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RESUMO

Periodos especificos do desenvolvimento (incluindo os periodos pré-concepcao e pré-natal)
sdo altamente vulneraveis a modificagdes do ambiente, como a dieta e o estresse. Portanto, o
estilo de vida dos pais influencia na saude dos filhos. Entre os intimeros beneficios do
exercicio fisico, estudos pré-clinicos tém relacionado a pratica de atividade fisica durante a
gestagdo a um melhor desempenho cognitivo da prole, o que também foi visto no Unico
estudo que investigou a pratica de atividade fisica paterna sobre esse parametro. Nesse
contexto, este ¢ o primeiro estudo até entdo delineado para investigar como a atividade fisica
parental (ambos os progenitores) pode influenciar o nivel de estresse materno, o
desenvolvimento sensorio-motor, a memoria espacial e a plasticidade sinaptica no hipocampo
da prole, o que confere relevancia e originalidade a pesquisa. Todos os procedimentos
realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica da UFRGS (27587). Nove
ratos Wistar machos e treze fémeas adultos foram divididos em 2 grupos: sedentdrios ou
exercitados. O protocolo de exercicio fisico for¢ado para os ratos machos ocorreu
previamente ao acasalamento e consistiu em corrida em esteira ergométrica adaptada para
ratos na velocidade de 5 m/min, 20 min/dia (60 % VO, max), 5 dias consecutivos/semana em
um periodo total de 22 dias. Apds a confirmacdo do acasalamento, parte das ratas prenhas
foram submetidas ao protocolo de exercicio no periodo gestacional, a uma velocidade de 6,6
m/min (30 % VO,max), 20 min/dia, 5 dias consecutivos/semana, durante toda a gestagdo. Os
filhotes machos foram divididos em quatro grupos conforme a realiza¢do ou ndo da atividade
fisica parental: (1) filhotes de pais sedentarios e maes sedentarias no periodo gestacional (SS);
(2) filhotes de pais sedentarios e maes exercitadas no periodo gestacional (SE); 3) filhotes de
pais exercitados e maes sedentdrias no periodo gestacional (ES); (4) filhotes de pais
exercitados e maes exercitadas durante a gestacdo (EE).Uma semana ap6s o desmame (P21),
as maes foram decapitadas e as suas glandulas adrenais foram retiradas e pesadas como
medida de estresse. O peso corporal dos filhotes foi analisado no dia de seu nascimento (P0),
P7, P14 e P53 (previamente a perfusdo transcardiaca). Do P1 ao P21, o desenvolvimento
sensorio-motor dos animais foi avaliado diariamente por meio da avaliagdo de marcos do
desenvolvimento (n: 11-13 animais por grupo). Entre P47 ¢ P51, a aprendizagem e a memoria
espacial dos filhotes foi avaliada utilizando o labirinto aquatico de Morris (n: 4 - 9 animais
por grupo). A analise da proteina sinaptofisina na regido do hilo do giro denteado do
hipocampo foi realizada a partir de imunomarcagdes e por meio de densitometria optica (n: 4 -
5 animais por grupo). Nao houve diferenga entre os grupos experimentais quanto ao peso
absoluto ou relativo das glandulas adrenais das maes, peso corporal dos filhotes, dia de
apresentacao de cada marco do desenvolvimento, desempenho no teste do labirinto aquatico
de Morris e conteudo de sinaptofisina no hipocampo da prole. Esses resultados sugerem que o
protocolo de exercicio fisico parental empregado em nosso estudo ndo gera estresse materno
significativo, ndo tem efeito sobre o desenvolvimento fisico e sensoério-motor, a memoria
espacial e também nao altera a expressao de sinaptofisina no hipocampo de filhotes de ratos
Wistar.

Palavras-chave: [Exercicio Fisico Parental, Desenvolvimento Sensoério-Motor,
Plasticidade Sinaptica, Memoria Espacial.
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ABSTRACT

Specific developmental periods (including preconception and prenatal) are highly vulnerable
to environmental changes such as diet and stress. Therefore, parental lifestyle influences the
health of children. Preclinical studies have associated the mother’s physical activity practice
during pregnancy and prior to conception to a better offspring cognitive function, which was
also seen in the only study that investigates the practice of parental physical activity on this
parameter.This is the first research designed to study how parental physical activity can
influence the maternal stress level, sensory-motor development, spatial memory and synaptic
plasticity of the offspring, giving relevance and originality in research. All procedures were
approved by the UFRGS Ethics Committee (27587). Nine male and 13 female Wistar adult
rats were submitted or not to physical exercise. Forced exercise protocol for male rats were
performed previously to mating and consisted of treadmill running (speed of 5 m/min, 20
min/day at 60% VO, max, 5 consecutive days/week) during 22 days. After confirmation of
pregnancy, part of female rats were submitted to treadmill running (speed of 6,6 m/min, 20
min/day at 30 % VO,max, 5 consecutive days/week) throughout pregnancy. After birth, the
male pups were divided in four groups: (1) offspring from sedentary father and mother (SS);
(2) offspring from sedentary father and exercised mother (SE); (3) offspring from exercised
father and sedentary mother (ES); (4) offspring from exercised father and exercised mother
(EE). A week after weaning (P21), mothers were decapitated and their adrenal glands were
removed and weighed as a measure of stress. Body weight of the pups was analyzed at birth
day (P0), P7, P14 and P53 (before transcardiac perfusion). From P1 to P21, the sensorymotor
development of pups was evaluated daily by the developmental milestones (n: 11-13 animals
per group). Between P47 and P51, the spatial learning and memory of the offspring was
assessed using the Morris Water Maze (n: 4 - 9 animals per group). The expression of
synaptophysin in the hilus of dentate gyrus of  the hippocampus was verified by
immunostaining and measured by optical densitometry (n: 4 - 5 animals per group). No
difference was found among the experimental groups regarding absolute or relative weight of
adrenal glands from of mothers, body weight of puppies, the day when each developmental
milestone was acquired, the performance in the Morris water maze task or
the synaptophysin expression in hippocampus.These data suggest that the parental exercise
protocol used in this study does not generate significant maternal stress, has no effects on
physical and sensorimotor development of offspring or in spatial memory and synaptic
plasticity of the hippocampus.

Keywords: Parental Physical Exercise, Sensorimotor Development, Synaptic Plasticity,
Spatial Memory.
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preconception period or during pregnancy, respectively. The experiment was designed to
obtain offspring of four experimental groups according to the fulfillment or not of parental
physical activity: (1) offspring from sedentary father and mother (SS); (2) offspring from
sedentary father and exercised mother in pregnancy (SE); (3) offspring from exercised father
and sedentary mother in the gestational period (ES); (4) offspring from exercised father and

exercised mother in the pregnancy (EE).

Figure 2. A) Escape latency was similar between groups at any day of training period (p >
0.05, ANOVA with repeated measures). Except for the offspring from exercised fathers and
sedentary mothers (ES), the other groups decreased the latency to find the platform during the
training period. However, the SE group did not learn faster than the control (SS) and EE
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(p > 0.05, two-way ANOVA). Data expressed as mean = SEM. Experimental groups: control
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of exercised fathers and sedentary mothers (ES, n = 9) and offspring of exercised fathers and
mothers (EE, n =

Fig 3. SYP expression in the dentate gyrus (DG) of hippocampus. A) Photomicrograph of
coronal section of dorsal hippocampus stained with hematoxilin and eosin, showing the three
regions of DG: molecular layer, granular layer and hilus (target region of the study). 200x
magnification. Scale bar = 50 pum. B) Representative photomicrographs of
immunohistochemistry for SYP in coronal sections of DG from different groups. 200x
magnification. Scale bar = 50 um. C) Optical Density (OD) measurement of SYP staining

intensity in the hilus of DG described as mean = SEM. 4-5 animals per group. Experimental
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1. INTRODUCAO

1.1. Exercicio Fisico: Conceito

A atividade fisica pode ser definida como qualquer movimento do corpo realizado
pelos musculos esqueléticos e que provoque gasto de energia como, por exemplo, tarefas
domésticas, laborais, de lazer ou deslocamentos. Por outro lado, o exercicio fisico consiste em
um tipo de atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva (Caspersen et al., 1985). No
Brasil, segundo o Ministério do Esporte (2015), 54,1% da populagdo entre 14 e 75 anos
pratica algum exercicio fisico e os 45,9% restantes sdo sedentarios, o que corresponde a 67
milhdes de pessoas. Essa mesma pesquisa também revelou que as modalidades de atividade
fisica mais praticadas pelos brasileiros sdo a caminhada, em primeiro lugar, seguida de
ciclismo, corrida, musculagdo, ginastica e academia.

Nos ultimos anos, a incidéncia global do sedentarismo tem aumentado de forma
preocupante, sendo que na Argentina 68,3% da populacdo ¢ sedentaria, 40,5% nos EUA, 48%
na Italia, 15,6% na India, 52,4% na Africa do Sul e 20,8% na Russia (Brasil, Ministério do
Esporte, 2015). Esta bem consolidado na literatura que o sedentarismo pode levar ao
desenvolvimento de doengas cronicas e que a atividade fisica regular esta inversamente
associada a grande parte das causas de mortalidades em adultos (Guimaraes & Ciolac, 2014;
Brown et al. 2012). A Organizacdo Mundial de Satde (OMS, 2011) recomenda a pratica
semanal de no minimo 150 minutos de exercicio fisico moderado para adultos, como medida
de combate ao sedentarismo.

A pratica regular de atividade fisica faz parte de um estilo de vida saudavel e pode
proporcionar intimeros efeitos benéficos a saude, como a redug¢do do risco de acidente
vascular cerebral, de mortalidade relacionada a doengas cardiovasculares, do desenvolvimento
de diabetes mellitus tipo 1I, depressado, fraturas osteoporoticas, obesidade, cancer de mama e
cancer de colo (Aune et al., 2015; Boyle et al., 2012; Cauley et al, 2013; Kovacs et al., 2015;
Kuwahara et al., 2015; Lee e Paffenbarger, 1998; Merom et al., 2016; Wu et al., 2013). De
fato, o exercicio fisico € capaz de influenciar o funcionamento de diversos sistemas, uma vez
que melhora fungdes hemodindmicas, hormonais, metabolicas, neuroldgicas, respiratorias e

cardiacas (Fletcher et al., 1996).



Além de ser considerado uma medida preventiva, o exercicio fisico pode ser utilizado
como terapia coadjuvante em varias patologias, tais como: hipertensdo arterial, osteoartrite,
diabetes mellitus, aterosclerose, doenca coronariana, osteoporose, disfungdo erétil e obesidade
(Donnelly et al., 2009; Loprinzi & Edwards, 2015; Taket al., 2005; Zanesco e Antunes, 2007).
Pesquisas pré-clinicas tem contribuido na elucidacdo dos mecanismos de acdo que embasam
os efeitos do exercicio fisico sobre a saude, os quais dependem da modalidade, intensidade,
frequéncia e duracao do treino (Gomes da Silva et al., 2016; Narath et al., 2001).

O exercicio fisico pode ser classificado quanto a intensidade e motivagdo. Conforme o
primeiro critério, o exercicio ¢ divido em leve, moderado ou intenso. Essa categorizacdo ¢
baseada na taxa de consumo maximo de oxigénio (VO,max), o qual consiste na capacidade
maxima de captagdo e utilizacdo do oxigénio inspirado pelo organismo para gerar trabalho.
Protocolos de exercicio leve sdo determinadosna faixa de 20% a 50% do VO,max, protocolos
de exercicio moderado na faixa de 50% a 70% do VO,max e protocolos de exercicio intensos
levam ao consumo maior que 80% do VO,max (Drummond et al., 2005).

