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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) € uma desordem
psiquiatrica caracterizada por desatencao, hiperatividade e impulsividade. O TDAH
é o disturbio neurocomportamental mais comum na infancia e esta ligado (em
cerca de 80% dos casos) a fatores genéticos. O hipocampo esta diretamente
ligado a atencdo e a cognicdo no hipocampo, duas importantes funcdes
prejudicadas pelo TDAH. Embora o sistema dopaminérgico tenha sido o foco
principal dos estudos sobre o TDAH até o momento, estudos demonstram que o
sistema glutamatérgico possa estar envolvido. O glutamato € o neurotransmissor
mais abundante no sistema nervoso dos vertebrados, participa de funcdes
cognitiva e motora e modula os sistemas de dopamina e serotonina, além de ser o
principal responsavel pela de excitotoxicidade no SNC. Os Ratos
Espontaneamente Hipertensivos — SHR (Spontaneously hypertensive rat)
constituem o modelo de TDAH experimental mais utilizado. Em regiées como o
hipotalamo e o hipocampo, foi demonstrado que o0s astrécitos participam
ativamente da plasticidade sindptica. A atividade fisica e o aprendizado provocam
alteracdes na morfologia astrocitaria e o exercicio fisico parece aumentar a
expressdo de neurotrofinas como o Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo
(BDNF) e como a proteina glial fibrilar &cida (GFAP) no cortex frontoparietal e no
estriado. A natacdo € considerada uma excelente forma de exercicio fisico para
gestantes, pois oferece uma carga minima sobre as articulacdes e facilita o
movimento. Até o presente momento ndo ha relatos na literatura descrevendo os
efeitos da natacdo materna, durante a gestacéo, e seus efeitos comportamentais e
neuroquimicos sobre a prole no transtorno de déficit de atencédo/ hiperatividade.
Porém, alguns estudos mostram que a atividade fisica aumenta as funcdes
cognitivas e a neurogénese hipocampal. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito neuroprotetor do nado gestacional na prole de ratas SHR sobre parametros
bioquimicos e comportamentais. Ratas prenhas foram submetidas a um protocolo
de nado gestacional e divididas em 4 grupos (SHR NADO e SHR SED e KWY
NADO e KWY SED), cujos grupos tratados (NADO), realizaram o protocolo de
nado durante os 21 dias da gestacdo por 20 minutos e 0s grupos sedentarios
(SED) apenas foram submetidos ao mesmo ambiente do tratamento, com agua na
altura de 3 cm por 10 minutos. As analises de desenvolvimento sensério motor ndo
demonstraram efeito do nado gestacional. Verificou-se que o nado materno nao
teve efeito sobre o comportamento hiperativo dos animais, porém, promoveu a
reducdo da impulsividade, além de induzir alteracdes astrocitarias no hipocampo
da prole, como o aumento das concentracdes de GFAP e da captacdo de
glutamato. Podemos concluir que apesar da evidéncia do efeito nado gestacional
sobre a captacdo de glutamato e envolvimento dos astrdcitos na neuroprotecao
mais estudos devem ser realizados para finalizar este trabalho.

Palavras-chave: TDHA, SHR, nado gestacional, astrécitos, glutamato,
neuroprotecao.



1. INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERAVIDADE
(TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) € uma
desordem psiquiatrica caracterizada pelos seguintes sintomas: desatencéo,
hiperatividade e impulsividade (Wilens & Dodson, 2004). Pacientes com TDAH
frequentemente apresentam prejuizo no desempenho académico, nas relacées
familiares e no ajuste social (Wilens & Dodson, 2004). O TDAH é o disturbio
neurocomportamental mais comum na infancia, segundo a American Academy
of Pediatrics, com prevaléncia de aproximadamente 3 a 9 % das criangcas em
idade escolar (Bierderman, Faraone, 2005). O diagndstico do transtorno,
durante a infancia, é cerca de trés vezes superior no sexo masculino do que no
sexo feminino (Emond et al, 2008). O TDAH na idade adulta tem sido visto
como uma doenca camuflada, devido ao fato dos sintomas serem mascarados,
ocorrendo problemas de relacionamentos afetivos e interpessoais, de
organizacdo, problemas de humor, abuso de substancias, além de outras
comorbidades (Barkley, 2002; Phelan, 2005).

