consequéncia da geragcdo de radicais livres, mecanismos de
defesa antioxidantes insuficientes e excitotoxicidade (HERBORN et al., 2014).
Existem diversas estratégias experimentais para mensurar o estresse oxidativo
em tecidos biolégicos, tais como através da producgdo de radicais livres pela
oxidagdo quimica da dicloroidrofluoresceina (DCFH), pela avaliagcdo da
peroxidagao lipidica por meio da producdo de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e pela atividade de enzimas antioxidantes como a SOD
e CAT (GUPTA; RADHAKRISHNAN; KURHE, 2015; HOLLAND et al., 2014; KI
MOORE et al., 2015; SASAKI; LEUTGEB; LEUTGEB, 2015; SPIERS et al.,
2013). O desequilibrio entre a quantidade de espécies reativas de oxigénio
(EROs: moléculas quimicamente reativas formadas como um subproduto
natural do metabolismo do oxigénio) e a capacidade dos sistemas
antioxidantes de neutraliza-los (conhecido como desequilibrio redox) pode
induzir estresse oxidativo, uma caracteristica bem conhecida de numerosos
transtornos neuropsiquiatricos, incluindo o TDAH(SORCE; KRAUSE, 2009). No
SNC, as EROs desempenham um papel fisiolégico importante(CAMPESE et
al., 2004), no entanto, o aumento de EROs é conhecido por resultar em uma
maior suscetibilidade do tecido cerebral a lesbes, acionando numerosas
cascatas moleculares que, por sua vez, levam a um aumento de
permeabilidade da barreira hematoencefdlica, alteragbes da morfologia
cerebral, neuroinflamacao e morte neuronal(GU; DEE; SHEN, 2011)

Como descrito anteriormente, o ELS tem consequéncias ao longo da
vida e esta associado a um significativo aumento do risco de desenvolvimento
de doengas mentais, incluindo ansiedade e depressao (ANDA et al., 2006;

FELITTI et al., 2019). As mulheres correm um risco maior de desenvolver



essas patologias associada ao estresse com uma razado de risco feminino /
masculino de 2:1 (KESSLER, 2003; REYNOLDS et al., 2015). Porém, tais
diferengas de sexo vao além da taxa de prevaléncia, pois elas também existem
na manifestagcdo dos sintomas, inicio, curso da doenca e eficacia do tratamento
(RAMPP et al., 2018; VAN LOO et al.,, 2018). Apesar das disparidades
significativas de sexo nas patologias associadas ao estresse, os mecanismos
de apoio a suscetibilidade feminina sido amplamente desconhecidos. Os
modelos animais representam ferramenta muito util para elucidar os
mecanismos envolvidos nas diferengcas sexuais, porém, poucos estudos
testaram fémeas nos modelos ELS, e menos ainda recapitulam o viés sexual

associado aos resultados negativos.

1.2 Transtorno de déficit de atencao/hiperatividade (TDAH)

O TDAH é um dos transtornos neuropsiquiatricos mais comuns com
inicio na infancia, com um curso crénico associado a alta disfuncéo e
morbidade ao longo da vida apresentando uma prevaléncia mundial estimada
em 7,2% enquanto no Brasil essa taxa varia amplamente entre 5,8 e 17,1%,
(VASCONCELOS et al., 2003; FONTANA et al.,, 2007; BERGER, 2011).
Geralmente o TDAH é aceito como tendo uma base genética, mas as
influéncias ambientais também sao relatadas como fatores contribuintes. A
herdabilidade estimada do TDAH varia de 75 a 90%; a variagao restante no
fendtipo de TDAH (10-25%) seria amplamente atribuida a fatores ambientais.
Com relagdo aos fatores genéticos, ainda nao existe nenhum polimorfismo
associado ao TDAH. Porém, grande parte dos estudos tem enfoque em genes
associados com a sinalizagdo dopaminérgica, uma vez que O sistema
dopaminérgico apresenta um papel crucial na fisiopatologia do TDAH.
Variagbes genéticas em receptores dopaminérgicos (DRD2, DRD4, DRD5), na
enzima CatecolO-Metiltransferase (COMT), e no transportadorde dopamina
(DAT1) foram associados com o diagnéstico do transtorno (GIZERET et al.,
2009).

Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5), o TDAH é caracterizado por sinais de desatencéo, impulsividade,
comprometimento da inibicdo e hiperatividade, o que acarreta diversos



problemas na vida cotidiana, social, académica e ocupacional (GHANIZADEH;
SALEHI; MOEINI, 2019). Além disso, estudos demonstram que criangas com
TDAH podem apresentar alteragdes mais especificas em fungdes cognitivas
superiores, também chamada de funcdo executiva (BARKLEY; FISCHER,
2010). Esses déficits podem afetar a memdria de trabalho, flexibilidade
cognitiva, resposta a inibicao e gerar impulsividade (GROEN et al., 2017).

Em cada estagio do desenvolvimento o TDAH esta associado com
resultados diversos resultados negativos, que podem ser exacerbados pela
presenca de comorbidades. Em criangas, problemas relacionados com risco de
baixo desempenho escolar e baixo desempenho académico, suspensdes e
expulsbes escolares estdo fortemente elevados nessapatologia do
neurodesenvolvimento. Ja em adolescentes, podemos citar mas relagdes entre
familiares, abandono escolar, agressao, problemas de conduta e delinquéncia
e experimentagao/abuso precoces de substancias. Finalmente em adultos,
elevam-se os riscos de envolvimento em acidentes de carro e violagées em alta
velocidade, dificuldades nas relagdes sociais, casamento e emprego
(BIEDERMAN et al., 1995; HINSHAW, 2018; KESSLER, 2003). Desta forma,
as deficiéncias vao além da esfera individual, afetando também os varios
dominios da vida em familia, relagcbes com a comunidade, relacionamentos
interpessoais, gerenciamento de dinheiro, atividades de lazer e
recreagao(BARKLEY; FISCHER, 2010).

A impulsividade e hiperatividade caracteristicas de pacientes com TDAH
podem contribuir para o aumento no uso abusivo de substancias psicoativas e
transtornos alimentares que podem levar a obesidade (BRUNAULT et al., 2019;
CORTESE; TESSARI, 2017). De acordo com essa hipotese, estudos anteriores
demonstraram que o TDAH estd associado a sintomas de compulséo
alimentar, transtorno de compulséo alimentar periddica (NAZAR et al., 2016)e
perda de controle sobre a alimentagdo (HILBERT et al., 2018). No que diz
respeito as alteragdes nos padrdes alimentares, um mecanismo possivelmente
relevante, mas até agora inexplorado, € representado pela compulséo
alimentar. O conceito de dependéncia alimentar, proposto por GEARHARDT e
colaboradores (2016), postula que algumas pessoas podem desenvolver um
comportamento alimentar aditivo a alimentos altamente palataveis, ou seja,

alimentos ricos em agucar, gordura, carboidratos e / ou sal (GEARHARDT;



CORBIN; BROWNELL, 2016). Desta forma, o desejo por esses alimentos é
uma caracteristica essencial do vicio em comida, esta associado ao ganho de
peso(CONTRERAS-RODRIGUEZ et al., 2017; ROMO et al., 2018). Portanto, é
possivel que o TDAH esteja associado a um maior risco de dependéncia
alimentar e de dependéncia por substancias ilicitas.

O diagnostico dessetranstorno é realizado através de avaliaggo clinica,
sendo utilizado como principal ferramenta o Manual Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais (DSM V, American Psychiatric Association- APA;
DUPAUL; GORMLEY; LARACY, 2013).Para o diagnéstico ser confirmado, os
pacientes precisam reportar um minimo de seis sintomas de desatencio ou de
hiperatividade/impulsividade, caracterizados, por exemplo, por dificuldade de
sustentar a atengcdo em tarefas ou atividades ludicas ou dificuldade em esperar
pela sua vez.

O CPF parece desempenhar um papel importante na neurofisiologia do
TDAH. Essaarea encefalica participa da regulagdo das fungbes executivas,
inibindo o processamento de estimulos irrelevantes e aumentando o
processamento daqueles importantes, assim como inibindo acdes
inapropriadas e/ou impulsivas (ARNSTEN; PLISZKA, 2011). Dessa forma,
alteracbes nessaregido parecem influenciar diretamente nos sintomas de
desatencdo e hiperatividade/impulsividade.Estudos utilizando neuroimagem
apontam que em criangas com TDAH apresentam reducdo de volume em
varias estruturas encefalicas importantes, como o cértex cerebral, CPF,
estriado, nucleos da base, giro do cingulo, corpo caloso e cerebelo. Além disso,
essas criancas também apresentam uma menor atividade do assim como um
atraso na maturacao dessa estrutura CPF (CASTELLANOS, 2002; SEIDMAN;
VALERA; MAKRIS, 2005; SHAW et al., 2006). Este atraso foi mais proeminente
em regides pré-frontais importantes para o controle de processos cognitivos,
incluindo atencéao e planejamento motor(SHAW et al., 2006, 2007).