Conforme a fonte de energia utilizada para o exercicio fisico, ele pode ser ainda
classificado em duas categorias: anaerdbico (de resisténcia) ou aerobico. O exercicio
anaerobico ou de resisténcia consiste em atividades realizadas em alta intensidade durante
periodos curtos como arremego de peso e lancamento de dardo (8 a 10 segundos), os quais
demandam energia proveniente do metabolismo anaerobico através dos sistemas fosfagénio e
glicolitico. Tais vias metabolicas disponibilizam energia de forma répida aos musculos para
esforco maximo, sem a utilizagdo de O,. Em contrapartida, o exercicio anaerdbico envolve
atividades fisicas prolongadas como corrida de longas distanciass (duragdo superior a 180
segundos) e utilizam o metabolismo oxidativo como fonte energética. Nesse sistema, o ATP ¢
produzido na presenga de O, através de uma série de reagdes a nivel das mitocondrias, o que
torna esse sistema mais lento no aporte energético em comparacao aos sistemas anaerobicos.
Durante o inicio de uma atividade fisica todos os sistemas energéticos estdo ativados, mas a
intensidade e duracdo do esfor¢o definirdo o sistema predominante (Fundacao Vale, 2013).

Estudos experimentais mostram que o exercicio de baixa a moderada intensidade tem
efeitos positivos para fungdes cognitivas e patologias como isquemia cerebral e privacao de
oxigeénio e glicose. Por outro lado, exercicios de alta intensidade tem efeitos negativos nesses
casos devido ao estresse provocado pelo nivel de esforco (Scopel et al., 2006; Shih et al.,
2013; Shimada et al., 2013; Soya et al., 2007). No entanto, a fun¢do motora pode ser

aprimorada por protocolos de exercicio fisico de alta intensidade (Yang et al., 2012). Isso



sugere que os efeitos do exercicio fisico dependem da sua intensidade e da susceptibilidade do
alvo de estudo.

Quanto a motivacao, o exercicio pode ser classificado como voluntario ou forgado,
sendo que essa classificacdo se aplica melhor a protocolos utilizados na pesquisa bdasica
(Figura 1). Estudos que avaliam efeitos de exercicio forcado costumam realizar treinamento
de nado forcado ou corrida em esteira ergométricaadaptada para animais (Figura 1b) (Ke et
al., 2011;Radaket al., 2001). Essa categoria tem a vantagem do controle preciso sobre
variaveis como intensidade, frequéncia e duracao do esforco (Dishmanet al., 2006). Por outro
lado, estudos utilizando exercicio voluntario geralmente empregam rodas de corrida com livre
acesso (Figura la) (Mondonet al.,1985; Russel et al., 1987).Nessa ultima modalidade, o
controle das variaveis torna-se complicado devido a natureza voluntéaria do esforgo,o qual ¢

individual e ndo padronizado pelo experimentador (Dishman et al., 2006).

Figura 1. Tipos de exercicio fisico quanto a motivagao. A) Exercicio fisico voluntario em roda de corrida de livre acesso. B)
Exercicio fisico forcado em tanque de natagdo e esteira ergométrica adaptada para ratos. Adaptado de Brooks e Dunnet
(2009) e Spindler (2012).

Além de modalidades repetitivas e ritmicas ha o exercicio acrobatico, que consiste no
treinamento de animais em circuitos repletos de objetos e obstaculos a serem transpostos
(Figura 2a) (Black et al., 1990). Nesse tipo de protocolo o grau de dificuldade progride com o
treino, trabalhando o equilibrio, a coordenagdo e a aprendizagem motora (Anderson et al.,
1996). O exercicio acrobatico difere dos exercicios for¢ado e voluntario pelo seu movimento
seriado, enquanto que as modalidades for¢ada e voluntaria sdo constituidas de movimentos

continuos (Lambert et al., 2005). Por fim, existem também os exercicios de forga ou



resisténcia que tém como um objetivo aumentar a for¢a e causar hipertrofia muscular pela
utilizagdo de carga (Figura 2b) (Lee et al., 2004). O peso ¢ pode ser adicionado a cauda do
animal durante tarefas de natagdo,em escalada de escadas verticais ou ao tronco do animal em
exercicios de agachamento e levantamento de peso por salto vertical em agua. Em todos esses
protocolos pode-se aumentar a carga gradativamente (Evangelista et al., 2003; Franco et al.,

2011; Ilha et al., 2008; Tamaki et al., 1992).
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Figura 2. A) Circuito de treinamento acrobatico compostos por obstaculos como rampas, gangorras e escadas. B) Exercicio
de for¢a em sistema de agachamento com sobrecarga. Adaptado de Black et al. (1990) e Tamaki et al. (1992).

Os efeitos do exercicio fisico também podem ser classificados em agudos e cronicos.
Os efeitos dos primeiros podem ser observados logo apods a exposicdo a uma unica sessao de
exercicio fisico, enquanto que os efeitos cronicos necessitam de exposi¢cdo frequente para
serem desencadeados (Thompson et al., 2001). No entanto, também ¢ possivel se analisar o
efeito agudo de um protocolo cronico de exercicio fisico bem como o efeito tardio de uma

sessao unica de exercicio (Elsner et. al., 2016).

1.2. Efeitos do Exercicio Fisico sobre o Sistema Nervoso

A influéncia benéfica que o exercicio fisico exerce sobre a atividade cerebral tem sido
muito bem documentada. De fato, o exercicio fisico provoca interesse nos pesquisadores
quanto aos seus efeitos especificos sobre fungdes cognitivas e também quanto ao seu
potencial como estratégia terapéutica nao farmacologica frente a patologias
neurodegenerativas e/ou psiquidtricas, ou mesmo para manuten¢do de um encéfalo saudavel
(Cassilhas et al., 2016).

Em individuos saudaveis e senis, a pratica de atividade fisica acelera o processamento

cognitivo, aperfeigoa habilidades mentais, pode levar ao aumento de volume do hipocampo e



do lobo temporal, além de elevar os niveis séricos do Fator Neurotréfico Derivado do
Encéfalo (BDNF) (Chodzko e Moore; 1994; Dustman et al., 1984; Elsayed et al., 1980;
Erickson et al., 2011). Durante uma atividade fisica, estruturas cerebrais relacionadas a
fungdes motoras e sensoriais como o coOrtex motor, cerebelo, nucleos da base, cortex
somatossensorial, visual e auditivo exibem grande atividade neuronal. Em menor grau, o
hipocampo também apresenta aumento da sua atividade neuronal, demonstrada pelo maior
metabolismo de glicose e provavelmente pelo maior fluxo sanguineo nessas regides, o que as
tornam mais suscetiveis a plasticidade induzida pelo exercicio fisico (Vissing et al., 1996).

De fato, o exercicio ¢ uma fonte de estimulo que pode favorecer as reagdes
moleculares envolvidas no processamento da memoria (Roig et al., 2013). Como exemplo
disso, pode-se citara elevacdo da concentragdo sérica de neurotransmissores como
noradrenalina e dopamina e do fator trofico BDNF apos uma tnica sessdao de exercicio. Tais
alteracdes podem embasar o efeito positivo que o exercicio exerce sobre as fases de
codificacdo, consolidagdo e retengdo da memoria (Roig et al., 2013; Winter et al., 2007).
Além do aumento na produ¢do de outros fatores troéficos como o
Fator de Crescimento de Fibroblasto (FGF), o exercicio fisico também pode favorecer a
neurogé€nese hipocampal e influenciar positivamente a Potenciagdo de Longa Duragdo (LTP)
(Gomez-Pinilla et al., 1998; Van Praag et al., 1999b).

Com relagdo a algumas patologias do sistema nervoso, o exercicio fisico possui efeito
ansiolitico e antidepressivo, proporciona uma melhora cognitiva em portadores de Alzheimer,
pode aliviar sintomas motores, de humor e cognitivos em portadores de Parkinson, atenua os
sintomas do transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) e reduz o declinio de
habilidades cognitivas e sensoério-motoras causado pelo envelhecimento (Berchicci et al.,
2014; de Andrade et al., 2013; Hunsberger et al., 2007; Radak et al., 2001; Raglin, 1990;
Reynolds et al., 2016; Yun et al., 2014).

Alguns dos possiveis mecanismos biologicos pelos quais a pratica de exercicio fisico
modula a funcdo cerebral tém sido propostos, como por exemplo, a promocao da angiogénese,
o aumento na densidade de espinhos dendriticos, o aumento da expressao de BDNF e de
marcadores de plasticidade sinédptica (sinapsina e sinaptofisina), a influéncia positiva sobre a
neurogénese hipocampal e proliferagdo astrocitica, bem como a redugdo do estresse oxidativo
e da neuroinflamagdo (Black et al., 1987; Camiletti et al., 2013; Garcia et al., 2012; Hopkins
et al., 2011; Kohman et al., 2013; Li et al., 2005; Van Praag, 1999a). No entanto, a natureza
exata pela qual o exercicio exerce seus efeitos no encéfalo ainda ndo foi completamente

estabelecida (Morgan et al., 2015).



1.3. Exercicio Fisico Parental

1.3.1. Exercicio Fisico Maternal

A gravidez ¢ um estado que demanda inimeras adaptagdes anatdmicas e fisiologicas
que tem por objetivo o desenvolvimento fetal. Tais alteracdes podem ser detectadas logo apos
a concepgao, durante toda gestacdo e findam quase totalmente nos periodos do puerpério e
lactagdo (Carlin e Alfirevic, 2008; Ouzounian e Elkayam, 2012; Tan e Tan, 2013). Em
décadas passadas, as mulheres eram desestimuladas a seguir com praticas de atividade fisica
durante a gravidez, sendo aconselhadas a diminuir ou cessar atividades ocupacionais,
especialmente nos estagios finais da gestacdo. Esse aconselhamento era baseado na crenga de
em um maior risco de prematuridade devido a um possivel aumento da contratilidade uterina
pela atividade ou exercicio fisico (Clarke et al., 2004; Juhl et al., 2008; Spinnewijn et
al.,1996).

Somente em meados da década de 90, apos o Americam College of Obstetrician and
Gynecologists (ACOG) reconhecer que a atividade fisica regular deveria ser estimulada
durante a gestacdo, a pratica comegou a ser implantada (ACOG, 1994). De acordo com a
ACOG, a atividade fisica de intensidade leve a moderada ¢ recomendada a todas as gravidas,
mesmo as sedentdrias que desejam inicid-la durante a gestacdo. As gestantes fisicamente
ativas antes de engravidar podem manter suas atividades inclusive no primeiro trimestre
gestacional. Tanto o exercicio aerdbico quanto o anaerdbico sdo recomendados na gestacao e
ensaios clinicos tém mostrado que s@o seguros e ndo geram efeitos adversos na gestagao e nos
filhos (Fieril et al., 2014; White et al., 2014; US Departmentof Health and Human Services,
2008; Uzendoski et al., 1990).

No Brasil, poucas gestantes realizam atividade fisica e ainda tendem a reduzir suas
atividades com o avancar da gestagdo (Domingues et al., 2007). Isso pode ser relacionado a
crenca erronea de que o exercicio poderia causar parto prematuro, como foi dito
anteriormente. No entanto, estudos clinicos t€ém mostrado que o exercicio ¢ benéfico para a
gestante, uma vez que diminui os desconfortos relacionados a gravidez, auxilia na
manuten¢do do condicionamento fisico e produz bem-estar, e para a prole também, ja que
diminui a chance de partos prematuros em mulheres com sobrepeso (Guendelman et al., 2013;

Hefternan, 2000; Uzendoski et al., 1990).