Os principais fatores causais identificados sé@o a suscetibilidade genética
em interacdo direta com fatores ambientais. Portanto, a etiologia é multifatorial,
dependente de fatores genéticos, adversidades biolégicas e psicossociais
(Kantak et al., 2008), podendo estar associada a danos cerebrais e a exposicao
a neurotoxinas (Rosa Neto, 1996). Pesquisas tém relacionado o TDAH a
fatores genéticos em pelo menos 80% dos casos; se 0S pais apresentarem o
transtorno, os filhos tém um risco de duas a oito vezes maior de desenvolve-lo
(Kantak et al, 2008). Pesquisas apontam para a influéncia de genes que
codificam componentes dos sistemas dopaminérgico, noradrenérgico,
adrenérgico e, mais recentemente, serotoninérgico, como 0S principais
responsaveis pelo TDAH (Rohde & Halpern, 2004).

Normalmente, em atividades como estudo, leitura e outras que
exijam concentragdo, o cérebro aumenta os niveis de ativacdo da dopamina e
norepinefrina, justamente para suprir as exigéncias. Nos casos tipicos de
TDAH, a caracteristica psicofisiolégica mais comum €& a hipofuncéo/
hipoativagdo do cortex pré-frontal (CPF), na qual hd uma deficiéncia de
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neurotransmissores (dopamina e norepinefrina), especialmente quando as
circunstancias exigem maior esforco mental e, portanto, maior ativacao
(Arnsten, 1998; Solanto, 1998).

Estudos recentes demonstram que o0 desenvolvimento anormal e
funcionamento das redes neurais no TDAH, ndo esta mais restrito apenas ao
CPF mas também envolve o estriado e o hipocampo (Castellanos, Giedd,
Hamburger, Marsh, & Rapoport, 1996). O hipocampo €é uma estrutura
responsavel pela consolidacdo de novas memorias, a partir da potencializacao
de longo prazo (LPT) e depressao de longo prazo (LTD). Faz parte do sistema
limbico, juntamente com a amigdala, que interpreta emocionalmente os
eventos do dia-a-dia de uma maneira neutra ou positiva (funcionamento
adequado) ou de uma maneira negativa, depressiva (funcionamento
hiperativado). O hipocampo esta diretamente ligado a atencéo e a cogni¢cao no
hipocampo, duas importantes funcdes prejudicadas pelo TDAH (Swanson JM
et al, 1998; Hunziker MH, Saldana RL e Neuringer A, 1996; Sonuga-Barke EJ,
2003).

Embora o sistema dopaminérgico tenha sido o foco principal dos estudos
sobre o TDAH até o momento, estudos demonstram que o0 sistema
glutamatérgico parece estar envolvido nesta patologia e tem recebido atencéo
nas pesquisas experimentais (Adler LA et al, 2012). O glutamato € o
neurotransmissor mais abundante no sistema nervoso dos vertebrados
(Meldrum, 2000), participa de ambas funcbes cognitiva e motora e modula os
sistemas de dopamina e serotonina (Miyamoto et al, 2001), além de ser o
principal causador de excitotoxicidade no SNC (Figura 1) (H. H. Lee et al,,
2006). Estudos animais tem mostrado que a desregulacdo desse sistema
também provoca o desenvolvimento do TDAH (Adams et al., 2004). Devido ao
seu papel na plasticidade sinaptica, o glutamato estda envolvido em funcgbes
cognitivas, tais como aprendizagem e memoria no cérebro (McEntee, W. J.;
Crook, T. H., 1993). A plasticidade conhecida como LTP no hipocampo, é

realizada por sinapses glutamatérgicas (Okubo et al., 2010).

A acdo do glutamato € medida, principalmente, através dos receptores
N-metil-Daspartato (NMDAR) e a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
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acido (AMPA). NMDAR sao complexos heteroméricos diferencialmente
expressos em todo o desenvolvimento do sistema nervoso central. Varios
subtipos distintos de NMDAR foram identificados (Adams et al., 2004). O
sistema glutamatérgico também possui um papel importante na regulacdo da
funcdo motora. Hiperatividade pode ser induzida pela interrupcéo
farmacoldgica dos NMDAR (Conlay et al., 1989; Corbett et al., 1995).
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Figura 1. Representacdo da excitotoxidade em neurdnios gutamatérgicos. Em resumo, durante a
casacata excitotdxica ocorre uma grande liberacdo de glutamato, gerando um aumento no influxo de
Ca*? através do receptor de NMDA. Um grande aumento do Ca*? dentro da célula gera um acumulo na
mitocéndria, podendo, assim, desencadear um estresse oxidativo na célula levando-a a morte por
apoptose. A estimulacdo exacerbada destes neurdnios também desencadeia a exocitose de mais
neurotransmissores, que por sua vez, amplificam o fendmeno de excitotoxidade.