O tratamento do TDAH pode consistir em terapia farmacoldgica e/ou
comportamental. Independentemente da abordagem, o tratamento ¢é
recomendado para todas as criangas, pois o tratamento precoce do TDAH
pode produzir um melhor prognéstico e menores problemas na idade adulta,
além de melhor relacionamento com pais e professores (CHILDRESS; BERRY,

2012). Os farmacosmais utilizados para o tratamento do TDAH incluem



estimulantes (considerados agentes de primeira linha), como metilfenidato e
anfetaminas, e farmacos nao estimulantes (considerados agentes alternativos),
como atomoxetina e agonistas a-2 de liberagcdo prolongada (guanfacina e
clonidina). Além disso, antidepressivos ftriciclicos (ADTs), agonistas a-2 de
liberacdo imediata e bupropiona tém sido utilizados off-label para tratar os
sintomas do TDAH; no entanto, eles s&o usados apenas se os agentes acima
falharem em mostrar beneficios ou ndo se nado puderem ser utilizados
(SHARMA; COUTURE, 2014). Recentemente, o exercicio fisico tem sido
proposto como um tratamento alternativo ou adicional para o TDAH.
Particularmente para as criangas, o exercicio fisico € considerado um método
seguro e eficaz para gerenciamento de sintomas de TDAH, sugerindo um
aliado importante para o tratamento (GAPIN; LABBAN; ETNIER, 2011). Archer
e KOSTRZEWA (2012) demonstraram que exercicio aerdbico de intensidade
moderada reduz os sinais e sintomas do TDAH, incluindo controle de impulsos,
falta de atengéo, estresse, ansiedade e ma conduta (ARCHER; KOSTRZEWA,
2012). Essasredugbdes foram relacionadas a um nivel aumentado de fator
neurotrofico que é tipicamente reduzido em pacientes com esse transtorno
(DEN HEIJER et al., 2017).

1.3 Exercicio fisico

A pratica regular de atividade fisica faz parte de um estilo de vida
saudavel e pode proporcionar inumeros efeitos benéficos a saude, como a
reducao do risco de desenvolvimento de doengas (cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo I, depresséo, obesidade, cancer), aumento da forga muscular e
densidade Ossea, melhora do desempenho sexual e,
consequentemente,melhora no bem-estar e na qualidade de vida (BORTZ;
WALLACE, 1999; BROWN et al., 2012; CIOLAC, 2013). Com isso, 0 exercicio
fisico € uma subcategoria da atividade fisica que tem como caracteristicas ser
estruturado, planejado e repetitivo, com objetivo de manter ou melhorar
componentes do condicionamento fisico, segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS). Ainda, essa organizagdo recomenda a pratica diaria de no
minimo 30 minutos de exercicio fisico, como medida de combate ao

sedentarismo.



O exercicio fisico pode ser dividido em dois tipos: aerdbico e anaerdébico.
O exercicio aerdbico é caracterizado por utilizar o oxigénio como principal fonte
de energia, sob a forma de adenosina trifosfato — ATP, para a geracdo de
trabalho muscular. Esse tipo de exercicio é geralmente composto de atividades
de longa duracédo e que exigem a utilizagdo de diversos grupos musculares,
como a corrida. Ja o exercicio anaerdbico utiliza duas vias principais como
fonte de energia, a fosfagénio ATP-PC, presente nos musculos e utilizada em
atividades de forca e explosdo de muito pouca duragao; e a segunda via € a
glicolitica, que utiliza o glicogénio presente nos musculos e figado como fonte
energeética, sdo os exercicios com peso (UNESCO, 2013).

Diversos estudos clinicos mostram que o exercicio fisico traz beneficios
a pacientes com ansiedade e depressao, pode atenuar os sintomas do TDAH,
bem como reduzir o declinio das habilidades sensério-motoras causado pelo
envelhecimento (BERCHICCI et al., 2014; DE ANDRADE et al., 2013). Varios
estudos recentes apoiam os beneficios do exercicio fisico no desempenho
cognitivo e no manejo de sintomas comportamentais em criangas com TDAH
(GAPIN; LABBAN; ETNIER, 2011; PAN et al.,, 2017; ZANG, 2019). Apds o
exercicio aerobico (por exemplo, corrida em esteira, ciclismo) em criangas com
TDAH, varios efeitos positivos foram percebidos, como melhora no
funcionamento cognitivo (superior), melhora da atencéo (com base e melhora
na flexibilidade cognitiva (HARTANTO et al., 2016; PONTIFEX et al., 2013).
Adicionalmente, o exercicio fisico é considerado uma medida preventiva para o
desenvolvimento ou a exacerbagdo de varias condi¢gdes clinicas cronicas,

porém, seus efeitos transgeracionais sdo escassos.

1.4 Exercicio fisico gestacional

Estudos clinicos e pré-clinicos demonstram que estimulos ambientais,
como o exercicio fisico, parecem ter uma influéncia favoravel no encéfalo em
desenvolvimento (GOMES DA SILVA et al., 2012). O exercicio materno durante
a gravidez influencia positivamente a saude fetal, melhorando o desempenho
cognitivo dos descendentes durante a infancia. Um estudo classico de CALPP
e colaboradores (1996) que avaliou caracteristicas do desenvolvimento

neurologico de criangas aos 5 anos de idade cujas maes realizaram exercicio
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aerobico de maneira regular durante a gravidez, demonstrou que essas
criangas apresentaram melhor desempenho em testes de inteligéncia, bem
como habilidades de linguagem melhoradas. Em um estudo mais recente,
ESTEBAN-CORNEJO e colaboradores (2015) encontraram uma relagao
positiva entre exercicio aerébico materno antes e durante o periodo gestacional
e melhor desempenho académico dos filhos na juventude, com pontuagdes
altas em matematica e linguagem, comparando-se com filhos de maes que
permaneceram sedentarias (ESTEBAN-CORNEJO et al., 2016).

Estudos pré-clinicos com roedores mostram que o exercicio aerébico
durante a gravidez pode melhorar as fungbes cerebrais dos filhotes. Essa
melhoria nas fung¢des cerebrais tem sido descrita principalmente em diferentes
modelos de atividade fisica para roedores, como corrida forcada em esteira
(AKHAVAN et al., 2008; KIM et al., 2007; PARNPIANSIL et al., 2003), natagao
forcada(LEE et al., 2006), corrida voluntaria com rodas (acesso livre a atividade
com rodas) e atividade fisica voluntaria de forma enriquecida no ambiente
(KIYONO et al., 1985). Esseefeito benéfico pode ser resultado de alteragdes
epigenéticas. Tais alteracbes modificam e controlam a estrutura e a fungao da
cromatina e, portanto, medeiam as mudangas na expressao génica (MENKE;
BINDER, 2014). O DNA pode ser metilado via DNA metiltransferases (DNMTs),
onde um aumento na metilacao do DNA resulta em uma repressao
transcricional e uma diminuicao tera o efeito oposto na transcrigéo, ou seja, o
seu favorecimento(JAENISCH; BIRD, 2003; MURGATROYD; SPENGLER,
2010). Além disso, sabe-se que o exercicio aerébico melhora o desempenho
dos filhotes em tarefas que avaliam a memaria aversiva e espacial, aumenta a
neurogénesehipocampal e os niveis de BDNF no hipocampo da prole, além de
ser capaz de proteger neurdnios dessa estrutura contra danos hipoxicos-
isquémicos (LEE et al., 2006; PARNPIANSIL et al., 2003).

Por outro lado, poucos estudos demonstram os efeitos do exercicio
resistido durante a gestagao. FIERIL e cols. (2015) mostraram que o exercicio
resistido no periodo gestacional ndo provocou alteragbes na prole como peso
no dia do nascimento, circunferéncia da cabeca e escore no APGAR(PETROV
FIERIL; GLANTZ; FAGEVIK OLSEN, 2015). No entanto, a pratica de exercicio
resistido no periodo gestacional ainda € vista com certa estranheza e

desaprovagao, pois se imagina que essa modalidade possa ser prejudicial a
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saude materna e dos filhos, apesar de ser considerada a terceira atividade
fisica mais praticada no Brasil, ficando atras apenas da caminhada e futebol
(GUIMARAES LIMA et al.,, 2019). Historicamente, mulheres gravidas eram
consideradas vulneraveis e, portanto, aconselhadas a reduzir seu nivel de
atividade fisica. Todavia, em 2002, o Colégio Americano de Obstetras e
Ginecologistas (do inglés American College of Obstetricians and Gynecologists
- ACOG) atualizou suas recomendagdes, indicando a pratica de atividade fisica
de intensidade leve a moderada a todas as gravidas, mesmo as sedentarias
que desejam inicia-la durante a gestacao. Desta forma, o exercicio aerébico e o
exercicio resistido sdo considerados seguros e durante o periodo gestacional,
oferecendo beneficios para a saude tanto para a mae quanto para o bebé.
Entretanto, ndo ha estudos que evidenciam os efeitos do exercicio fisico
resistido gestacional no comportamento e sistema nervoso da prole,
ressaltando a necessidade de compreender sua fisiologia e suas repercussoes.

Diversos métodos e equipamentos diferentes foram desenvolvidos para
se estudar o exercicio resistido em animais (CHOLEWA et al., 2014). Porém,
diversos autores questionam a viabilidade de estudar os efeitos deste tipo de
exercicio por meio de modelos experimentais devido a dificuldade de mimetizar
o exercicio de forga em humanos para animais (LOWE; ALWAY, 2002; SEO et
al., 2014). Buscando essa similaridade, diferentes protocolos de treinamento
foram desenvolvidos, como agachamento, salto com resisténcia em agua e
esteira resistiva (CHOLEWA et al., 2014). Porém, grande parte destes modelos
apresentam uma caracteristica aversiva aos animais, além de ndao serem
considerados exercicios voluntarios. Recentemente, tem sido proposta a
utilizacdo de uma escada vertical com o intuito de mimetizar uma resposta
biolégica semelhante encontrada no treinamento de forgca humana e um
treinamento do tipo voluntarios para os animais (NETTO; GAMA, 2013). O
aparato de treino utilizado consiste em uma escada inclinada (1,1 x 0,8 m)
a80°, onde os animais escalam com um peso acoplado a cauda de maneira
voluntaria pela escada até uma caixa escura que se encontra no fim do
aparato. A cada escalada, o animal realiza cerca de 8-12 movimentos (Figura
1). Essemodelo de exercicio resistido € bem estabelecido para o estudo de
hipertrofia muscular, porém, os seus efeitos durante a gestagdo no sistema

nervoso da prole ainda nao foi descrito.