No ambito clinico, estudos mostram que os filhos de maes exercitadas tém sua funcdo
cognitiva aprimorada. Isso foi evidenciado por um melhor desempenho em escalas de
avaliagcdes neonatais, de inteligéncia e de comunicagdo oral (Clapp et al., 1999, 1996). A
pratica de exercicio fisico durante a gestacdo também foi relacionada a um incremento no
desenvolvimento da linguagem, uma vez que os filhos de maes exercitadas na gravidez
apresentavam vocabuldrio mais complexo aos 15 meses de idade em comparagao aos filhos de
maes sedentarias (Jukic et al., 2013). No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos que o
exercicio materno pode ter sobre desenvolvimento de outras habilidades cognitivas nas
criangas.

Estudos experimentais prévios mostram que protocolos de corrida em esteira
ergométrica ou natacdo durante a gestacdo podem aumentar a neurogénese hipocampal e os
niveis de RNAm de BDNF no hipocampo da prole, além de aprimorar o desempenho dos
filhotes em tarefas que avaliam a memoria aversiva (esquiva inibitoria) e espacial (7-maze)
(Kim et al., 2007; Lee et al., 2006; Parnpiansil et al., 2003). Gomes da Silva e colaboradores
(2016) observaram que os filhotes de maes exercitadas em esteira ergométrica apresentam
maior quantidade neurdnios e células da glia no hipocampo, além de possuirem maior
contetdo de BDNF nessa mesma estrutura. Essas alteragdes podem justificar o melhor
desempenho desses animais observado na tarefa do labirinto aquatico de Morris (memoria
espacial) frente aos filhotes de ratas sedentarias.

Protocolos de exercicio pré-natal voluntario em roda de corrida também promoveram
aumento da neurogénese hipocampal (Bick-Sander et al., 2006) e melhora no desempenho em
testes de memoria espacial (Akhavan et al., 2008; Robinson et al., 2014) por parte dos filhotes
de maes exercitadas. Além de aprimorar a funcdo cognitiva de animais saudaveis, o exercicio
voluntario durante a gestacao foi capaz de proteger neurdnios hipocampais contra o dano
causado pela hipoxia em ratos neonatos (Akhavan et al., 2012). Também foi verificado que o
exercicio materno for¢ado em esteira foi capaz de atenuar o déficit de memoria aversiva em
filhotes expostos ao Lipopolissacarideo (LPS) no periodo pré-natal (Kim et al., 2015).

A gestagdao € um periodo critico para a programagao do desenvolvimento do sistema
nervoso € uma das janelas de susceptibilidade mais estudadas (Bale, 2015). A metilagdo do
DNA ¢ um dos mecanismos epigenéticos propostos como mediadores da reprogramacao fetal
a partir de experiéncias maternas, como por exemplo: deficiéncia nutricional, estresse e
infeccdes (Figura 3). Fatores ambientais como os citados anteriormente podem influenciar a
maturacao ¢ o desenvolvimento do encéfalo por meio das alteracdes que provocam na

metilagdo original do DNA ou mesmo por adicionar mais grupamentos metis, estabelecendo,



assim, novas marcas epigenéticas, num processo chamado reprogramacao (Bale et al., 2010).
Os mecanismos precisos pelos quais as experiéncias maternas podem influenciar a longo
prazo a saude da prole sdo complexos e dependem, dentre outras caracteristicas, do tipo de
fator ao qual a mae estd se expondo e se o tempo de exposi¢do coicide com a janela de
susceptibilidade do desenvolvimento de um determinado sistema. A duracdo da exposicdo a
um fator ambiental pode definir se sua acdo ocorrera sobre alguns genes especificos ou
abrangente a todo o epigenoma. A quantidade de exposicdo também ¢ importante para
estabelecer amplitude de seus efeitos, que podem ser agudos ou mesmo ultrapassar geragdes
(se houver modificacdes no epigenoma da linhagem germinativa) (Bale, 2015; Bale et. al.,
2010).

Diferentes fatores ambientais, como o estresse pré-natal, dieta e infecgdes repercutem
em fenotipos semelhantes, o que indica que hd uma quantidade restrita de sinais que passam
do ambiente uterino materno para o feto em desenvolvimento e que distintos fatores podem
compartilhar os mesmos mecanismos a fim de reprogramar o desenvolvimento fetal. E
provavel que uma célula possa responder a uma gama limitada de sinais bioquimicos e que
diferentes fatores ambientais possam agir nas mesmas cascatas de sinalizagdo € nos mesmos
efetores que modificam as marcas epigenéticas existentes ou criam novas, programando
fendtipos similares a partir de experiéncias distintas. Os sinais evolutivamente mais
importantes sdo os envolvidos no metabolismo energético, os quais podem definir o futuro
condicionamento fisico do individuo, tais como insulina, glicose, acidos graxos,
glicocorticoides e citocinas inflamatérias (Figura 3) (Bale, 2015).

Estudos pré-clinicos observaram que os filhotes de fémeas que realizaram exercicio
voluntario em roda de corrida antes e durante a gestacdo apresentaram melhor tolerdncia a
glicose, menor nivel de insulina, triglicerideos e menor peso corporal e porcentagem de massa
gorda em comparagdo aos filhotes de ratas sedentarias (Standford et. al., 2015). Quando
associado a modelos de obesidade materna, o exercicio pré-natal tem se mostrado eficaz em
proteger a prole dos efeitos da exposi¢ao intrauterina a dieta rica em gordura (Bae-Gartz et al.,
2016; Raipura et al., 2015; Standford et al., 2015). Nesses estudos, foi demonstrado que o
exercicio voluntario materno pode melhorar a tolerancia a glicose e aproximar da normalidade
os niveis de insulina, de glicose, de GLUT4 muscular, o percentual de gordura e a
concentragdo de IL-6 no soro, hipotalamo e tecido adiposo da prole que foi exposta também a
protocolos de dieta materna no periodo pré-natal para induzir modelo de obesidade materna

(Bae-Gartz et al, 2016; Raipura et al., 2015; Standford et al., 2015).



Vega et al. (2015) relataram que as maes exercitadas e expostas a protocolos de dieta
rica em gordura tiveram menor aumento do nivel de leptina, corticosterona, glicose, insulina,
triglicerideos, colesterol e estresse oxidativo. Além disso, Wasinski et al. (2015) sugerem que
o exercicio materno (antes e durante a gestacdo) ¢ capaz de prevenir o desenvolvimento de
obesidade na prole que consumiu dieta rica em gordura no periodo pds-natal. Nessa pesquisa,
os filhotes de maes exercitadas mesmo sendo expostos a uma dieta rica em gordura,
apresentaram menor peso, massa gorda, consumo calérico e niveis de IL-6 e maior
sensibilidade a insulina em comparagdo com a prole de maes sedentdrias que também
consumiram a mesma dieta.

Todos esses dados sugerem que o exercicio fisico também é um fator ambiental que
altera o metabolismo ¢ sistema endocrino materno, como ocorre no caso de infecgdes, estresse
e dieta, mas programa o desenvolvimento da prole de maneira positiva. O exercicio seria um
fator ambiental benéfico por ter efeito oposto aos desses eventos nocivos, ainda que possa agir
sobre os mesmos sistemas e moléculas, mas o fazendo de uma forma diferente para
reprogramar o epigenoma da prole de forma que essa manifeste um fendtipo positivo,
sobretudo, no metabolismo. De fato, segundo Laker et al. (2014), o exercicio materno previne
disturbios metabolicos e a hipermetilacdo do gene PgC-la nos filhotes, os quais sao

provocados pela dieta materna rica em gordura.
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Figura 3. Experiéncias maternas como, por exemplo, subnutri¢ao, exposi¢do ao estresse cronico ou infecgdes podem alterar
o metabolismo materno, levando a um prejuizo da funcionalidade placentaria, o que por sua vez, pode modificar a
transmissdo de fatores de crescimento e nutrientes. Dessa maneira, a programacdo epigenética de células somaticas e
germinativas da prole ¢ modificada, podendo influenciar o seu fenétipo ou ainda de outra préxima geracdo. Modificado de
Bale, 2015.

Quanto a programacao do exercicio materno sobre o sistema nervoso da prole, ja foi
relatado anteriormente em estudos pré-clinicos, que essa estratégia leva ao melhor
desempenho em tarefas de memoria aversiva e espacial da prole bem como eleva os seus
niveis hipocampais de mRNA e do préprio BDNF (Gomes da Silva et al., 2016; Robinson e
Bucci, 2014; Akhavan et al., 2008; Kim et al., 2007; Lee et al., 2006; Parnpiansil et al., 2003).
Na clinica, foi observado que filhos de maes exercitadas durante a gestacdo tem sua fungdo
cognitiva aprimorada, o que foi evidenciado em avaliagdes neonatais, de inteligéncia e de
comunicagdo oral (Clapp et al., 1999, 1996). Esses dados tanto da pesquisa basica quanto da
clinica sugerem que o exercicio fisico durante a gravidez ¢ um estimulo benéfico ao
desenvolvimento do sistema nervoso (Gomes da Silva et al., 2016).

Chalk e Brown (2014) sugerem que o exercicio pré-natal, quando realizado em

intensidade leve a moderada, altera o epigenoma da prole de forma a exercer influéncia
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benéfica sobre o seu desenvolvimento. No entanto, quando o exercicio pré-natal ¢ praticado
em alta intensidade, seus efeitos sobre a programacdo epigenética ocorrem em sentido oposto,
restringindo o crescimento fetal. Isso deve-se provavelmente ao fato de que o exercicio
intenso pode ser uma fonte de estresse ao organismo materno. O efeito do exercicio
gestacional sobre o feto pode ser ilustrado em uma curva dose-resposta. Quanto maior for a
intensidade de exercicio (dose), mais prejudiciais serdo seus efeitos sobre o desenvolvimento
da prole (resposta). J& intensidades leves a moderadas (dose mais baixa, nivel 6timo de
atividade) tem efeitos positivos sobre o desenvolvimento dos filhos (Figura 4). Essa hipotese
e a curva dose-resposta foram formuladas com base em dados provenientes de pesquisas pré-
clinicas, uma vez que, segundo esses autores, ndo ha estudos investigando os efeitos do

exercicio materno sobre o epigenoma da prole humana.

Dose de Exercicio Materno \\_

Resposta na Prole

Figura 4.:Hipotese sobre a relagdo entre a dose de exercicio materno e efeitos no epigenoma e fenétipo da prole. Adaptado
de Chalk e Brow (2014).

1.3.2. Exercicio Fisico Paternal

Recentemente tem aumentado o interesse na observagao da influéncia das experiéncias
de vida/comportamento paternos sobre o desenvolvimento da prole. Estudos tém relacionado

a exposicao dos pais a fatores ambientais como dieta, drogas e toxinas antes da concepgao,
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com alteracdes no fenotipo dos filhos e também dos netos, o que sugere efeitos
transgeracionais (Curley et al., 2011; Figura 5). Anderson e colaboradores (2006) mostraram
que ao submeter camundongos machos a 24 horas de privacao alimentar duas semanas antes
da concepcao, os filhotes apresentaram alteracdes em niveis séricos de glicose, corticosterona
e Hormodnio do Crescimento semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1). Da mesma maneira que a
nutricdo, a exposi¢cdo dos pais ao alcool e a cocaina também mostrou-se capaz de afetar a
prole, sendo documentados efeitos negativos em testes de memoria, aprendizado,
desenvolvimento motor e volume cerebral (Abel et al., 2004; He et al.,2006; Meek et al.,

2007).

drogas acasalamento
dieta

toxinas /‘\)
idade/»

modificacdes epigenéticas na
linhagem germinativa paterna
transmitidas a prole

marcas epigenéticas de origem
paterna podem incorporar-se a
linhagem germinativa da prole
sendo responsaveis por efeitos
transgeracionais

Figura 5. Desenho esquematico evidenciando que a exposicdo paterna a diversos fatores ambientais previamente a
concepgdo pode transmitir informag&o as proximas geragdes via alteragdes epigenéticas em células germinativas. Modificado
de Curley et al. (2011).