Estudos sugerem o envolvimento glutamatérgico no TDAH (Carrey et al.,
2003; Hong et al., 2011; Maltezos et al., 2014; Sagvolden et al., 2009; Sandau,
Alderman, Corfas, Ojeda, & Raber, 2012; Sontag, Tucha, Walitza, & Lange,
2010; Winstanley, Eagle, & Robbins, 2006). Os estudos genéticos, por
exemplo, tém relatado uma associagdo entre os genes dos receptores de

glutamato e do TDAH (Dorval et al., 2007). Ao mesmo tempo, alguns modelos
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animais implicam que a regulacdo de glutamato alterada do sistema
dopaminérgico (Warton, Howells, & Russell, 2009)sustenta os déficits
funcionais associados ao transtorno.

Existem varios modelos animais de TDAH. Os Ratos Espontaneamente
Hipertensivos —SHR (Spontaneously Hypertensive Rat) constituem o modelo de
TDAH experimental mais utilizado, juntamente com o seu controle os ratos
Wistar Kyoto - KWY (Davids, Zhang, Tarazi, & Baldessarini, 2003; Sagvolden,
Russell, Aase, Johansen, & Farshbaf, 2005; Sagvolden, 2000). Os animais
SHR apresentam hipofuncédo dopaminérgica (Figura 2) e um desequilibrio entre
o sistema dopamina e norepinefrina (Russell, 2007), que sdo algumas das
alteracdes neurobiolégicas que podem estar envolvidas na origem do TDAH
(Solanto & Conners, 1982). Estudos mais recentes apontam para um
importante papel na sinalizacdo glutamatérgica na fisiopatologia do TDHA
neste modelo (Sagvolden et al.,, 2009). Além disso, a linhagem SHR é
considerada um modelo bem avaliado de TDAH porque esses ratos
apresentam 0s sintomas comportamentais essenciais e prejuizos cognitivos
tipicamente associados com o TDAH, incluindo hiperatividade, desatencéo,
impulsividade e déficits na memoéria de trabalho (Kantak et al., 2008; Russell,
2007; Sagvolden et al., 2005).

Estriado

NAc mesolimbica SNe

Figura 2. Representagdo de um corte sagital de cérebro de rato, mostrando as estruturas e as vias
dopaminérgicas responsaveis pelos comportamentos observados na linhagem SHR. De forma correlatada
aos humanos com TDAH, os ratos SHR apresentam alteragcbes dopaminérgicas nas vias mesolimbica,
mesocortical e nigroestrial. CPF: cértex pré-frontal; NAc: nacleo accumbens; SNc: parte compacta da
substancia negra; VTA: area tegmental ventral.(Retirada da tese de doutorado de PABLO PANDOLFO).
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O tratamento do TDAH envolve tipicamente o acompanhamento
psicoloégico ou o uso de medicamentos, ou a combinacdo entre eles. O
tratamento visa melhorar os sintomas a longo prazo, porém, ndo ha estudos
que comprovem a reversao dos déficits provocados (Halperin, JM & Healey,
2011). Além disso, alguns estudos tém sugerido os beneficios da pratica
regular de exercicios fisicos na melhora dos sintomas de hiperatividade e

desatencéo (Lambourne & Tomporowski, 2010).

1.2 ASTROCITO

O bom funcionamento dos neurbnios e neurotransmissdes tanto
glutamatérgicas quanto dopaminérgicas depende do bom funcionamento dos
astrocitos (Zoladz, Pilc, & Pilc, 2010). Os astrécitos sdo as células gliais mais
abundantes no SNC, representando aproximadamente 50% do numero total de
células (Verkhratsky, Noda, & Parpura, 2013). Representam o principal
elemento celular do sistema homeostatico no SNC, sendo responséaveis pela
maior parte dos aspectos do suporte metabdlico, nutricdo, regulacdo da
concentracdo de ions e neurotransmissores no ambiente, manutencdo da
barreira hematoencefélica e preservacdo da integridade dos tecidos apos lesdo
(Catalani et al., 2002; Korcok, Dixon, Lo, & Wilson, 2003; Theodosis, Poulain, &
Oliet, 2008). Evidéncias recentes também sugerem que o0s astrocitos
influenciam varios aspectos da transmissao sinaptica e, assim como 0s
neurdnios, participam ativamente do processamento da informacao através das
sinapses “tripartite” (Figura 3) (Perea, Navarrete, & Araque, 2009). Estudos
também sugerem que os astrécitos sdo sinalizadores de neur6nios através da

liberacdo de Ca+2 dependente de glutamato (Agulhon et al., 2008).