12

0,8m

1,1m

Figura 1 — Aparato utilizado para escalada em escada, adaptado de CHOLEWA et al., 2014.

Com isso, visto que evidéncias promissoras apontam o exercicio
resistido durante a gestacdocomo a chave para a prevencao de diversos
disturbios psiquiatricose, considerando a escassez de estudos que mostrem
seus efeitos no comportamento e no sistema nervoso da prole, nossa hipotese
€ que o exercicio resistido durante a gestagcdo é capaz de prevenir o
comportamento impulsivo e hiperativo, bem como o dano tecidual em filhotes

machos e fémeas submetidos ao estresse no inicio da vida.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo geral investigar se o exercicio
resistido durante a gestacdo é capaz de bloquear os possiveis efeitos
deletérios causados pela separagdo materna sobre o comportamento e a

neuroplasticidade da prole.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar os efeitos do exercicio resistido gestacional na prole submetida a um
modelo de separacao materna, analisando:
a) O comportamento do tipo ansioso por meio do teste labirinto em cruz
elevado;
b) A atividade exploratoria através do teste campo aberto;
c) O comportamento alimentar compulsivo utilizando o teste de preferéncia
por sacarose;
d) O dano tecidual no coértex pré-frontal (CPF) através da coloragdo de
Nissl;
e) O estresse oxidativo por meio dos niveis de nitritos, da oxidagao da 2’7’
diclorofluoresceina, determinacdo de substancias reativas do acido
tiobarbiturico, conteudo total de sulfidrilas e a atividade e imunoconteudo

das enzimas antioxidantes SOD e CAT no CPF.



15

3 ARTIGO



16

Maternal Separation Causes Impulsive Behavior and Neuronal Death in

Rats that is reversed by Resistance Exercise during Pregnancy

Adriana Souza dos Santos, Ethiane Segabinazi, Wellington de Almeida, Aline Martins
Faustino, Loise Bronauth, Tiago Marcon dos Santos, Fernanda Silva Ferreira, Angela

Wyse, Simone Marcuzzo, Lenir Orlandi Pereira.

A ser submetido ao perioddico Brain Research.
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1. Introduction

Stressful situations at the beginning of life, such as disturbances in the
relationship between parents and children, marital discord between parents,
social separation, abuse and family dysfunction have been shown to affect
cognitive function and emotionality, in addition to being widely associated with
the development of several neuropsychopathologies in adult life (BANERJEE;
MIDDLETON; FARAONE, 2007; BIEDERMAN et al., 1995; GIACHINO et al.,
2007; KIM et al., 2007; PRYCE et al., 2005). These adversities early in life alter
several brain areas sensitive to stress such as the hippocampus and amygdala
and frontal cortical areas (BAVA; TAPERT, 2010; ENOCH, 2011; GUERRI;
PASCUAL, 2010).

The maternal deprivation/separation (MS) paradigm is a well-established
animal model of early-life stress (ELS), widely used to mimic various conditions
such as schizophrenia (ALEKSIC et al., 2016), depression and anxiety
(DANIELS et al., 2004). However, some experimental studies have been using
this paradigm reporting changes in impulsivity and hyperactivity similar to those
observed in individuals with Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD);
COLORADO et al., 2006; GONZALEZ-LIMA; SADILE, 2000). The PFC seems
to play an important role in ADHD neurophysiology. Thus, changes in this
region seem to directly influence the symptoms of inattention and
hyperactivity/impulsivity. Experimental studies reveal that MS is strongly
associated with changes in PFC, such as increased oxidative stress, which
consequently generates high level of free radicals and insufficient antioxidant
defense, resulting in excitotoxicity (HERBORN et al., 2014). Thereby, the brain,
which is particularly susceptible due to high oxygen consumption, can present
intense neuronal loss and increase in glial cell number (TEICHER AND
SAMSON, 2016; MASLANKA et al., 2018)resulting in impaired executive
function, learning and memory (MCCRORYet al. 2010), as well as increased
impulsivity (LOVALLO, 2013).

For some individuals, such adverse experiences early in life may
increase the risk of developing obesity in adulthood through mechanisms
associated with stress (FARR et al., 2015; HEMMINGSSON, 2018; OSADCHIY
et al., 2019). In animal models, it is known that the increase in consumption of
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sucrose and aspartame is related to eating behavior considered compulsive
(BABBS et al., 2018; SMAIL-CREVIER et al., 2018). Ramos and colleagues
demonstrated in their study that early life stress was able to increase the
consumption of sucrose and aspartame, indicating that these animals have a
greater preference for eating palatable and caloric foods (AYA-RAMOS et al.,
2017).

As previously described, ELS has lifelong consequences and is
associated with a significant increase in the risk of developing mental illness,
including anxiety and depression (ANDA et al., 2006; FELITTI et al., 2019).
Women are at a higher risk of developing these pathologies associated with
stress with a female / male risk ratio of 2: 1 (KESSLER, 2003; REYNOLDS et
al., 2015). However, such gender differences go beyond the prevalence rate, as
they also exist in the manifestation of symptoms, onset, disease course and
treatment effectiveness (RAMPP et al., 2018; VAN LOO et al., 2018). Despite
the significant gender disparities in pathologies associated with stress, the
mechanisms to support female susceptibility are largely unknown. Animal
models represent a very useful tool to elucidate the mechanisms involved in
sexual differences, however, few studies have tested females in ELS models,
and even fewer recapitulate the sexual bias associated with negative results.

In contrast, clinical and preclinical studies demonstrate that beneficial
environmental stimuli, such as exercise, appear to have a favorable influence
on the developing brain (GOMES DA SILVA et al., 2012). Many studies have
shown the effects of aerobic exercise during pregnancy. Treadmill exercise as
well as swimming in rats during pregnancy improves pups performance in tasks
that assess aversive and spatial memory, increase neurogenesis and BDNF
levels in the hippocampus, and is able to protect neurons against hypoxic-
ischemic damage (PARNPIANSIL et al., 2003; LEE et al., 2006). These benefits
can be mediated by the metabolic adaptation elicited, which could be identified
in the central nervous system (CNS) by raises in glycogen stores
(DALSGAARD, 2006; MATSUI et al., 2012), glucose uptake, oxidative capacity,
and the activity of the electron transport chain (DISHMAN et al., 2006; KINNI et
al., 2011), besides promoting mitochondrial biogenesis (ZANG et al., 2012).
Although the brain maintains itsoxygen supplement virtually unchanged during

exercise,the cellular adaptations to oxidative stress might beobserved, such as
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the upregulation of antioxidant enzymesand DNA repair enzymes, increasing
the resistance to oxidative stress (RADAK et al., 2001, 2007, 2008).

The resistance exercise is considered the third most practiced physical
activity in Brazil, behind only walking and football (GUIMARAES LIMA et al.,
2019).Nevertheless, resistant exercise practice during pregnancy is still viewed
with some strangeness and disapproval, as it is thought that this modality may
be harmful to maternal and children's health. In 2002, the American College of
Obstetricians and Gynecologists updated your recommendations and
recommends 30 min / day of moderate intensity exercise to all pregnant
women, indicating that resistance exercise is safe and recommended, providing
health benefits for both mother and baby (DE BARROS et al., 2010; BARAKAT
et al., 2012; KASAWARA et al., 2012). However, there are no studies showing
the effects of resistance exercise on the offspring's behavior and nervous
system. Thus, the present study aimed to verify the effects of resistance
exercise during pregnancy on behavior and neuroplasticity of offspring

subjected to early-life stress.

2. Results

2.1 Elevated plus maze test

Two-way ANOVA showed a separation effect on the percentage of time
that male pups remained in the open arm (F (1, 36) = 8.42, p < 0.05) which may
indicate a hyperactive effect of animals subjected to early-life stress. No
differences were observed in the other parameters evaluated. It is worth
mentioning that the resistance exercise performed on the mothers was not

harmful to the pups (Fig.1).
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Figure 1 — Elevated plus-maze in males. (A) Percentage of entries in the open arms of
the apparatus, (B) Percentage of time in open arms, (C) Closed Arm Time and (D) Risk
Assessment(D). ** Represents p < 0.05 compared to NO ELS and ELS.Values are

expressed as mean * standard error of the mean.Two-way ANOVA, n = 10.

No differences were observedin female pups in the elevated plus-maze
test (Fig.2).
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Figure 2 —Elevated plus-maze in females. (A) Percentage of entries in the open arms,
(B) Percentage of time in open arms, (C) Closed Arm Time and (D) Risk Assessment
(D). Values are expressed as mean + standard error of the mean.Two-way ANOVA, n
=10.