A influéncia paternal pode ser mais precisamente avaliada em relagdo aos seus efeitos
sobre a programagdo fetal. A vantagem em se utilizar modelos paternos esta na auséncia de
fatores como o parto, cuidado pds-natal e lactacdo. Uma vez que em ambientes laboratoriais

os machos ndo participam da criacdo dos filhotes, a transmissdo paterna da informagao
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ambiental a prole ocorreria de maneira pura, sem sofrer influéncia de viezes como pode
acontecer na transmissao materna (Bale, 2015).

Um provavel mecanismo que pode explicar como as experiéncias paternas programam
a saude da prole e/ou de geragdes seguintes sdo as modificacdes epigenéticas, tais como
metilagdo de DNA, metilacdo e acetilacdo de histonas e expressdo de microRNAs durante a
espermatogénese dos progenitores (Figura 6, 7 e 8 Hughes, 2014). Por exemplo,
camundongos obesos expressam de forma anormal 11 microRNAs em seu esperma e, em
consequéncia disso, as duas geragdes seguintes apresentam resisténcia a insulina (Fullston et
al., 2013). Por outro lado, o perfil metabolico da prole feminina desses camundongos obesos
foi restaurado quando esses foram expostos a natacdo e/ou altera¢do na dieta, tendo os niveis
de microRNAs espermaticos aberrantes normalizados (McPherson et al., 2015).

Na hipoétese de Murashov et al. (2016), ¢ sugerido que experiéncias paternas, como o
exercicio fisico cronico causariam alteragdes metabolicas no organismo do progenitor (FO0),
tais como: aumento da formacdo de ROS (espécies reativas de oxigénio), danos ao DNA,
estresse oxidativo e alteragdes no eixo hipotalamo-hipofise-testiculo (HHT). Esses eventos
teriam agao direta sobre o epigenoma dos espermatozoides influenciando a metilacdo do
DNA, as modificagdes de histonas e os niveis de miRNAs espermaticos. As alteragdes
metabolicas causadas pelo exercicio cronico anteriormente mencionadas, podem levar as
mesmas epimutagdes no espermatozoide de uma forma indireta. Nesse processo, as alteragdes
metabolicas provocadas pelo exercicio levariam a modificagdes no sistema endocrino e
nervoso, sobretudo no hipotalamo, o qual pode influenciar novamente o metabolismo, numa
alca de retroalimentacdo. Esses sistemas produziriam hormdnios, neuropeptidios e fatores
troficos que induziriam as epimutagdes, ja descritas anteriormente, nas células germinativas.
Os autores supde que as experiéncias paternas alterem os niveis de miRNA no
espermatozoide via eixo HHT. Ambas as formas causam epimutacdes que podem resultar em

transmissdo de tragos adquiridos a préxima geragao (Figura 6).
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Figura 6: Provavel mecanismo pelo qual o exercicio fisico induz modificacdes epigenéticas nos espermatozoides. O exercicio
fisico influencia o metabolismo e o eixo HHT na geragdo F0, que, por sua vez, alteram as marcas epigenéticas no periodo da
espermatogénese. Metilagdo de DNA, modifica¢@o de histonas e dos niveis de RNAs ndo codificantes nos espermatozoides
sdo as alteragdes epigenéticas mais importantes que podem causar uma mudanga fenotipica na prole. Modificado de
Murachov et al. (2016).

Os escassos estudos pré-clinicos e clinicos abordando o papel do exercicio fisico
paterno na programagao da saude da prole investigam seus efeitos metabdlicos (Murashov et
al.,, 2016), o desenvolvimento embrionario e fetal (McPherson et al., 2013) e o peso ao
nascimento (Fan et al., 2015). Em um estudo desenvolvido por Yin e cols. (2013), o exercicio
fisico forcado em esteira ergométrica nos camundongos pais foi capaz de gerar efeitos
positivos no encéfalo dos filhotes machos. Os autores relataram melhora de parametros de
locomogao, de memoria espacial durante a tarefa do Labirinto Aquatico de Morris e do
conteudo de BDNF e de reelina (glicoproteina envolvida na plasticidade sinaptica) no
hipocampo dos filhotes.

A maioria dos estudos dessa tematica concentra-se em investigar os efeitos
prejudiciais de experiéncias paternas negativas sobre a vida dos seus descendentes. Sao
poucos estudos com enfoque na influéncia de um estilo de vida saudavel e transmissao de
beneficios a satide das futuras geracdes. S0 necessarios estudos que abordem os efeitos da
exposi¢ao parental a experiéncias positivas, para que se compreendam os seus mecanismos de
acdo e posterior utilizacdo como estratégia profildtica frente a exposicao a fatores ambientais

NocCIivoOS.
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Figura 7: Na maioria dos mamiferos, a espermatogénese dura cerca de 6 a 8 semanas. No decorrer desse periodo, a linhagem
germinativa encontra-se suscetivel a fatores ambientais que podem modular as suas marcas epigenéticas e, por sua vez,
modificar o fendtipo da prole. Adaptado de Bale, 2015.
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Figura 8. Metilagdo do DNA na linhagem germinativa como um dos mecanismos epigenéticos propostos para a transmissao
de informagdo as proximas geragdes. As marcas epigenéticas necessitam passar ilesas pelos ciclos de reprogramacdo
epigenética no zigoto e embrido para poder transmitir a informag@o a prole. Adaptado de Hughes (2014).

1.4. Hipocampo, Memoria e Exercicio Fisico

Dentre as varias estruturas encefalicas, o hipocampo ¢ uma das mais estudadas e com
maior plasticidade na fase adulta, estando relacionada ao processamento da memoria espacial
(Cassilhas et al., 2016; Leuner et al., 2010). Quanto a sua morfologia, apresenta-se como um
cortex trilaminar dobrado sobre si mesmo que localiza-se no lobo temporal dos hemisférios

cerebrais (El Falougy et al., 2008; Squire et al., 2004). Segundo sua divisdo anatomica ¢

constituido pelo Corno de Amon e giro denteado (GD). O Corno de Amon, por sua vez, €
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subdivido em quatro regides (CA1, CA2, CA3 e CA4) e ha um predominio de neurdnios
piramidais (Langston et al., 2010; El Falougy et al., 2008; Figura 9). O giro denteado (GD) ¢
constituido por 3 camadas: a molecular (mais externa), a granular (intermediaria) e a camada
de células polimorficas, também chamada de hilo do giro denteado (GD), a qual ¢ a camada
mais profunda e ¢ composta por pelo menos 21 tipos diferentes de neuroénios (Amaral e
Witter, 1989; Amaral, 1978; Blackstad et al., 1970).

O termo formacao hipocampal inclui o giro denteado (GD), o hipocampo, o complexo
subicular (subiculo, pré-subiculo e parassubiculo) e o cortex entorrinal. Essas estruturas estdo
interligadas formando um circuito composto por trés vias: a via perforante (que se origina no
cortex entorrinal e termina no GD); as fibras musgosas, que seguem das células granulares do
GD até CA3; e as colaterais de Schaffer das células piramidais de CA3, que terminam sobre
CA1 (Figura 9) e por fim, eferéncias partem de CA1 com destino ao subiculo (Langston et al.,
2010). Em cada um desses trés contatos sindpticos excitatdrios pode-se observar o fendmeno
de plasticidade sinaptica funcional chamado de LTP, que consiste no aumento da eficicia
dessas sinapses € que estd envolvido na formagdo e evocacdo de memorias (Bennett, 2000;
Bliss e Collingridge, 1993).

Hipocampo

2 piramidal de

Colaterais CA]:

de Schaffer: L
4"‘ -\\ &
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CA3 !
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Figura 9. Esquema de um corte coronal do encéfalo de um rato no nivel do hipocampo, mostrando as trés vias que conectam
as diferentes estruturas da formagao hipocampal (Adaptado de Purves, 2010).
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A regido ventral do hipocampo estd envolvida principalmente com processos
relacionados a ansiedade, enquanto o hipocampo dorsal atua majoritariamente no aprendizado
e memoria, sobretudo a espacial (Bannerman et al.; 2014). Sendo assim, o hipocampo faz
parte do sistema limbico tendo papel crucial em processos emocionais, como o medo
condicionado. No processamento de uma informagdo aversiva, o hipocampo transmite a
amigdala informacdes a respeito do contexto, nela se da a associagdo entre o contexto do
ambiente ¢ 0 evento nocivo, enquanto no hipocampo ocorre a consolidagdo do contexto em

que ocorreu o evento nocivo (Sanders et al., 2003).

Além de compor o sistema limbico, o hipocampo também ¢ responsavel pelo
processamento e consolidacdo de memorias declarativas. Memorias explicitas ou declarativas
se referem ao conhecimento de coisas, individuos, lugares e ao significado que eles carregam.
Esse tipo de memoria pode ser classificada em duas categorias: episddica e semantica. A
memoria episddica consiste em recordacdes de eventos experimentados pelo individuo em
meio a um contexto (tempo e espaco). J& a memoéria semantica € o oposto, consiste no
conhecimento de um fato sem levar em consideragdo o contexto no qual ocorreu a sua
aprendizagem (Sharma et al., 2010).

Em 1976, o grupo de pesquisa de O’'Kaeefe mostrou a existéncia de neurdnios no
hipocampo de ratos que respondem somente quando o animal encontra-se numa localizagao
especifica do seu meio, denominando esses neurénios como“célula de lugar™ e os relacionando
com a memoria espacial. A memoria espacial requer a integridade hipocampal, sendo
considerada um tipo de memoria episodica, uma vez que diz respeito a retencao de
informagdes sobre a localizagdo em um determinado ambiente (Paul et al., 2009; Sharma et
al., 2010). Experimentalmente, a memoria espacial pode ser avaliada em testes
comportamentais como o labirinto aquatico de Morris, labirinto em T, teste de objeto
reposicionado, labirinto radial, entre outros (Kim et al., 2006; Parnpiansil et al., 2003; Pereira
et al., 2007; Revsin et al., 2009).

Recentemente, estudos tém associado o exercicio fisico a aprendizagem e a memoria
espacial, as quais sao dependentes do hipocampo (Cassilhas et al., 2016). Lees e Hopkins
(2013) atribuiram a melhora de indices académicos, fungdes cognitivas e psicossocias de
criancas a pratica de exercicio aerdbico. O exercicio fisico também foi associado
positivamente ao desempenho de adolescentes no labirinto aquatico de Morris virtual (Herting
et al.,, 2012). Em estudos de neuroimagem, foi observado que o volume hipocampal de

criancas ativas fisicamente era maior em comparacao as sedentarias e, consequentemente, as
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primeiras demonstraram melhor desempenho em tarefas de memoria (Chaddock et al., 2010).
Cassilhas e colaboradores (2007, 2012) observaram que tanto o exercicio aerdbico, quanto o
de resisténcia, aprimoram a memoria espacial de humanos e roedores.

As diferentes regides do hipocampo tém uma capacidade plastica e possuem
determinados tipos celulares que podem responder de maneira diferente ao exercicio fisico
(Voss et al., 2013). Um estudo prévio mostra que o GD de camundongos pode duplicar a
quantidade de neurdnios apds exposi¢cdo ao exercicio fisico (van Praag et al., 1999a). Além de
potencializar a neurogénese hipocampal, o exercicio fisico também aumenta a arborizacao
dendritica e modula a liberacdio e utilizagdo de neurotransmissores, induzindo a
neuroplasticidade por meio desses e outros mecanismos (Eadie et al., 2005; Meeusen et al.,
2005; Meeusen et al., 1995; Stranahan et al., 2007; Stranahan et al., 2006; van Praag et al.,
2005).

Filhotes de maes submetidas a diferentes protocolos de exercicio fisico durante a
gestacdo tém sua memoria espacial aprimorada em testes como labirinto em T e labirinto
aquatico de Morris. Esse achado pode ser atribuido a influéncia benéfica do exercicio materno
sobre a neurogénese hipocampal, niveis d¢ RNAm de BDNF e da propria neurotrofina no
hipocampo da prole (Gomes da Silva et al., 2016; Lee et al., 2006; Kim et al., 2007;
Parnpiansil et al., 2003). Filhos de camundongos machos exercitados anteriormente ao
acasalamento também tiveram melhor desempenho no labirinto aquatico de Morris, aumento
nos niveis de BDNF e da neurogése hipocampal (Yin et al.; 2013).

Com base nesses dados pré-clinicos, nds acreditamos que o exercicio fisico parental,
de ambos os progenitores, pode programar positivamente a neuroplasticidade no hipocampo
da prole e por consequéncia, o seu desempenho cognitivo, sobretudo a memdria espacial. Os
parametros de plasticidade que supomos ser influenciados beneficamente pelo exercicio
parental sdo: a neurogé€nese hipocampal (proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de
células progenitoras em novos neurdénios na camada granular do GD) e a plasticidade
sinaptica (modificagdo da eficiéncia de uma sinapse ou formacdes de novos contatos
sindpticos). Esses mecanismos podem ser justificados, dentre outras razdes, pelo provavel
aumento dos niveis de fatores de crescimento, como o BDNF, o qual analisaremos no futuro.

Aqui, avaliamos a expressao de sinaptofisina na regido do hilo do giro denteado, como
um indicativo de formacdo de novas sinapses. Também como perspectiva, analisaremos
futuramente a expressao de reelina no hipocampo, uma glicoproteina extracelular envolvida
na organizagdo/migracao dos neurdnios durante o periodo fetal e que, na vida pods-natal,

promove a maturagdo neuronal, modulando a eficiéncia sindptica pelo aumento da LTP
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(Durakoglugil et. al., 2009; Qiu et al., 2007; Qiu et al., 2006). No hipocampo adulto, ¢
expressa no hilo do giro denteado e no estrato lacuoso-molecular do Corno de Amon (Pesold
et. al., 1998). Estudos sugerem que a relina tem a importante funcdo de manutengdo da
integridade sindptica, colaborando assim, com a manifestagdo comportamental do
aprendizado e memoria em tarefas espaciais (Pujadas et. al., 2010; Herz & Chen, 2006).
Assim, avaliando os niveis dessas duas proteinas teremos informagdes
complementares a respeito dos efeitos do exercicio fisico parental sobre aspectos diferentes da
plasticidade sinaptica: sinaptogénese (sinaptofisina) e integridade e funcionamento da sinapse
(reelina). Essa avaliagdo ¢ importante pois a plasticidade sinaptica no hipocampo ¢
considerada fundamental para o processamento da memoria (Shih et al., 2013), podendo ser
um mecanismo pelo qual o exercicio programa positivamente o desempenho cognitivo da

prole.

1.5. Plasticidade Sinaptica e Exercicio Fisico

A neuroplasticidade pode ser definida como a capacidade que o sistema nervoso
possui de alterar a organizagdo e fung¢do (mecanismos e processos fisiologicos) de suas
estruturas em resposta a experiéncia (treinamento, aprendizado ou mesmo a um dano) (Cai et
al., 2014). A neuroplasticidade ¢ intensa nos periodos iniciais do desenvolvimento e vai
diminuindo com o passar da idade, mas acompanha o individuo até¢ o fim da vida (Cai et al.,
2014; Gomes da Silva et al., 2016). Ha diversos tipos de plasticidade, entre elas, podemos
citar a regenerativa, axonica, sinaptica e dendritica (Navarro et al., 2007; Men et et al., 2003;
Christopherson et al., 2005; Losonczy et al., 2008). A plasticidade sinaptica pode ser a base da
forma¢ao de memorias. Ela consiste em alteragdes do funcionamento ou eficiéncia de uma
sinapse que podem durar horas ou periodos maiores,o que ¢ observado nos fenomenos de LTP
e Depressdo de Longa Duracdo (LTD) (Malinow e Malenka, 2002). Na fase tardia da LTP
pode ocorrer estabilizagdo de sinapses existentes ou até mesmo a formacao de novos contatos
sindpticos pelo brotamento de espinhos dendriticos (Toni et al., 1999).

A sinaptogénese requer a interacdo entre neurdnios pré € pos-sinapticos por meio de
proteinas estruturais, moléculas de adesdo e proteinas associadas as vesiculas pré-sinapticas
(Fang et al, 2013; Kim and Sheng, 2004; Washbourne et al., 2004). A pesquisa bésica se vale
de marcadores pré-sindpticos (sinaptofisina, sinapsina) e pos-sinapticos (PSD-95, neuroligina

I) para analisar a formacdo de novos contatos sinapticos (Fang et al., 2013; Fernandes et al.,
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2013). No presente estudo, a plasticidade sindptica no hipocampo da prole de ratos Wistar foi
avaliada utilizando-se como marcador a sinaptofisina. Esse marcador ¢ uma glicoproteina
presente nas membranas de vesiculas pré-sinapticas do terminal axonal. Sugere-se que
modificagdes no seu conteudo estdo relacionadas a alteragdes vesiculares (Calhoun et al.,
1996; Nithianantharajah et al., 2004; Schmitt et al., 2009; Wiedenmann et al., 1986).A
plasticidade sinaptica no hipocampo ¢ considerada imprescindivel para o processamento da
memoria (Shih et al., 2013) e estudos basicos tém demonstrado que ela pode ser um dos
mecanismos que justificam o melhor desempenho cognitivo por parte dos individuos que o
praticam, como descrito a seguir.

Hescham et al. (2009) observaram que o exercicio voluntario em roda de corrida de
livre acesso aumentou os niveis de sinaptofisina no hipocampo de ratos jovens e saudaveis.
Revilla e cols. (2014) verificaram que um modelo de Alzheimer causava um decréscimo na
expressdo de sinaptofisina e PSD-95 no hipocampo de camundongos. Entretanto, os niveis
desses marcadores foram restaurados nos animais submetidos a um protocolo de exercicio
voluntario em roda de corrida de livre acesso.

Protocolos de exercicio for¢ado também se mostraram capazes de influenciar a
plasticidade sindptica no hipocampo de animais. A corrida em esteira ergométrica adaptada
para ratos atenuou o declinio da expressdo de sinaptofisina, PSD-95, neuroligina 1 e B-
neurexina de ratos submetidos a um modelo de estresse (Fang et al., 2013). O exercicio de
intensidade leve em esteira também produziu um aumento da plasticidade sindptica de
animais expostos a um modelo de isquemia cerebral (Shih et al., 2013). Em contrapartida,
nesse mesmo estudo de Shih, o treinamento de alta intensidade gerou estresse evidenciado por
altos niveis de corticosterona e ndo teve efeito benéfico sobre a memoria espacial e
parametros de plasticidade sindptica, o que ressalta a diferenca dos efeitos quando o mesmo
tipo de exercicio ¢ feito em intensidades diferentes.

No que se refere a influéncia do exercicio parental sobre a plasticidade sinaptica
hipocampal da prole, foi observada uma maior expressdo de reelina (glicoproteina
extracelular envolvida na plasticidade sinaptica) na camada granular e de células piramidais
do giro denteado (GD) e regido CA2 e CA3 do hipocampo de filhotes de maes exercitadas
voluntariamente durante a gestacdo. Entretanto, esse estudo ndo encontrou diferenga
significativa entre os niveis de sinaptofisina no hipocampo de filhotes de maes sedentérias ou
exercitadas (Herring et al., 2012). Yin et al. (2013) observaram que os filhotes de

camundongos machos exercitados previamente a concepcao possuiam niveis elevados de
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reelina em CA1,CA2,CA3 e GD em comparacdo com os filhotes de camundongos
sedentarios.

Nao foram encontrados estudos na literatura com o objetivo de avaliar o efeito do
exercicio de ambos os progenitores sobre a cognicao e plasticidade dos filhotes. Entretanto,
pelo exposto anteriormente, j& tem sido visto que o exercicio parental pode causar beneficios
a cogni¢do dos descendentes e a plasticidade sinaptica pode ser um dos provaveis mecanismos

que justificam esse efeito.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Estudos epidemiolédgicos relacionam a influéncia de fatores ambientais no inicio da
vida com alteragdes genéticas no individuo, determinando o padrio de saude-doenca dos
descendentes (Ravelli et al., 1976; van Os ¢ Selten, 1998). Essas ideias atualmente estdo
agrupadas em um ramo de conhecimento cientifico sob a nomenclatura de ‘“origens
desenvolvimentais da saide e doenca” (conhecido pela sigla DOHaD, do inglés
Developmental Origins of Health and Disease). Esse ramo descreve como o inicio da vida
interage com fatores parentais e ambientais, induzindo ajustes precoces e determinantes de
desfechos ao longo da vida.

Essa programacdo do organismo da prole acontece tanto negativa, induzindo o
desenvolvimento de doencas na vida adulta como obesidade, diabetes, doengas mentais,
quanto positivamente. Intervengdes benéficas nessas janelas de tempo poderiam reduzir os
riscos € também limitar a transmissao de doengas para a proxima geracao. As pesquisas nesse
ambito possuem implicagdes substanciais para as sociedades em transi¢cdo e para a politica de
saude global. Porém muito se estuda sobre os efeitos adversos no desenvolvimento e pouco se
sabe sobre estratégias para prevenir doencas.

O exercicio fisico parental poderia programar beneficamente o desenvolvimento fetal.
Portanto, € necessario investigar seus mecanismos de agdo para talvez utiliza-lo futuramente
como estratégia profilatica ou terapéutica frente a exposicdo pré-natal a fatores ambientais
nocivos. Além disso, ¢ imprescindivel conhecer os efeitos de diferentes modalidades e
intensidades de exercicio parental sobre a prole, para que se possa orientar essa pratica
corretamente, sem colocar em risco a satide dos progenitores e filhos.Visto isso, a hipotese do
presente estudo € que a atividade fisica de ambos os progenitores (pai antes da concepgdo e
mae durante a gestacdo) module beneficamente o desenvolvimento da prole, a fungdo

cognitiva e a plasticidade sinaptica no hipocampo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar se o exercicio fisico parental exerce efeito benéfico no desenvolvimento, na

memoria espacial e na plasticidade sindptica do hipocampo de filhotes de ratos Wistar.

3.2. Objetivos Especificos

Analisar os efeitos do exercicio fisico paterno (prévio a concepg¢ao) e materno (durante

o periodo gestacional) sobre:

- O peso absoluto e relativo das glandulas adrenais das progenitoras, como uma medida

indireta do nivel de estresse;

- O ganho de peso corporal e a fungdo sensério-motora dos filhotes, no intuito de averiguar se

o protocolo de exercicio fisico afeta o desenvolvimento da prole;
- A memoria espacial dos filhotes;

- A expressdo da proteina sinaptofisina na regido do hilo do giro denteado (GD) do

hipocampo dos filhotes;
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4. METODOS, RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1. Artigo: Parental exercise is safe for the physical and sensorimotor development but
does not alter synaptic plasticity or the spatial memory of Wistar rat offsprings. Ethiane
Segabinazi, Christiano Spindler, Francele Valente Piazza, André Luis Ferreira de Meirelles,
Filipe Mega, Otavio Américo Augustin, Gabriela dos Santos Salavaggio, Matilde Achaval,

Simone Marcuzzo.