2.2 Open field

In male pup rats, two-way ANOVA demonstrated separationeffect on the
time spent in the central region (F(1,36) = 4.92, p <0.05), time in peripheral (F
(1,36) = 5.84, p < 0.05)and on the number of crossings (F (1,36) = 5.32, p <
0.05), demonstrating that pups subjected to early-life stress seem to be more

impulsive and hyperactive. No additional differences were observed (Fig.3)
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Figure 3 - Open field task in males. (A)Time in Central Zone, (B) Time in Peripheral

Zone, (C)Number of Crossingsand(D) Number of Rearings.”* Represents p < 0.05

compared to NO ELS and ELS.Values are expressed as mean + standard error of the
mean. Two-way ANOVA, n= 10.

In females pups, two-way ANOVA demonstrated separation effect on

time spent in the central region (F (1,36) = 14.20, p< 0.05) and on the number of

crossings (F (1, 36)= 7.50, p<0.05). No additional differences were observed

(Fig. 4).
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Figure 4 - Open field task in females. (A) Time in Central Zone, (B) Time in Peripheral
Zone, (C) Number of Crossings and (D) Number of Rearings.** Represents p < 0.05
compared to NO ELS and ELS. Values are expressed as mean % standard error of the
mean. Two-way ANOVA, n=10.

2.3 Sucrose preference test

No differences were observed in either male or female pup rats on the

sucrose preference test (Fig. 5).
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Figure 5 — Sucrose preference Test in (A) males and (B) females. Values expressed

as mean = standard error of the mean. Two-way ANOVA, n = 10.
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2.4 Histological study

Two-way ANOVA indicated a separation effect on the number of neurons
in the CPF in male pup rats (F (1,16) = 6.28, p < 0.05) and also a significant
interaction between maternal separation and exercise condition (F (1,16) =
10.91, p=<0.05) was observed. Bonferroni post hoc revealed that MS group had
fewer neurons compared to all other groups and, interestingly, EXE+MS group
was not different from the CT group indicatinga neuronal preservation when

compared to the MS group (Fig. 6).
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Figure 6 -Representative images of Nissl-stained sections from the PFC in males of
the (A) CT group, (B) EXE group, (C) ELS group, (D) EXE + ELS group and (E)
Number of neurons in the different groups. Neurons were identified by arrows. Scale
bar 50um. *Represents p < 0.05 compared to SED and EXE. Values were expressed
as mean = standard error of the mean. Two-way ANOVA followed by Bonferroni post

hoc test.

No differences were observed in the number of prefrontal cortex neurons

in females consequent to maternal separation or exercise condition (Fig. 7).
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Figure 7 -Representative images of Nissl-stained sections from the PFC in males of
the (A) CT group, (B) EXE group, (C) ELS group, (D) EXE + ELS group and (E)
Number of neurons in the different groups. Neurons were identified by arrows. Scale
bar 50um. Data were expressed as mean * standard error of the mean. Two-way
ANOVA, n=5.
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2.5 Oxidative stress analysis

Two-way ANOVA in male pups indicated a significant effect of factor
separation, exercise and interaction between factorsonthe DCFH oxidation in
the PFC (F (1,16) = 8.81, p < 0.05; F (1,16) = 8.91, p < 0.05, and F (1,16) =
7.04, p < 0.05, respectively). Bonferroni post hoc revealed that CT
groupshowlower DCFH oxidation when compared to all other groups. There

were no differences in the other parameters evaluated (Fig. 8).
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Figure 8 - Effects of resistant exercise and maternal separation on oxidative stress
parameters in PFC of male pups. (A) Nitrite Levels, (B) DCFH oxidation, (C) TBARS,
(D) SH content, (E) superoxide dismutase, (F) catalase and (G) SOD/CAT ratio in the

prefrontal cortex. N = 5. *Represents p < 0.05 compared to CT. Data were expressed

as mean + standard error. Two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test.
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The condition of separation and maternal exercise did not alter nitrite
levels, DCFH oxidation, TBARS levels, sulfhydryl content, SOD and CAT
activity and SOD / CAT ratio in the PFC of the females rats (Fig. 9).
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Figure 9 - Effects of resistant exercise and maternal separation on oxidative stress
parameters in PFC of female pups. (A) Nitrite Levels, (B) DCFH oxidation, (C) TBARS,
(D) SH content, (E) superoxide dismutase, (F) catalase and (G) SOD/CAT ratio in the



30

prefrontal cortex of female rats. N = 5. Data were expressed as mean * standard error
of the mean. Two-way ANOVA.

3. Discussion

Genetic factors are strongly associated with the development of ADHD,
however, environmental influences such as psychosocial adversity, parental
marital discord, and family dysfunction are reported as important risk factors
(BANERJEE et al., 2007; KIM et al., 2009). Thus, it is considered that animal
models that use MS as a strategy of early stress can mimic the clinical findings
of children with ADHD (ARNOLD and SIVIY, 2002; BRAUN ET AL., 2003;
COLORADO ET AL., 2006).Inthepresent study, we aimed to investigate the
neuroprotective effects of resistance exercise during gestation on the behavior
and neuroplasticity of offspring submitted to early-life stress. Our results show
that male pups appear to be more susceptible to MS compared to females,
showing impulsive and hyperactive behavior, similar to that seen in children with
ADHD.These results coincide with those found in clinical studies showing that
males are more affected by this neuropsychiatric disorder compared to females
(WILLCUTT, 2012). Additionally, early-life stress caused alterations in the
nervous tissue of these male pups, evidenced by a decrease in the number of
neurons and an increase in ROS in the PFC. As expected, the gestational
resistance exercise presented an important neuroprotective potential, being
able to attenuate the behavioral effects and reversing the neuronal loss in the
PFC of the offspring submitted to MS.

3.1 Maternal separation caused hyperactive/impulsive behavior

Different behavioral tests have been used to identify impulsive,
hyperactive and risk behaviors in laboratory animals. In this work we used the
elevated plus-mazetest, commonly used for the study of rodent anxiety
neurobiology and the open field test, to evaluate the exploratory activity of
animals (COLE, 1994; PEREIRA et al., 2005; GONZALEZ-LIMA, 2005).In both
tests, the animal can freely explore the apparatus and its behavior is motivated
by a conflict between the tendency to freely explore the open environment and

to avoid potential dangers while remaining in more protected
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environments.Animals subjected to different stressors in early life may exhibit
anxiety-like behavioral as evidenced by a decrease in the number of entrances
and time spent in the open arm of the maze, staying longer in the protected
environment (DANIELS et al., 2004).However, our results showed that male
pups submitted to MS present greater permanence in the open arms of the
apparatus, exposing themselves more to risk in open environments,
corroborates the results found by KWAK and collaborators (2009). At first, this
finding effect could be considered an anxiolytic effect, therefore beneficial for
pups,however, it is known that early-life adversities such as MS alter important
frontal cortical areas, as seen in this paper, resulting in increased impulsivity
and greater risk exposure (LOVALLO 2013; BAVA AND TAPERT 2010;
ENOCH 2011). Additionally, our findings demonstrate that early-life stress
causes an increase in locomotor activity of male pups, assessed by the number
of crossings in the open field test. These results are consistent with those found
by Garcia et al. (2007) and Ramos et al. (2017), who found that measures of
motor activity increase significantly in animals undergoing MS during early life.
This effect may be mainly related to the negative effect of neonatal stress on
HPA axis activity, as well as the negative effect of early adverse events on
nervous system development.

In humans, impulsivity and hyperactivity, typical of ADHD patients, may
contribute to the development of compulsive behaviors due to alcohol, drugs or
food. Previous clinical studies have shown that children with ADHD have weight
gain through unregulated eating patterns, associated with binge eating
symptoms and loss of control over eating (NAZAR et al., 2016; HILBERT et al.,
2018). In animal models, separate pups in earlylife are at higher risk for
developing eating disorders and a greater preference for highly palatable foods
(DALLMAN et al., 2003; SILVEIRA et al., 2004; JAHNG, 2011).The Sucrose
Preference test was used in this study to identify a possible effect on the
animals' compulsive/uncontrolled eating behavior, where we hypothesized that
animals subjected to early-life stress would have a higher preference for sugary
drink. However, our results show that animals do not exhibit compulsive
behavior, with no difference between experimental groups. In contrast to our
findings, RAMOS et al. (2017) demonstrated an increase in early stress-induced

sucrose consumption in rats, corroborating the clinical findings in children with
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ADHD.It is noteworthy that different paradigms of early stressors are studied
(MARAS et al., 2016) and that in this paper we use a different model of MS than
the model used by RAMOS and collaborators (2017) which may result in
different behavioral phenotypes (ARNOLD AND SIVIY, 2002; SHALEV AND
KAFKAFI, 2002; BRAUN et al., 2003). It is possible to postulate that the
absence of compulsive eating behavior, demonstrated by our study, may be
related to the type of maternal separation model employed, besides the low
sensitivity of the test used to identify differences without the application of
extreme experimental manipulations, such as daily stressful situations (ZURITA
et al., 2000).