Artigo a ser submetido a Brain Research.
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Abstract

Our aim was to analyze the effects of parental exercise during pregestational (father) and
gestational (mother) periods in the prenatal stress level, physical/sensorymotor development,
spatial memory and synaptic plasticity in the hilusof the dentate gyrus
(DG) hippocampus region of offspring. Adult male Wistar rats were submitted to running on
a horizontal motorized treadmill (5 m/min for 20 min/day - 60% VO,max, 5 consecutive
days/week) in a period of 22 days prior to conception. Pregnant rats were submitted to
running on a horizontal motorized treadmill (6,6 m/min for 20 min/day - 30% VO,max, 5
consecutive days/week) during the whole pregnancy. After birth, the male pups were divided
in four groups: (1) offspring from sedentary parents (SS); (2) offspring from sedentary father
and exercised mother (SE); (3) offspring from exercised father and sedentary mother (ES);
(4) offspring from exercised parents (EE). A week after weaning (P21), mothers were
decapitated and their adrenal glands were removed and weighed as a measure of stress.The
male pups were weighted at day of birth (P0), at P7, P14 and P53 and assessed for neonatal
developmental milestones from postnatal day 1 to 21. Between P47 and P51, the spatial
learning and memory of the offspring was assessed using the Morris Water Maze. The
synaptophysin expression in the hilus of DG region of the hippocampus was analyzed using
images from immunohistochemistry by optical densitometry.There was no difference between
groups regarding absolute or relative weight of adrenal glands from the mothers, body weight
and day of presentation of developmental milestones, the performance in the Morris water
maze and synaptophysin expression of the offspring. These results suggest that our parental
exercise protocol has no effect on the development and not change the hippocampal synaptic
plasticity of pups.

Keywords: Parental Physical Exercise, Sensorimotor Development, Spatial Memory,
Synaptic Plasticity.
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1. Introduction

Brain development is a plastic event that starts in the intrauterine environment,
continues until the end of adolescence and to a lesser degree, the whole life. Exposure to
several environmental factors in this time window can influence the functional maturation of
the brain and define its integrity throughout life (Andersen, 2003; Gomes da Silva et al.,
2016). Preclinical studies show that prenatal exposure to stress, gestational diabetes and
infections cause functional deficits in the nervous system of the offspring (Bale, 2005; Kim et
al., 2015; Kim et al., 2014). Overweight and maternal obesity during pregnancy were also
related to behavioral deficits in the offspring such as anxious behavior and changes in
associative learning and motivation (Rodriguez et al., 2012).

While the transgenerational outcomes of maternal experiences are well documented,
few studies have investigated possible paternal ways of information transmission (Bale,
2015). Epidemiological researches reported that father’s exposition to several chemicals in the
preconceptional period such as toxins, drugs and endocrine disruptors, are related to changes
in the developmental and behavioral phenotypes of their children (Curley et al., 2011; Little,
1987; Pembrey et al., 2006). When male mice and rats were exposed to alcohol or cocaine
prior to conception, their offspring showed changes like hyperactivity, aggressiveness, poor
stress tolerance, impaired spatial working memory and visuospatial attention, developmental
delay and decreased brain volume (Abel, 2004; Abel, 1989; He et al., 2006; Meek et al.,
2007).

Most of the studies address the harmful effects of negative experiences of parents in
the development of the offspring. Little is known about the effects of a healthy parental
lifestyle and the transmission of benefits to future generations. However, some human and
animal studies have shown that environmental stimuli such as physical activity during
pregnancy seems to modulate positively the brain development (Gomes da Silva et al., 2016).
Clap et al. (1999, 1996) showed that children of mothers exercised in the prenatal period have
best outcomes in neurodevelopmental evaluations with five days of life and showed better
cognitive performance in oral communication and general intelligence in evaluations at five
years old.

In animal studies, it was observed that treadmill running or swimming during
pregnancy improved the performance of the pups in the T maze test and inhibitory avoidance.

Besides, it increased hippocampal neurogenesis in the offspring and BDNF mRNA levels in
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this brain structure (Lee et. al., 2006; Kim et. al., 2007; Parnpiansil et. al., 2003). Voluntary
exercise in a free access running wheel during pregnancy also had positive effects on
hippocampal neurogenesis and cognitive tasks that assessed spatial memory (Akhavan et al.,
2008; Bick-Sander et al., 2006; Robinson et al., 2014). Pups of male mice trained a in a
treadmill prior to mating had a better performance in mobility and spatial memory ratings in
the Morris Water Maze test and an increase in BDNF and reelin (glicoprotein involved in
synaptic plasticity) levels in the hippocampus (Yin et al., 2013).

Thus, the hypothesis of the present study was that physical activity of both parents
(father prior to conception and mother during the pregnancy) is able to program the offspring
brain, producing positive outcomes in development, cognitive skills and synaptic plasticity in

the hippocampus.

2. Results

2.1. Mother's Adrenal Glands Weight

The unpaired T test revealed that there is no significant difference between groups in
relation to absolute (S: 0.095 + 0.009 g, n = 6; E: 0.104 £ 0.012 g, n =7; t 41y= 0.539, p =
0.600) or relative weight of mother's adrenal glands (S: 0.0003 + 0.00002 g, E: 0.0003 +
0.0004 g; t 11y=0.875, p = 0.399) one week after weaning. This suggests that moderate

exercise in gestational period did not cause significant stress in the mothers.
2.2. Physical and sensorimotor development

ANOVA for repeated measures showed no significant difference between groups for
body weight at birth (P0), P7, P14 and P53 (Tablel, F 47= 0.062, p = 0.803 to Maternal
exercise factor; F (147~ 0.668, p = 0.417 to Paternal exercise factor; F (1 477= 0.346, p = 0.558
to Maternal exercise x Paternal exercise interaction). According to two-way ANOVA, there
was also no significant difference between groups as the presentation day of all

developmental milestones (Table 2).
2.3. Spatial memory assessment
2.3.1. Information Acquisition

As shown on Figure 2a, ANOVA for repeated measures showed that the mean of
escape latency at each of the four training days was similar among the four groups (F (1, 24)=

0.505, p = 0.484 for Maternal exercise factor; F (1 24y= 2.297, p = 0.142 for Paternal exercise
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factor; F (1, 24y= 1.437, p = 0.242 for Maternal exercise x Paternal exercise interaction). A
significant effect of Time factor (F 3,72y = 23.440, p<0.0001), but not for the interactions Time
factor x paternal factor (F;3 72 = 0,306, p = 0.820), Time factor x maternal factor (F 372 =
1.76, p = 0.160) and Time factor x Paternal factor x Maternal factor (F 372 = 2.041, p =
0.115) was found.

When analyzing the learning curve from each group separately, a significant decreased
in the latency to find the platform was observed in the third day compared to the first one for
control offsprings (SS, p = 0.03) and offsprings of exercised parents (EE, p = 0.002), and in
the fourth day of training for offsprings from sedentary fathers and exercised mothers (SE, p =
0.03).There was no difference in the time spent to find the platform among the four training

days for offsprings of exercised fathers and sedentary mothers (ES, p > 0.05).

2.3.1. Information Retention

Regarding the time spent in the opposite quadrant in the probe trial, two-way ANOVA
revealed significant effect of Maternal exercise x Paternal exercise interaction (F (126) =
6.302; p = 0.018), but not for isolated factors (Maternal exercise factor - F 6 = 1.290; p
=0.266; Paternal exercise factor - F(j 26 = 0.070; p = 0.79; Figure 2b). However, in the
Tukey’s post hoc test, no significant difference between the groups were found (p>0.05).
Concerning the time spent in the target quadrant during the probe trial, there was no
significant difference between groups even in two-way ANOVA (Maternal exercise factor -
Fa26) = 0.305, p = 0.585; Paternal exercise factor - F 6 = 0.899, p = 0.351 and Maternal

exercise x Paternal exercise factor - F (126)=1.360; p = 0.254; Figure 2c).
2.4. SYP immunoreactivity in the hilus of DG of hippocampus

According to the two-way ANOVA, experimental groups had similar synaptophysin
expression in the hilus of the dentate gyrus (Figure 3a), once there was no significant
difference in the optical densitometry measurements (Maternal exercise factor - F 15 =
4.535, p>0.05; Paternal exercise factor - F 15 = 1.909, p = 0.187 - Maternal exercise x

Paternal exercise interaction - F (115y=1.911, p=0.911; Figure 3c).
3. Discussion

To our knowledge, this is the first study that examined the effects of parental exercise
(paternal and maternal in preconceptional and gestational periods, respectively) on

development, spatial memory and synaptic plasticity of the offspring. Physical exercise
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during pregnancy did not change the weight of adrenal glands of mothers. In addition, no
differences were found in relation to the weight gain of the pups, day of presentation of each
developmental milestone and in the synaptophysin expression in the hilus of the dentate gyrus
of pups. The spatial memory data are yet preliminary due to the need to increase the sample
used.

Exercise can be a physiological stressor (Ronn and Ling, 2013) and it is known
that exposure to stress in the uterus may cause permanent physiological and developmental
damages to the offspring (Said et al., 2015).The gestational exercise protocol used in this
study was of low intensity and therefore probably did not cause significant stress in the
mothers, once the absolute and relative weight of adrenal glands did not change. Then, we
believe the pups of exercised parents were not exposed to prenatal stress because their
development was similar to those observed for control pups. Rosa et al. (2011) also showed
that the voluntary physical exercise in pregnant rats positively influences fetal growth without
increasing levels of maternal corticosterone, that is, without starting a maternal physiological
response to stress. Furthermore, the parental exercise protocol used in this study did not affect
the length of gestation, litter size and it was not observed any vaginal bleeding, abortions or
stillborn pups (data not shown).

The offspring from diffenrent groups showed similar body weight and development.
Adequate body weight is considered an indicative of normal growth, so that malnutrition can
lead to delayed motor development (Gramsbergen et al., 1992; Rousset et al., 2013). Our
result is consistent with the hypothesis of Chalk and Brown (2014), in which physical
exercise during pregnancy only causes damage to the offspring when it is done at high
intensity. Also, clinical studies (Hellenes et al., 2014; Lokey et al.,1991) have shown that
regular moderate exercise during pregnancy is not harmful to mother and fetus and does not
have an adverse effect on the neurodevelopment of the child. Clapp et al. (1998) observed
normal growth and development of one-year-old children from pregnant exercised mother.We
did not find studies about paternal exercise effects on the physical sensorymotor development
of its descendants.

The learning curve analysis of each group showed that SS (offspring from sedentary
father and mother), SE (offspring from sedentary father and exercised mother) and EE
(offspring from exercised father and mother) groups learned the location of the platform.
However, the SE group have not learned faster than the control (SS) e EE groups.
Surprisingly, the offspring from exercised fathers and sedentary mothers (ES) did not learn

the platform location, since there was no difference between the latency to find it during the
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training period. The escape latency mean at each of the four training days and the time spent
in the opposite and target quadrants was similar between the groups, suggesting that parental
training did not influence the information acquisition or retentionin the Morris Water Maze
test. However, these data are preliminary because the control group has only 4 animals and
group sizes used in Morris Water Maze analyses normally have 15-20 animals per group
(Gomes da Silva et al., 2016; Pereira et al., 2007).

An increase in the sample size would lead to a greater reliability of our data, that are
opposed to some studies that report improved performance of pups from exercised mothers in
cognitive tasks, such as inhibitory avoidance, novel object recognition, T maze and Morris
water maze (Lee et al., 2006; Kim et al., 2007; Parnpiansil et al., 2003; Robinson et al., 2014).
Besides the sample size, this discrepancy in results can be attributed to the exercise protocols
used in each of these studies, which differ in the nature of the exercise (some being voluntary,
forced treadmill or swimming), intensity, frequency, total and daily time of submission to
exercise and evaluation period of the puppies.