3.2 Gestational Resistance Exercise attenuates behavioral changes in offspring
undergoing maternal separation

Recent studies have shown the benefits of exercise during pregnancy for
mothers and neurological fetal development (HAAKSTAD et al., 2016; MUDD et
al., 2015). However, almost all published studies focus on aerobic gestational
exercise, and little is known about the effects of gestational resistance exercise
on the behavior and nervous system of offspring. Our findings indicate that
resistance exercise during pregnancy was able to attenuate impulsive and
hyperactive behavior caused by ELS in male pups; this is the first work in the
literature that demonstrates the effects of resistance exercise during
pregnancy.Numerous studies have demonstrated the beneficial effects of
aerobic exercise during gestation on offspring, such as improving glucose
metabolism (HARRIS et al., 2018), increased insulin sensitivity (STANFORD et
al., 2015), improved brain antioxidant defenses (MARCELINO et al., 2013) and
memory improvement, which may persist into adulthood (ROBINSON AND
BUCCI, 2014).These effects indicate a fetal reprogramming possibly through
germ or somatic cell modifications; gestational exercise has the potential to
transfer maternal traits to offspring, causing positive influences on its phenotype
(SEGABINAZI et al., 2019). This effect may be related to epigenetic changes
that modify and control the structure and function of chromatin and thus mediate
changes in gene expression (MENKE AND BINDER,2014). Several clinical
evidences indicate that exercise acts as a powerful epigenetic modulator in

many tissues, such as brain, sperm, muscle and leukocytes (MCGEE et al.,
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2009; DENHAM et al., 2015; DA SILVA et al., 2017; DORNELES et al., 2017,
ELSNER et al., 2017; LAVRATTI et al., 2017).In addition, a recently published
experimental study used paternal aerobic exercise showed a decrease in global
DNA methylation in offspring hippocampus, reinforcing the idea that parents'
healthy lifestyle can modulate changes in future generation DNA methylation
(MEGA et al., 2018). Thus, the neuroprotective effect of resistance exercise
during pregnancy on impulsivity and hyperactivity behaviors observed in
offspring undergoing ELS may be the result of epigenetic changes, but further
studies with this focus need to be performed, as there are no data in the
literature to date show possible epigenetic changes in resistance exercise

models similar to ours.

3.3 Maternal separation and gestational exercise cause changes in oxidative
stress parameters

In this study, we observed that resistance exercise during pregnancy
caused an increase in ROS production and did not alter antioxidant enzymes in
the male pups PFC, which goes against some literature findings, where
experimental studies have already shown a possible protective effect of
physical exercise, attenuating the production of ROS and increasing the activity
of antioxidant enzymes such as SOD and CAT (SOUZA et al., 2009; LIMA et
al., 2018).Oxidative stress is recognized to be involved in many physiological
conditions (i.e aging and exercise) as well as various diseases (including
inflammation, cardiovascular and neuropsychiatric disorders) (VALKO et al.,
2007). In particular, the effect of exercise on redox balance is extremely
complex, depending on age, gender and training level, as well as exercise
intensity and duration. Although regular moderate training seems beneficial for
oxidative stress and health, intense aerobic and resistance exercise can induce
overproduction of ROS.In our study, although resistance exercise during
pregnancy causes increased oxidative stress in the male PFC, the same
stimulus was not able to positively regulate endogenous antioxidant defenses,
which may be explained by the association of stressful events in early life.

In the present study, ELS was also able to increase the production of
ROS in the PFC of male pups, which may be related to the impulsive and

hyperactive behaviors found. Changes in these oxidative markers may be
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related to the pathophysiology of psychiatric disorders such as ADHD,
mediating the cause and/or consequence of abnormal brain signaling (LEFTA et
al., 2017).A recently published meta-analysis of a total of 231 ADHD patients
showed that this population has increased oxidative status, supposedly leading
to increased oxidative damage (JOSEPH, ZHANG-JAMES & PERL, 2015). This
result may be related to disruption of biological functions, causing damage to
biomolecules such as DNA, lipids, proteins, and fats. Additionally, our results
showed no differences in other oxidative stress parameters evaluated, such as
the activity of antioxidant enzymes SOD and CAT.This result is consistent with
a published meta-analysis that found no differences in antioxidant production
among ADHD patients (JOSEPH et al., 2015).

3.4 Maternal separation causes neuronal loss in PFC in male pups

Our findings show that ELS caused PFC tissue damage in male pups,
but not in females, in agreement with findings by MASLANKA and colleagues
(2019) who also observed a reduction in the number of neurons in adolescent
rats undergoing early-life stressor events. This effect seems to be related to
changes in the HPA axis, since the application of stressors at crucial
developmental periods alter the functioning of this axis, especially in neural
structures with high density of glucocorticoid receptors, such as PFC (HEIM et
al., 2002; LUPIEN et al., 2009; HEIM and BINDER, 2012; MALTER et al.,
2013). Additionally, in our study we observed an increase in PFC production
and ROS in male pups, which may be associated with increased susceptibility
of brain tissue and consequently increased permeability of the blood-brain
barrier, resulting in changes in brain morphology, such as a decrease in the

number of neurons observed in this study.

3.5 Gestational resistance exercise reverses PFC neuronal loss in male pups
undergoing stressful events in early-life

Environmental stimuli, such as maternal physical exercise, have the
potential to influence the trajectory of brain development and the offspring
phenotype (DA SILVA AND ARIDA, 2015). In our study, resistance exercise
during pregnancy played an important neuroprotective role, preventing neuronal

loss in PFC of pups exposed to ELS. Two interesting hypotheses can be
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considered to explain this neuroprotective effect. The first concerns a possible
improvement in cell survival via neurotrophic factors, a hypothesis based on
previously published studies (HERRING et al., 2012; DA SILVA et al., 2016;
SEGABINAZI et al., 2019). Some studies have observed that physical exercise
in pregnant rats has increased brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and
reelin levels, improving pups hippocampal neurogenesis (HERRING et al.,
2012; DA SILVA et al., 2016).In addition, gestational aerobic exercise has been
shown to increase cell survival in the offspring hippocampus (SEGABINAZI et
al., 2019). A second hypothesis for the protective effect of gestational exercise
is related to the impact of maternal care and, consequently, lower activation of
the HPA axis in pups, which probably resulted in the improvement of the
hyperactive and impulsive behavior observed in the EXE + ELS groups.KLEIN
and colleagues (2018) reinforce this idea by observing that animals that
practiced swimming during the gestational period exhibited an improvement in
the quality of maternal care, proposing an important window of opportunity to
improve the health of the offspring. However, further studies are needed to

elucidate the neural pathways involved in this beneficial effect.

3.6 Sex-dependent effect in rats submitted to ELS

Our results demonstrate a marked difference between male and female
pups. Male pups submitted to ELS showed an overactive and impulsive
behavior in the elevated plus maze and open field test, as well as increased
ROS production and significant tissue damage, identified by the decrease in the
number of neurons in the PFC. Females showed only a risk behavior in the
open field test, without changes in the other tests performed. Also, the females
did not present alterations in oxidative stress analysis and did not present tissue
damage resulted inearly-life stress.

Taken together, these data indicate an evident greater susceptibility to
the effects of ELS in males compared to females. Such a difference may be
supported by a set of aspects, described hereinafter. The HPA axis of males
appears to be more hyperresponsive than females, which is supported by the
higher level of corticosterone found in separate males compared to females in
the study by LUNDBERG et al. (2017). In addition to supporting the findings of

the present study, the lower response to stressors in the neonatal period
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explains the findings of JOHNSTON and FILE (1991) and more recently the
study by DIMATELIS et al. (2016) that females exhibit greater resilience to
behavioral change induced by stress. Interestingly, the difference in the effects
of ELS between males and females also appears to be related to dopaminergic
signaling, since only in male rats has an increase in brainstem dopamine
receptors been identified (DE SOUZA et al., 2018). This result contributes to the
understanding of the data found in this study, since behavioral findings are
correlated with those found in humans with ADHD, such as hyperactivity and
impulsivity. Accordingly, it is well established that in boys the highest
prevalence of the disorder is found, ranging from 1 to 3 to 1 to 16 (girls/boys
with ADHD; WILLCUTT, 2012). In this context, SPIVEY et al. (2009) found
increased locomotion in male rats separated from mothers early in life, but
without changes in females, demonstrating that they are more resistant to
exhibiting hyperactive/impulsive behavioral effects. In addition, this same study
evaluated the PFC thickness of animals separated from mothers at the
beginning of life, identifying sexual differences in the anatomy and physiology of
this brain region characterized by a reduction only in male PFC thickness, which
may contribute to the increase of the impulsive behavior observed in these
animals (SPIVEY et al., 2009).

In summary, our findings contribute to the literature because they
demonstrate for the first time that resistance exercise performed during
gestation prevents early-life stress damage in male rats, which appear to be
more susceptible than females. Therefore, we emphasize that maintaining a
moderate level of physical activity during pregnancy represents an important
window of opportunity in order to improve the health of the offspring; However,
future investigations exploring the possible physiological mechanisms involved

in this improvement are essential.

4. Experimental procedure

4.1 General procedures
Experimental procedures were approved by the Research Ethics
Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS, Nr.
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36186). Initially, 44adults pregnant Wistarratswith approximately 250-300 g in
body weight were obtained from alocal breeding colony (Centro de Reprodugéo
e Experimentacdo de Animais de Laboratorio — CREAL, Brazil). Animals were
maintained in four per boxes, in a temperature-controlledenvironment (20 + 1
°C), under a 12:12 h light/dark cycle, with foodand water available ad libitum. All
tests were performed during the lightphase of the cycle.

4.2 Resistantexercise

On the day of pregnancy confirmation (GO0), a set of the females were
adapted in the training apparatus (n = 22), which consisted of an inclined ladder
(1.1 x 0.8 m) at 80°. Rats were encouraged with touches to voluntarily climb the
ladder toward a dark box at the end of the apparatus, four times without load.
Subsequently, the Maximum Load Capacity Test (MCC) was performed and
lead weights were fixed in the tail of the rats during the climbing. The initial load
of this test was 50% of the body weight and 4 - 8 climbs with progressive load
increases (20g after a successfulclimb)were performed. Upon reaching the top
of the apparatus the rat could rest for 120 seconds. This process was repeated
until exhaustion, i. e.whenthe animals could not complete the climb. Thus, the
highest load that the rat was able to complete the climb was considered the
MCC for that session. This MCC test was performedevery week throughout the
training protocol to avoid adaptation to the resistance exercise. Pregnant rats
were subjected to a 3 times per week training regimen during the gestational
period (G1-G21), and the load was increased every day of the training (i. e.:
35%, 45%, 55%, 65% and 75% of maximum animal capacity/training day). The

other group of females (n = 22) remained sedentary.

4.3 Early-life Stress

The pups’ birthday was considered postnatal day zero (P0). On PO, the
animals were standardized between 5 to 8 pups per litter (equally divided
between males and females) and later divided into 4 experimental groups: 1)
Control Group (CT) 2) Pup rats of exercised mothers (EXE), 3) Pup
ratssubmitted to maternal separation (ELS) and 4) Pup rats of exercised

mothers and submitted to maternal separation (EXE + ELS).
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From P1 to P10, animals from MS and EXE + ELS groups were
separated from their mothers during 180 minutes (protocol adapted from
TOIGO et al., 2012). The offspringwere transferred to another room and placed
in a water bath to maintain body temperature between 32 and 33 °C, simulating
the normal nest temperature (SCHMIDT and DUMAN, 2007). Then, the
pupswere returned to their housing cages. Animals from CT and EXE groups
were not subjected to this protocol and were not treated until weaning in P21,
except for routine cage cleaning. All the offsprings were weaned at P21.0n this

day, the animals were randomized to avoid the box effect.

4.4 Behavioralassessments

From P30 male and female pups were evaluated in different behavioral
tests, where all subsequent analyses were performed by a blind evaluator.

At P30, pups (n = 10 - 12) were evaluated in the elevated plus maze
(EPM) commonly used for the study of anxiety. This maze consisted of two
open arms, two closed arms (50.8 x 12.7 cm) and a central platform raised at
86 cm from the floor. The animal was gently placed on the central platform to
explore the apparatus for 5 minutes. It was evaluated the number of visits to the
open and closed arms, the time spent in the open arms and the risk
assessment (PEREIRA et al., 2005).

On the P31, the animals were submitted to the Open Field testused to
assess the exploratory and locomotor behavior (n = 10 - 12; TATEMet al., 2014;
CONFORTIMet al., 2019). The apparatus consists of an acrylic arena (90cm
total diameter), divided into 12 equal quadrants.The pups had their free
exploration evaluated for 5 min. The number of quadrants traveled, the number
of rearing, the time spent in the central and peripheral areas were evaluated.

Finally, the animals were underwent to sucrose preference test (n =
13)that evaluates compulsive eating behavior (DALLMAN et al., 2003; RAMOS
et al., 2017). Firstly, the animals were adapted to 1% sucrose solution with
access to two bottles for 24 hours before the test and, later a food and water
restriction was realized pups for 7 hours. On the first testday, the ratswere
housed in individual galleries with free access to two vials containing (1) 500 ml
sucrose solution (1%) and (2) 500 ml water. The consumption of each bottle

was measured after 12 hours of dark cycle exposure. On the second test day,
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after water deprivation and feeding for seven hours, the same procedure was
performed and the animals had free access to two bottles again (1% sucrose or
water) for 12h also in the dark cycle. On this day, the position of the bottles was
changed in order to avoid right or left side preference. Preference was
calculated by the following formula: sucrose consumption on days 2 and 3 =
(sucrose consumption, day 2 + day 3) / (total consumption, day 2 + day 3)
(adapted ARCEGO et al., 2018).

4.5 Tissue collection

In the P37 or P38, a set of the animals (which performed the behavioral
tests) was deeply anesthetized with ketamine and xylazine (100 mg/kg body
weight, i.p., Syntec V-003, Sao Paulo, Brazil). After this, animals were
transcardiacally perfused with saline solution and buffered 4%
paraformaldehyde (pH 7.4) using a peristaltic pump (50 mL/minute, Milan,
Brazil). Brains were dissected, postfixed during 4 h in the same fixative solution,
cryoprotected in 15% and 30% sucrose at 4 °C, frozen in liquid nitrogen and
stored at-80 °C (DOS SANTOS et al., 2017). Another set of the animals that
did not perform behavioral tests were euthanized by decapitation (n = 5) and
the PFC was dissected, instantly placed in liquid nitrogen and stored at -80°C
until oxidative stress analysis (FERREIRA et al., 2018; DOS SANTOS et al.,
2019).

4.6 Histological analysis

The brains were coronally sectioned (30um thickness, 60um apart from
each other) using a cryostat (Thermo Scientific/Microm HM525) for PFC
visualization. Then, slices were stained with Nissl method for neurons (n = 5).
Briefly, samples were pre-incubated in a solution of chloroform and 100%
ethanol (1:1) overnight. The slides were immersed in 100% and 95% alcohol,
incubated in cresyl violet solution (Merck, Darmstadt, Germany, CAS number:
10510-54) at 34 °C for 15 min and washed with distilled water. After this, slices
were differentiated in 95% alcohol, dehydrated, cleared in xylene and covered
with permount and coverslips (Fisher Scientific®, USA).

Twenty four images of the PFCwere captured at magnification of 400x,

using a microscope (Carl Zeiss® Primo Star, Oberkochen, Germany) coupled to
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a digital camera (Carl Zeiss® AxioCamMRc, Oberkochen, Germany). The
neurons were identified by larger size, nonspherical outline and stained
cytoplasm and counted in an area of interest (6550.23um?) positioned in 4 fields
of each brain section (four in each hemisphere) (MARCUZZO et al., 2010; DOS
SANTOS et al., 2017; KONOPASKEet al., 2007; DOS SANTOS et al., 2017,
CONFORTIM et al., 2019).

4.7 Oxidative stress analysis

For the determination of oxidative stress parameters, the PFC was
homogenized 1:10 in 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) with 140 mMKCI
and then the homogenates were centrifuged (800xg, 10 min at 4 °C) and the
supernatants were collected and were stored at =70 °C (DOS SANTOS et al.,
2019).

Nitrite levels were determined from a sodium nitrite standard and
expressed in micromole per mg protein. The supernatants were incubated for
10 minutes at 25 ° C in a Griess reagent mixture (1:1 mixture of 0.1%
naphthylethylenediaminedihydrochloride and 1% sulfanilamide in 5%
phosphoric acid). This mixture was then placed in a spectrophotometer at 543
nm and the absorbance was measured (GREEN et al. 1982).

For 2',7'-Dihydrodichlorofluorescein (DCFH)Oxidationmeasurement, the
supernatants were incubated at 37 °C for 30 min with a solution of DCFH-
diacetate. Then, the resultant fluorescence was measured at 488 nm of
excitation and 525 nm of emission. DCF was calculated by a calibration curve
with standard DCF, and the DCF formed were expressed as nanomole of DCF
per mg protein.This protocol is in accordance with that published by LeBel
method (LEBEL et al. 1992).

The supernatants were also incubated with 1.15% KCI, 20%
trichloroacetic acid, and 0.8% thiobarbituric acid and heated in a boiling water
bath for 60 minutes to assess Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS) through the Ohkawa method (OHKAWA et al. 1979). Its concentration
was determined from a calibration curve with 1,1,3,3-tetramethoxypropane as
standard. Finally, TBARS level was measured on a spectrophotometer at 535
nm and results are expressed in nanomoles of MDA per mg of protein.
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The Sulfhydryl Content (SH)was measured as described by Aksenov and
Markesbery (AKSENOV AND MARKESBERY 2001). The supernatant was
mixedwithphosphate saline buffer (pH 7.4) and 1 mM EDTA. After, 0.01 mol / L
5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid in ethanol and 0.2 M potassium phosphate
solution (pH 8.0) were added to the reaction medium. After 30 min of incubation
at room temperature in the dark, the yellow color formed was measured at 412
nm in a spectrophotometer. The results are expressed as nanomole of TNB per
mg protein.

For the measurement of Superoxide Dismutase (SOD) Activity, as
described by Marklund et al. (1985), indirect SOD activity in the samples was
measured by inhibition of pyrogalol self-oxidation at 420 nm.A calibration curve
was performed using purified SOD as standard, and the results were expressed
as units per mg protein.

Finally, Catalase (CAT) activity was measured from mixtures of the
supernatant with 0.1% Triton X-100 preincubated for 15 min at room
temperature and 10 mM potassium phosphate buffer (pH 7) was addedwith 20
mM ofH202. One unit of CAT is defined as 1 mM of H,O, consumed per min at
37 ° C. The degradation of H,O,was measured at 240 nm. The activity was
expressed as units per mg protein (AEBI, 1984).