On the other hand, Gomes da Silva et al. (2016) did not observe significant differences
between the performance of offspring from exercised or sedentary mothers in the inhibitory
avoidance.In the water maze test, it was found that the offspring of exercised mothers learn
the platform location faster than the control group, showing better ability to acquire
information, ie, better learning. Nonetheless, it did not differ from the offspring of sedentary
mothers in other parameters that evaluate the retention of information, ie, spatial memory.
Those results were also found by Akhavan et al. (2013).

About the effect of paternal exercise on the cognition of offspring, Yin et al. (2013)
observed a better performance in the Morris water maze test in the offspring of exercised male
mice, which also differs from our result. In the study of Yin et al. (2013) male mice were
exercised on a treadmill for 6 weeks, 5 days a week, 60 min/Day to 12 m/min (75%
VO2max). In the paternal preconception exercise protocol used in our study, the animals were
exercised on the treadmill for 22 days, 5 days a week, 20 min/day to 5 m/min (60%
VO2max). The protocol used by Yin et al. (2013) has twice the total period of training and
more than twice the duration of daily exercise session and speed of our protocol. These
factors together with higher intensity might have been responsible for the observation
beneficial effects on spatial memory of the offspring of exercised mice in the study of Yin et
al. (2013). This suggests that perhaps our paternal exercise protocol has not been strong
enough to program the development of the offspring in order to see positive effects on your

memory.
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In our study, parental exercise did not change the synaptophysin expression in the
hilus of the offspring DG. Similarly, Herring et al. (2012) observed no significant difference
between synaptophysin levels in the hippocampus of pups from exercised and sedentary mice.
However, the pups from exercised mothers had higher expression of Activity-
regulated cytoskeleton-associated protein (Arc) and reelin in the hippocampus. Yin et al.
(2013) also found increased expression of reelin in CAl, CA2, CA3 and DG regions of
hippocampus in pups from male mice trained in preconceptional period compared to pups
from sedentary male mice.These set of data suggest that parental exercise is able to promote
synaptic plasticity by specific modification of some proteins involved in synaptogenesis, such
as reelin. Nevertheless, synaptophysin does not seem to be one of the markers affected by
parental exercise. Synaptophysin is a protein present in presynaptic vesicles and may be
related to the formation of new vesicles and activity-dependent synapses (Fernandes et al.,
2013; Tarsa e Goda, 2002).

The ARC protein is a cytoskeletal protein, a marker of neuritic arborization, whereas
reelin is an extracellular glycoprotein capable of modifying the efficiency of already existing
synapses (Yin et al, 2013; Herring et al., 2012). In these studies, these plasticity parameters
were positively influenced by parental exercise. However, other studies evaluating other
synaptogenesis markers in the hippocampus of pups of exercised parents, such as PSD-95
(postsynaptic density protein 95) and synapsin (present in presynaptic vesicles) are needed to
confirm this or not (Fang et al., 2013, Fernandes et al., 2013).

There is no consensus in the literature even on the effects of exercise on synaptic
plasticity in healthy animals. Studies have shown increased expression of markers pre and
post-synaptic as synaptophysin, SNAP25, B-neurexin, neuroligin, GluN2B and PSD-95 in the
hippocampus of exercised animals on a treadmill or a free-running wheel (Fang et al., 2013;
Hu et al., 2009). However, Fernandes et al. (2013) found no significant differences in the
expression of synaptophysin, synapsin and PSD-95 in the hippocampus of animals exercised
on a treadmill. Mice exercised voluntarily also did not show any change in their levels of
hippocampal synaptophysin and PSD-95 (Revilla et al., 2014).These inconsistent data points
to the need for more studies in order to understand the mechanisms by which exercise can

influence synaptic plasticity.
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4. Conclusion

This study investigates for the first time the influence of parental exercise (both
progenitors) on offspring development, cognition and synaptic plasticity. We showed that
moderate paternal and mild maternal exercise has no effect on physical and sensorimotor
development of the offspring. This finding is very positive in the sense that corroborates
previous data showing that physical exercise of low intensity during pregnancy is not harmful
to mother and offspring, may be recommended. Our data also shows that the paternal
moderate exercise is also safe development of the offspring. This information along with
literature too can encourage an active lifestyle and healthy by parents. However, we can not
verify positive effects of parents exercise in the spatial memory and synaptic plasticity of the
offspring. Further studies should be performed using different protocols in different periods to

a better understand the parents exercise influences in the neurodevelopment of the offspring.
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5. Experimental Procedure

5.1. Ethical Considerations

All procedures performed in this study were previously approved by the Ethical Committee at
the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (27587). All rats were treated according to
policy guidelines of the Society for Neuroscience and EC Directive 86/609/EEC for animal
experiments.We did all efforts in order to minimize the animal suffering and also to reduce

the number of animals.

5.2.Animals

Initially, nine adult Wistar male rats and thirteen female obtained from a local
breeding colony (ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil), with 60 days
old, were used.The animals were accommodated in standard plexiglass housing boxes (410 x
340 x 160 mm), 3-4 rats per cage, under a 12:12 h light/dark cycle, in a temperature-

controlled environment (20 + 1 °C), with food and water available ad libitum.
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5.3.Parental Physical Exercise Protocol

After the acclimatization period to the environment (7 days), males and females were
randomly divided between sedentary and exercised. In order to determine the race speed, the
indirect measurement of maximum oxygen consumption (VO, max) was used. In this
evaluation, animals was placed individually on the treadmill and the speed was increased
progressively (3 m/min) every 3 minutes until exhaustion (the animal refuses to run on the
treadmill) (Elsner et al., 2011). The latency to fatigue (min) and the maximum speed (m/min)
achieved by each animal are considered the performance parameters.

The pre-conceptional exercise protocol for males (n= 6) consisted of running on a
horizontal motorized treadmill for 20 min/day, 5 consecutive days/week in a total period of 22
days. During the first four minutes of a daily exercise session, the rats ran at a speed of 1.75
m/min. From the fourth to the sixteenth minute the speed was 5 m/min (60% VO,max) and
the remaining four minutes were ran again at 1.75 m/min (adapted from Parnpiansil et al.,
2003).The sedentary males (n = 3) were handled exactly as the experimental animals and they
were left on the treadmill for 5 min without any stimulus to run (Elsner et al., 2011).

After the males exposition to physical exercise (Figure 1), the estrous cycle of females
was checked daily and in proestrus phase they were housed overnight with a male to mate.
The day on which spermatozoa were present in a vaginal smear was designated as the
conception day, day 0 of gestation (GO).

Females exercised during pregnancy (n = 7) were submitted to a forced exercise
protocol on a treadmill for 20 min/day, 5 consecutive days/week, between G1 and G21.
During the first four minutes of a daily exercise session, the rats ran at a speed of 3.09 m/
min. From the fourth minute to sixteenth the speed was 6.6 m / min (30% VO,max) and in the
remaining four minutes females ran again to 3.09 m/min (adapted from Parnpiansil et al.,
2003).The sedentary females (n = 6) also were left on the treadmill for 5 min without any
stimulus to run. A week after weaning, mothers were decapitated and their adrenal glands
were weighed to get their absolute and relative weight (weight of the two adrenal glands

added in g/body weight in g) to control the stress level (Revsin et al., 2009).

5.4. Experimental Groups

The experimental groups in this study were composed of 78 puppies from 13 different

litters.Part of pups were allocated to cognitive analyzes, while others to neonatal and
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histological analysis. Litters belonging to the same group were offspring of different males.
The day of birth was considered postnatal day 0 (P0O). Litters were standardized between 5 and
8 animals each, which remained with the mother until the P21, when they were weaned. The
pups were divided into four groups according to the fulfillment or not of parental physical
activity:(1) offspring from sedentary father and mother (SS); (2) offspring from sedentary
father and exercised mother in pregnancy (SE); (3) offspring from exercised father and
sedentary mother in the gestational period (ES); (4) offspring from exercised father and

exercised mother in the pregnancy (EE).

5.5. Neonatal Development

The body weight of the pups was analyzed in PO, P7, P14 e P53 (before
euthanasia).The sensorymotor development of the animals was evaluated daily atfrom P1 to
P21, based in Marcuzzo et al. (2010) and Poggi et al. (2005). Briefly, the developmental
milestones was evaluated as follow: (1) surface righting - pup capacity, positioned in supine,
to return to prone position again (2) cliff aversion - pup capacity, positioned with the snout
and forepaws on the edge of a surface, to move away from the edge avoiding a fall; (3)
forelimb grasp - pup ability to hold on to a cable located 15 cm from the surface by the
forepaws for at least 1 second; (4) stability on an inclined surface (negative geotaxis) — pup
ability, positioned on an inclined surface 45° upside down, to turn around and climb; (5) hind
limb proprioceptive placing - reflection of placing the hindlimb in response to proprioceptive
stretch; (6) open-field activity assessment - pup ability to exit a circle of 13 cm in diameter;
(7) audio startle - involuntary jump of the pup in response to the sound of a metal object
dropped for 10 cm of distance from the animal; (8) eye opening - it is noted the day on which
the animals completely open their eyes. It was verified the postnatal day on which the animals
could perform for the first time each task within a maximum time of 30s. Both the weight and
the analysis of developmental milestones were composed of an n of 11 to 13 animals per
group. Each group is formed from 2-4 litters diferentes, which may have 2-7 animals from

each litter in order to avoid the litter effect.

5.6. Spatial memory analysis

Between P47 and P51, the pups were submitted to Morris Water Maze test in order to

assess spatial memory, based on Pereira et al. (2007) (Figure 1).The maze consists of a
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circular pool of 120 cm in diameter and 40 of depth, containing water at 23°C of temperature,
divided into four quadrants and had four points named as starting positions (N, S, W and E)
that are starting points during training period. The apparatus is in a room containing visual
cues on the walls, which serve as a reference for the animal. In a specific quadrant (target
quadrant), a platform of 10 cm in diameter is placed 2 cm below the water surface. The test
was performed during five days, the first four days were destined to animal training and the
last day was the test itself. Each day of training, animals were submitted to 4 trials, with 15
min of interval among the trials. A trial consisted of placing the rat with the head directed
towards the wall of the pool from one of the starting points and measuring the time spent to
find the platform. If by the end of one minute it had not found the platform, the animal was
then driven gently to it where the rat remained for 10s. At the end of each trial, the rats were
dried and returned to their housing boxes.The mean of daily latency to find the platform
(taking into account the four trials of each training day) was verified. In the last day, each
animal were tested by exposed to only one trial, which is placed at starting point N in the
opposite quadrant to the platform location, but without the platform. In this trial, it was
recorded the time spent by the animals in the opposite and target quadrants in order to assess
the retention of information. All trials of the five days were registered by a video acquisition
system for posterior analysis. In this test, the SS group were composed by 4 rats, the SE and
ES by 9 each and the EE group by 6 animals. In this evaluation each group is formed from 1-3

litters diferents, which may have 1-6 animals from each litter in order to avoid the litter effect.

5.7. Histological Procedures

At P53, 4-5 animals from each group were deeply anesthetized with sodium thiopental
(50mg/kg i.p.; Cristalia, Brazil) and lidocaine (10mg/mL) injected with 1000 U of heparin
(Cristélia, Brazil). Using a peristaltic pump (Milan, Brazil, 30mL/min), the animals were then
submitted to transcardiac perfusion with 200 mL of saline solution followed by 250mL of 4%
paraformaldehyde (Reagen, Brazil) diluted in 0.1M phosphate buffer (PB; pH 7.4).After
dissection, brains were post-fixed in 4% paraformaldehyde for 4 hours at room temperature,
cryoprotected by immersion in increasing concentrations of sucrose solutions (15% and 30%)
(Synth, Brazil) diluted in PB at 4°C until the samples sink. Subsequently, the brains were
frozen in isopentane (Merk, Germany) cooled in liquid nitrogen and stored at -80°C until
processing for immunohistochemistry. In a cryostat (CM1850, Leica, Germany), slices of the

dorsal hippocampus (2.30 to 4.52 mm posterior to the bregma; Paxinos and Watson, 1982)
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with a thickness of 40 pum, were performed. Every fourth section (160 um apart) were

collected in previously gelatin coated slices for posterior immunohistochemistry.

5.8.Synaptophysin (SYP) Immunohistochemistry

Immunohistochemistry for synaptophysin was performed in order to identify changes
in presynaptic vesicles, as synaptogenesis indicator, based on Piazza et al. (2014).The slices
were washed in PBS twice and incubated with 3 % H,O, diluted in PBS for 30 min to block
endogenous peroxidase activity. Then, samples were washed again in PBS followed by two
washes in PBS with 0.4% Triton-x (PBS-Tx). The sections were incubated during 48h with
primary antibody (anti-SYP, mouse, 1:200, Sigma Aldrich, USA) in bovine serum albumin
3% (BSA; Sigma Aldrich, USA) diluted in PBS-Tx. After 3 washes in PBS-Tx, the slices
were incubated with the secundary antibody rabbit anti-mouse IgG conjugated with
peroxidase diluted in BSA (1:500; Sigma Aldrich, USA), at room temperature, during 2h.
After 3 washes in PBS, the immunohistochemical reaction was revealed in a solution of
0.06% 3,3-diaminobenzidine (DAB; Sigma Aldrich, USA) and 10% hydrogen peroxide for 5
min. Finally, samples were washed three times in PBS, dehydrated in increasing
concentrations of alcohol (95% and 100%), clarified with xylene and covered with Canada
balsam (Chemical Reaction, Brazil) and coverslips. A control negative slide were performed
replacing the primary antibody by PBS. All the samples were exposded to each step of
immubhistochemistry at the same time, with the same solutions and conditions with the aim of

attenuate differences in the staining and background.

5.9. SYP optical densitometry

The immunohistochemical reaction product to synaptophysin antibody was measured
by means regional semi-quantitative optical densitometry (OD). Using an Optiphot-2
microscope (% 200, Nikon, Japan) coupled to a CMOS camera (518CU, Micrometrics, USA),
digitalized images of DG region of the dorsal hippocampus were obtained (Figure 3a). All
lighting and magnification conditions were held constant in the analysis. In the Image Pro
Plus 6.0 software (Media Cybernetics, USA), the digital images were converted to an 8-bit
gray scale (0-255 gray levels). In each image, the expression of synaptophysin was measured
by the mean of optical densitometry of 3 squares inserted in the hilus region of DG of
hippocampus (Figure 3b), measuring 5114.316 um? each one (area of interest, AOI). The

background was corrected and optical densitometry was calculated according to Xavier et al.
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(2005): OD(x,y) = — log[(INT(x,y) — BL)]/(INC — BL).Where “OD” is the optical density;
“INT (x,y)” or intensity is the intensity at pixel (x,y), “BL” or black is the intensity generated
when no light goes through the material and “INC" is the intensity of the incidental light. In
this analysis 4-5 animals were used per group and, for each animal, 12 images were analyzed
(6 sections per animal, both left and right sides). Eeach group is formed from 1-3 litters

diferents, which may have 1-3 animals from each litterin order to avoid the litter effect.

5.10. Statistical analysis

Initially, samples were submitted to the Shapiro-Wilk normality test in the software
GraphPadPrism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) in order to verify if the
data follow a normal distribution. The absolute and relative adrenal weight of mothers were
submitted to a T test unpaired.The body weight gain and the escape latency in the four
training days of Morris Water Maze were analyzed by ANOVA for repeated measures. The
developmental milestones, the time spent in the opposite and target quadrants in the last day
of Morris Water Maze test and data from optical densitometry were submitted to two- way
ANOVA, having as independent variables the paternal exercise and maternal exercise during
the pregnancy.Differences between groups were considerate significants when p < 0,05. Data
were expressed as mean + standard error of mean (SEM). Statistical analysis was performed

using the software Statistica version 11.0 (StatSoft, Inc., USA).
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Legends and Tables

Fig 1. Experimental Design. G1: first gestational day. PO: day of birth.The male and female
progenitors were divided into two groups each: exercised and sedentary in preconception
period or during pregnancy, respectively. The experiment was designed to obtain offspring of
four experimental groups according to the fulfillment or not of parental physical activity: (1)
offspring from sedentary father and mother (SS); (2) offspring from sedentary father and
exercised mother in pregnancy (SE); (3) offspring from exercised father and sedentary mother
in the gestational period (ES); (4) offspring from exercised father and exercised mother in the

pregnancy (EE).

Fig 2. A) Escape latency was similar between groups at any day of training period (p > 0.05,
ANOVA with repeated measures). Except for the offspring from exercised fathers and
sedentary mothers (ES), the other groups decreased the latency to find the platform during the
training period. However, the SE group did not learn faster than the control (SS) and EE
groups.* The mean of escape latency on the third day of training was less than in the first day
of training for SS (p = 0.03) and EE (p = 0.002). “The SE group had a lower escape latency
mean on the fourth day of training compared to the first day (p = 0.03). No difference was
observed between the average latency of the four days of training in the ES group (p> 0.05).
In the probe trial, the animals spent the same time in the opposite (B) and target (C) quadrants
(p > 0.05, two-way ANOVA). Data expressed as mean £ SEM. Experimental groups: control
offspring (SS, n = 4), offspring of sedentary father and exercised mother (SE, n = 9), offspring
of exercised father and sedentary mother (ES, n = 9) and offspring of exercised father and

mother (EE, n = 6).

Fig 3. SYP expression in the dentate gyrus (DG) of hippocampus. A) Photomicrograph of
coronal section of dorsal hippocampus stained with hematoxilin and eosin, showing the three
regions of DG: molecular layer, granular layer and hilus (target region of the study). 200x
magnification. Scale bar = 50 pm. B) Representative photomicrographs of
immunohistochemistry for SYP in coronal sections of DG from different groups. 200x
magnification. Scale bar = 50 um. C) Optical Density (OD) measurement of SYP staining
intensity in the hilus of DG described as mean = SEM. 4-5 animals per group. Experimental

groups: control offspring (SS), offspring of sedentary father and exercised mother (SE),
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offspring of exercised father and sedentary mother (ES) and offspring of exercised father and

mother (EE).

Table 1. Body weight (g) of control offspring (SS), offspring of sedentary father and
exercised mother (SE), offspring of exercised father and sedentary mother (ES) and offspring
of exercised father and mother (EE) in different postnatal days expressed as mean = SEM.

Group

SS (n=13)
SE (n=11)
ES (n=13)

EE (n=13)

PO P7 P14 P53
6,591 0,136 18,147 + 0,280 32,147 + 0,445 262,153 + 6,207
7,645 £ 0,530 15,475 + 1,552 33,55 0,953 259.5 + 4,697

7.219 £ 0,143 17,393 + 1,054 31,122 + 1,855 251,384 + 11,182
6,096 0,128 16,237 £ 0,382 30,663 + 0,480 261,230 +3,332

Table 2. Latency to the acquisition of developmental milestones (postnatal days) in control
offspring (SS), offspring of sedentary father and exercised mother (SE), offspring of exercised
father and sedentary mother (ES) and offspring of exercised father and mother (EE). Data
were expressed as mean = SEM.

ASSESSMENT

Surface righting
Cliff aversion
Negative Geotdxis
Hindlimb
proprioceptive
placing

Faorelimb grasp
Open field activity
assessment

Audio startle

Eve opening

DAY OF RESPONSE PRESENTATION (IN AVERAGE)

S5 (n=13)
1076 0,076

3461 + 0417

3,846 £ 0677

1346 £0372

11923 £ 0443

SE (n=11)
1,00 0,00
2,727 + 0,194

7454 £0.908

3636 £0.591

._.
(=)
Ln
B
n
I+

0.361

s
I
(R

N
(3]
14
=]
laa
A
=]

1427

3]
14
b
L
h
b=

ES (n=13)
1,00 + 0,00
1384 +0,349

8.135 £ 0389

4615 0,930

6923 £ 0,674

11,923 £ 0,366

EE (n=13)
1615 % 0,330
3,230 + 0,360

8.346 £ 0,380

6.00 £ 05909

1230 £ 0.817

12,00 £ 0.408

12.461 = 0,183

14,338 £ 0,573
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo mostrou que o protocolo exercicio fisico parental que utilizamos

ndo tem efeito sobre o desenvolvimento fisico e sensério-motor da prole. Entretanto, até o

presente momento, também ndo teve influéncia sobre a memdoria espacial e a plasticidade

sindptica dos filhotes de ratos Wistar, ao contrario do que esperavamos em nossa hipotese.

Levando em conta a pequena amostra do labirinto aquatico de Morris € o fato de que foi

analisado apenas um marcador de plasticidade sinaptica, ndo ¢ possivel rejeitar totalmente

hipdtese formulada incialmente. Os resultados preliminares que embasam essa conclusao, sdo:

Nao foi encontrada diferenca significativa entre os grupos de progenitoras quanto ao
peso absoluto ou relativo de suas glandulas adrenais, o que sugere que os filhotes ndo
foram submetidos a altos niveis de estresse;

Nao foi detectado atraso no desenvolvimento sensorio-motor e fisico dos filhotes
durante a avaliacao dos Marcos do Desenvolvimento e pesagem corporal,

Os grupos: filhotes de maes exercitadas e pais sedentarios (SE), controle (SS) e
filhotes de ambos os pais exercitados (EE) aprenderam o local da plataforma uma vez
que a laténcia para encontrar a plataforma ao longo do periodo de treinamento foi
descrescente. No entanto, a aprendizagem dos filhotes de maes exercitadas e pais
sedentarios (SE) ndo foi mais rapida do que a dos grupos: controle (SS) e de ambos os
pais exercitados (EE). Filhotes de pais exercitados e maes sedentarias (ES) ndo
aprenderam a tarefa, pois a laténcia para encontrar a plataforma durante os quatro dias
de treinamento nao foi reduzida;

Os niveis de sinaptofisina na regido do hilo do giro denteado (GD) do hipocampo foi

similar entre os diferentes grupos;

No intuito de finalizar o presente estudo ainda se pretende:

Aumentar o n amostral do teste do labirinto Aquatico de Morris;

Analisar a laténcia para chegar ao local da plataforma original € o n° de cruzamentos
sobre ele a partir da analise dos videos do dia do teste (5° dia) utilizando o software
AnyMaze;

Realizar a avaliacdo do comportamento materno no intuito de controlar um possivel

fator de confusdo;
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Em estudos futuros nos pretendemos:

Analisar os efeitos do exercicio parental sobre o desenvolvimento, a memoria espacial
e a plasticidade da prole, submetendo as maes ao exercicio também no periodo pré-
concepgao além da gestagdo e exercicio paterno prévio a concepgao;

Avaliar o desempenho dos filhotes machos durante a tarefa de VO,, a preferéncia ao
exercicio fisico, a neurogénese hipocampal, os niveis de BDNF e relina no hipocampo
e cortex frontal da prole;

Realizar uma analise epigenética no hipocampo e cortex dos filhotes, em amostras de
esperma de machos e ovarios de fémeas progenitores submetidos ao exercicio fisico,
mensurando a atividade da enzima DNMT]1, a qual ¢ responsavel pela manuteng¢ao do

padrao de metilacdo do DNA durante a divisao celular;
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