4.8 Statistical analysis
Accordingly, to normality test results, data were analyzed by two-way
ANOVA with separation and gestational exercise as factors. Bonferroni post-
hoc test was used when necessary. Differences were considered significant
when p < 0.05. Analyzes were performed in the GraphPad Prism software

package.
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4.DISCUSSAO GERAL
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Fatores genéticos estao fortemente associados com o desenvolvimento
de TDAH, porém, influéncias ambientais como adversidades psicossociais,
discérdia conjugal dos pais e disfungao familiar sao relatadas como importantes
fatores de risco (BANERJEE; MIDDLETON; FARAONE, 2007; SHAW et al.,
2007). Alguns estudos tém demonstrado que modelos animais que utilizam a
SM como estratégia de estresse no inicio da vida podem mimetizar os achados
clinicos de criangas com TDAH (ARNOLD; SIVIY, 2002; BRAUN et al., 2003;
COLORADO et al.,, 2006). No presente estudo, objetivamos investigar os
efeitos neuroprotetores do exercicio resistido durante o periodo gestacional
sobre o comportamento e a neuroplasticidade da prole submetida ao estresse
no inicio da vida. Nossos resultados mostram que os filhotes machos parecem
ser mais susceptiveis a SM em comparagcdo com as fémeas, apresentando um
comportamento impulsivo e hiperativo. Esses resultados estdo coincidentes
com aqueles encontrados em estudos clinicos que mostram que individuos do
sexo masculino sdo mais acometidos por esse disturbio neuropsiquiatrico
comparado ao sexo feminino (WILLCUTT, 2012). Adicionalmente, o estresse
no inicio da vida causou alteragdes no PFC de filhotes machos, evidenciado
por uma diminuicdo no numero de neurdnios € aumento nas espécies reativas
de oxigénio. Como esperado, o exercicio resistido gestacional apresentou um
potencial neuroprotetor importante, sendo capaz de bloquear os efeitos do ELS
revertendo a perda neuronal no CPF dos descendentes submetidos a SM.

4.1 A Separagao materna causou comportamento hiperativo/impulsivo
Diferentes testes comportamentais vém sendo utilizados para identificar
comportamentos de risco, impulsividade e hiperatividade em animais de
laboratério. Neste trabalho utilizamos o teste do labirinto em cruz elevado,
comumente utilizado para o estudo da neurobiologia da ansiedade em roedores
e o teste de campo aberto, a fim de avaliar a atividade exploratéria dos animais
(GONZALEZ-LIMA; SADILE, 2000; PEREIRA et al., 2005). Em ambos os
testes, o animal pode explorar livremente o aparato e ocomportamento é
motivado por um conflito entre a tendéncia de explorar o ambiente aberto,
livremente, e o de evitar perigos em potencial, permanecendo em ambientes

mais protegidos. Animais submetidos a diferentes estressores no inicio da vida
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podem apresentar um comportamento ansioso, evidenciado pela diminuicdo no
numero de entradas e do tempo despendido no brago aberto do labirinto,
permanecendo mais tempo no ambiente protegido (DANIELS et al., 2004).
Todavia, nossos resultados mostraram que os filhotes machos submetidos a
SM apresentam maior permanéncia nos bracos abertos do aparato, expondo-
se mais a risco em ambientes abertos, o0 que corrobora com os resultados
encontrados por KWAK e colaboradores (KWAK et al., 2009). A principio, esse
efeito achado poderia ser considerado um efeito ansiolitico, portanto benéfico
para os filhotes, porém, sabe-se que adversidades no inicio da vida como a SM
alteram importantes areas corticais frontais, como visto neste trabalho,
resultando no aumento da impulsividade e maior exposi¢gdo a risco (BAVA;
TAPERT, 2010; ENOCH, 2011; LOVALLO, 2013). Adicionalmente, nossos
achados demonstram o estresse no inicio da vida causa um aumento na
atividade locomotora dos filhotes machos, avaliado através do numero de
cruzamentos no teste campo aberto. Esses resultados sdo congruentes com os
encontrados por Garcia e colaboradores (2007) e Ramos e colaboradores
(2017), que descobriram que a atividade motora aumenta significativamente em
animais submetidos a SM durante o inicio da vida (AYA-RAMOS et al., 2017).
Portanto, nossos achados podem ser explicados principalmente pelo efeito
negativo do estresse neonatal na atividade do eixo HPA, bem como o efeito
negativo de eventos adversos precoces no desenvolvimento do sistema
nervoso.

Em humanos, a impulsividade e a hiperatividade, tipicas em pacientes
com TDAH, podem contribuir para o desenvolvimento de comportamentos
compulsivos por alcool, drogas ou alimentos. Estudos clinicos prévios
demonstraram que criangas com TDAH apresentam ganho de peso por meio
de padrdes alimentares desregulados, associado a sintomas de compulséo
alimentar e perda de controle sobre a alimentagdo (HILBERT et al., 2018;
NAZAR et al., 2016). Em modelos animais, filhotes separados no inicio da vida
apresentam maior risco para o desenvolvimento de transtornos alimentares e
uma maior preferéncia por alimentos altamente palataveis (DALLMAN et al.,
2003; JAHNG, 2011; SILVEIRA et al., 2004). O teste de preferéncia a sacarose
foi utilizado nesseestudo a fim de identificar um possivel efeito sobre o

comportamento de compulsdo/descontrole alimentar dos animais, onde
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hipotetizamos que os animais submetidos ao estresse no inicio da vida
apresentariam uma maior preferéncia a bebida agucarada. Todavia, nossos
resultados mostram que os animais nao apresentam um comportamento tipo
compulsivo, ndo havendo diferenga entre os grupos experimentais. Em
contraponto aos nossos achados, RAMOS e colaboradores (2017)
demonstraram um aumento no consumo de sacarose induzido pelo estresse no
inicio da vida em ratos, corroborando com os achados clinicos em criancas
com TDAH (AYA-RAMOS et al, 2017). Vale ressaltar que diferentes
paradigmas de estressores no inicio da vida sdo estudados e que nesse
trabalho utilizamos um modelo de SM diferente do modelo utilizado por
RAMOS e colaboradores (2017) o que pode resultar em diferentes fenotipos
comportamentais (ARNOLD; SIVIY, 2002; BRAUN et al., 2003; SHALEV;
KAFKAFI, 2002). E possivel postular que a auséncia de um comportamento
alimentar compulsivo, demonstrado por nosso estudo pode estar relacionada
ao tipo de modelo de separagdo materna empregado, além da baixa
sensibilidade do teste utilizado em identificar diferencas sem a aplicagcdo de
manipulacdes experimentais extremas, como situacbes estressoras diarias
(ZURITA et al., 2000).

42 O exercicio resistido gestacional atenua as alteragdes

comportamentais na prole submetida a separagao materna

Estudos recentes tém demonstrado os beneficios do exercicio fisico
durante o periodo gestacional para as maes e sobre o desenvolvimento
neurolégico fetal (HAAKSTAD; TORSET; Bd, 2016; MUDD et al., 2015).
Todavia, os trabalhos publicados apresentam o enfoque no exercicio
gestacional do tipo aerdbico, e pouco se sabe sobre os efeitos do exercicio
resistido gestacional no comportamento e no sistema nervoso dos
descendentes. Nossos achados indicam que o exercicio resistido na gestagao
foi capaz de atenuar o comportamento impulsivo e hiperativo causados pela
SM em filhotes machos; esseé o primeiro trabalho que demonstra os efeitos do
exercicio resistido durante a gestacdo. Inumeros trabalhos demonstram os
efeitos benéficos do exercicio aerdbico durante a gestagdo aos descendentes,
tais como melhora o metabolismo da glicose (HARRIS; BAER; STANFORD,
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2018), maior sensibilidade a insulina (STANFORD et al., 2015), melhora nas
defesas antioxidantes encefalicas (MARCELINO et al., 2013) e melhora da
memoria, o que pode persistir até a vida adulta (ROBINSON; BUCCI, 2014).
Essesefeitos indicam uma reprogramacao fetal que possivelmente modifica de
células germinativas ou somaticas; o exercicio fisico gestacional tem potencial
para transferir tracos maternos a prole, causando influéncias positivas em seu
fendtipo (SEGABINAZI et al., 2019). Esseefeito pode estar relacionado com
alteragdes epigenéticas que modificam e controlam a estrutura e a funcao da
cromatina e, portanto, medeiam as mudangas na expressao génica (MENKE;
BINDER, 2014). Todavia, diversas evidéncias clinicas indicam que o exercicio
atua como um poderoso modulador epigenético em muitos tecidos, como
encéfalo, esperma, musculo e leucdcitos (DENHAM et al., 2015; DORNELES et
al., 2017; MCGEE et al., 2009). Além disso, um estudo experimental publicado
recentemente utilizou exercicio aerébico paterno e mostrou uma diminuigdo na
metilacdo global do DNA no hipocampo da prole, reforcando a idéia de que o
estilo de vida saudavel dos pais pode modular alteracdes na metilagdo do DNA
das geracgdes futuras (MEGA et al.,, 2018). Assim, o efeito neuroprotetor do
exercicio resistido durante a gestagdo em comportamentos de impulsividade e
hiperatividade observados na prole submetida a SM pode ser resultado de
modificagdes epigenéticas, porém, mais estudos com esse enfoque precisam
ser realizados, pois até o momento nao existem dados na literatura que
mostrem as possiveis alteragdes epigenéticas em modelos de exercicio

resistido similar ao nosso.

4.3 Separagao materna e exercicio gestacional causam alteragées em
parametros de estresse oxidativo

Nesse trabalho observamos que o exercicio resistido durante a gestagao
causou um aumento na producdo de EROs e ndo alterou enzimas
antioxidantes em filhotes machos, o que vai contra alguns achados da
literatura, onde Lima e colaboradores (2018) e Souza e colaboradores (2009) ja
demonstraram um possivel efeito protetor do exercicio fisico, atenuando o
aumento de EROs e aumentando a atividade de enzimas antioxidantes como
SOD e CAT (LIMA et al., 2018; SOUZA et al., 2009). O estresse oxidativo é



47

reconhecido por estar envolvido em muitas condigdes fisioldgicas (por exemplo,
envelhecimento e exercicio fisico) assim como em diversas doengas (incluindo
inflamacg&o, doengas cardiovasculares e neuropsiquiatricas) (VALKO et al.,
2007). Em particular, o efeito do exercicio no equilibrio redox é extremamente
complexo, dependendo da idade, sexo e nivel de treinamento, bem como da
intensidade e duracdo do exercicio. Embora o treinamento moderado regular
pareca benéfico para o estresse oxidativo e a saude, exercicios aerdbicos e
anaerobicos intensos podem induzir a superproducao de EROs. Apesar do
exercicio causar um aumento do estresse oxidativo, o mesmo estimulo parece
necessario para permitir uma regulagdo positiva nas defesas antioxidantes
endogenas (PINGITORE et al., 2015).

No presente estudo, a SM também foi capaz de aumentar a producao de
EROs no CPF de filhotes machos, o que pode estar relacionado com os
comportamentos impulsivos e hiperativos encontrados. A alteragdo nesses
marcadores oxidativos parece estar relacionada com a fisiopatologia dos
transtornos psiquiatricos como o TDAH, mediando causa e/ou consequéncia de
uma sinalizagado cerebral anormal (LEFTA et al., 2017). Uma meta-analise
publicada recentemente com um total de 231 pacientes com TDAH mostrou
que essa populagdo apresenta um aumento no status oxidativo, supostamente
levando ao aumento do dano oxidativo (JOSEPH et al., 2015). Esse resultado
pode estar relacionado com interrupg¢ao de fungdes bioldgicas, causando danos
a biomoléculas como o DNA, lipidios, proteinas e gorduras. Adicionalmente,
nossos resultados nao apontaram diferencas em outros parametros de
estresse oxidativo avaliados, como a atividade de enzimas antioxidantes SOD
e CAT. Este resultado esta de acordo com uma meta-analise publicada que
nao apontou diferengcas na produgao de antioxidantes entre pacientes com
TDAH (JOSEPH et al., 2015).

4.4 Separagao materna causa perda neuronal no CPF em filhotes machos
Nossos achados mostram que a SM causou um dano tecidual no CPF

dos filhotes machos, mas n&do nas fémeas, em concordancia com os achados

de Maslanka e colaboradores (2019) que também observaram uma redug¢éo no

numero de neurdnios em ratos adolescentes submetidos a eventos estressores
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no inicio da vida. Esse efeito parece estar relacionado com alteragcées no eixo
HPA, uma vez que a aplicagcdo de estressores em periodos cruciais para o
desenvolvimento alteram o funcionamento do eixo, principalmente em
estruturas neurais com alta densidade de receptores de glicocorticoides, como
€ o caso do CPF (HEIM; BINDER, 2012; HEIM; NEMEROFF, 2002; LUPIEN et
al., 2009). Adicionalmente, em nosso estudo observamos um aumento na
producdo e EROs no CPF de filhotes machos, o que pode estar associado a
uma maior suscetibilidade do tecido cerebral e consequentemente, aumento de
permeabilidade da barreira hematoencefalica, resultando em alteragdes na
morfologia cerebral, como a diminuicdo no numero de neurbnios observada

nessetrabalho.

4.5 Exercicio resistido gestacional previne a perda neuronal no CPF de
filhotes machos submetidos a eventos estressores no inicio da vida
Estimulos ambientais, como o exercicio fisico materno, tem o potencial
de influenciar a trajetéria do desenvolvimento cerebral e o fendtipo da prole
(ARIDA et al., 2015). Em nosso trabalho, o exercicio resistido durante a
gestacao apresentou um papel neuroprotetor importante, prevenindo a perda
neuronal no CPF de filhotes expostos a SM. Duas hipoteses interessantes
podem ser consideradas para se explicar esse efeito neuroprotetor. A primeira
diz respeito a uma possivel melhora na sobrevivéncia celular via fatores
neurotroficos, hipotese fundamentada em trabalhos previamente publicados.
Alguns estudos observaram que o exercicio fisico em ratas prenhes aumentou
os niveis de BDNF e de reelina, melhorando a neurogénese no hipocampo de
filhotes (HERRING et al., 2012; DA SILVA et al., 2016). Ainda, foi demonstrado
que o exercicio aerdbico gestacional aumentou a sobrevivéncia celular no
hipocampo da prole (SEGABINAZI et al., 2019). Uma segunda hipétese para o
efeito protetor de exercicio gestacional esta relacionada com o impacto do
cuidado materno e consequentemente, menor ativagcdo do eixo HPA nos
filhotes, o que provavelmente resultou na melhora do comportamento hiperativo
e impulsivo observada nos grupos EXE+ELS. KLEIN e colaboradores (2018)
reforcam essa idéia ao observarem que animais que praticaram natacao

durante o periodo gestacional exibiram uma melhora na qualidade do cuidado
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materno, propondo uma importante janela de oportunidade para melhorar a
saude dos descendentes (KLEIN et al., 2018). Todavia, mais estudos s&o

necessarios para elucidar as vias neurais envolvidas nesse efeito benéfico.

4.6 Efeito dependente do sexo em ratos submetidos a SM

Nossos resultados demonstram uma marcante diferenca entre filhotes
machos e fémeas. Filhotes machos submetidos a SM apresentaram um
comportamento hiperativo e impulsivo no teste labirinto em cruz elevado e
campo aberto, bem como aumento na producdo de EROs e dano tecidual
importante, identificado pela diminuicdo no numero de neurénios no CPF. As
fémeas apresentaram apenas um comportamento de risco no teste de campo
aberto, sem alteracbes nos demais testes realizados. Ainda, as fémeas néao
apresentaram alteragcbes em analises de estresse oxidativo e nao
apresentaram dano tecidual frente ao estresse no inicio da vida.

Em conjunto, essesdados indicam uma maior suscetibilidade aos efeitos
da SM nos machos em comparacdo com as fémeas. Tal diferenga pode ser
fundamentada por um conjunto de aspectos, descritos aqui na sequéncia. O
eixo HPA dos machos parece ser mais hiperresponsivo do que o das fémeas, o
que é fundamentado pelo maior nivel de corticosterona encontrado em machos
separados, em comparagao as fémeas no estudo de LUNDBERG e
colaboradores, (2017). Aléem de fundamentar os achados do presente estudo, a
menor resposta a agentes estressores no periodo neonatal explica os achados
de Johnston e File (1991) e, mais recentemente, o estudo de Dimatelis e
colaboradores (2016) que afirmaram que fémeas exibem maior resiliéncia a
alteragcdes comportamentais induzidas por estresse (DIMATELIS et al., 2016;
JOHNSTON; FILE, 1991). Interessantemente, a diferenga nos efeitos do ELS
entre machos e fémeas parece também estar relacionada a sinalizacao
dopaminérgica, pois apenas em ratos machos foi identificado aumento de
receptores para dopamina no tronco encefalico (DE SOUZA et al., 2018). Em
consonancia, ja € bem estabelecido que em meninos € encontrada a maior
prevaléncia do transtorno, variando nos estudos de 1 para 3 a 1 para 16
(meninas/meninos com TDAH; WILLCUTT, 2012). Neste contexto, Spivey e
colaboradores (2009) encontraram aumento da locomogdo em ratos machos
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separados das maes no inicio da vida, porém, sem alteracbes nas fémeas,
demonstrando que essas sdo mais resistentes aos efeitos da SM, e nao
exibem os efeitos comportamentais hiperativos/impulsivos (SPIVEY et al.,
2009). Além disso, esse mesmo estudo avaliou a espessura do CPF dos
animais separados das maes no inicio da vida, identificando diferencas sexuais
na anatomia e fisiologia dessa regiao encefalica caracterizada por uma reducao
na espessura do CPF apenas de machos, o que pode contribuir para o
aumento do comportamento impulsivo observado nesses animais (SPIVEY et
al.,, 2009). Em resumo, nossos achados contribuem para a literatura pois
demonstram pela primeira vez que o exercicio resistido realizado durante o
periodo gestacional previne os prejuizos causados por um agente estressor no
inicio da vida em ratos machos, os quais parecem ser mais suscetiveis que as
fémeas. Portanto, reforcamos que manter um nivel moderado de atividade
fisica durante a gestacéo representa uma importante janela de oportunidade a
fim de melhorar a saude dos descendentes; porém, investigagbes futuras

explorando os possiveis mecanismos fisiolégicos envolvidos sao essenciais.
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5.CONCLUSOES
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A partir dos dados obtidos nesse estudo, podemos concluir que:

Filhotes machos submetidos ao ELS e avaliados no teste do labirinto em
cruz elevado e campo aberto apresentaram um comportamento
impulsivo e hiperativo que foi prevenido pela realizagcdo do exercicio
resistido gestacional;

O exercicio resistido durante a gestacédo bem como eventos estressores
no inicio da vida e causam aumento na producdo de EROs no CPF de
filhotes machos, e ndo de filhotes fémeas;

O ELS causou dano tecidual no CPF apenas em filhotes machos

revertido pelo exercicio resistido gestacional.
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