7

O glutamato possui um potencial neurotoxico que é atenuado pelo
mecanismo de recaptacdo (Ruggiero et al., 2011), as células astrocitarias séo
fundamentais para manter os niveis adequados de glutamato na fenda
sinpatica, impedindo a excitotoxidade glutamatérgica (Bernardi et al., 2013). As
células astrocitarias captam o glutamato, através da presenca de

transportadores de alta afinidade, evitando sua permanéncia no espaco
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extracelular. Ainda no astrocito, o glutamato € convertido em glutamina pela
enzima glutamina sintetase, as moléculas de glutamina sao liberadas para o
meio extracelular e transferidas por transportadores especificos para o terminal
pré-sinaptico, onde sdo reconvertidas em glutamato pela enzima glutaminase.
Portanto, o ciclo glutamato-glutamina € o principal mecanismo de finalizacdo da
neurotransmissao glutamatérgica, e exerce um efeito neuroprotetor no SNC
(Gwak, Kang, Leem, & Hulsebosch, 2007).

Transmissdo Sinaptica

® e o oM

D AMPA
(@]
Pré-sinapse —> &) o (@) ¥ Pas-sinapse ™  NMDA
o o ® R o
Transportador de Glutamato
Y -
A ° Yy o

- X
* N Gliotransmissores
@

{D-serina/ATP)
<« P

Astrocito

Glutamato

‘Q

Glutamina

Figura 3. Representacgédo da sintese de glutamato e sinapse tripartite composta pelos neurénios pré e pos
sindpticos (em azul) e a célula astrocitaria (em verde) no metabolismo glutamatérgico. A ag¢do do
glutamato liberado na fenda sinaptica é limitada pela recaptacédo através de transportadores especificos
em neurbnios e células astrocitarias adjacentes. No terminal pré-sinaptico, a glutamina liberada pelos
astrocitos é recaptada pelos neurbnios e convertida em glutamato. O glutamato € transportado para
dentro das células através de transportadores de aminoacidos excitatérios e armazenado em vesiculas
por transportadores vesiculares de glutamato(Gomes, Tortelli, & Diniz, 2013).

Em regi6es como o hipotalamo e o hipocampo, foi demonstrado que os
astrocitos participam ativamente da plasticidade sinaptica (Araque & Navarrete,
2010). Assim como 0s neurdnios, 0s astrécitos sdo suscetiveis a plasticidade, e

a remodelacdo dos processos astrociticos esta intimamente associada as
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alteracdes morfologicas em neurdnios vizinhos (Theodosis et al., 2008). As
principais alteracdes morfologicas observadas nos astrocitos ocorrem em seus
processos, 0s quais podem sofrer mudangas em sua organizagao estrutural em
resposta a estimulos ambientais (Haber, Zhou, & Murai, 2006). Atividade fisica
e experiéncias de aprendizado provocam altera¢cdes na morfologia astrocitaria
(Gibbs, Hutchinson, & Hertz, 2008; Rothstein et al., 2005) devido ao seu
envolvimento na barreira hematoencefalica (Correale & Villa, 2009); o exercicio
fisico parece aumentar a expressao de GFAP e o numero de astrécitos GFAP
positivos no cortex frontoparietal e no estriado (Hu et al., 2005) e estimula a
proliferacéo dos astrdcitos na zona subgranular do hipocampo de roedores
(Uda, Ishido, Kami, & Masuhara, 2006).

Alguns autores tém estudado o envolvimento dos astrécitos no TDAH
(Carrey et al., 2003; Killeen, Russell, & Sergeant, 2013; Todd & Botteron,
2001), porém, estas pesquisas ainda sdo em pequeno numero. Considera-se
relevante a investigacao do papel destas células no TDAH, principalmente em

relacdo as suas a¢des no sistema glutamatérgico.

1.3 EXERCICIO FiSICO

Devida a alta probabilidade de expressdao do TDAH na prole pelo
aspecto genético, € importante investigar estratégias de neuroprotecao para as
criangas cujo 0s pais possuem o transtorno. Estudos em humanos e em
modelos animais revelaram que o exercicio fisico tem efeito positivo sobre o
funcionamento do cérebro, melhorando o aprendizado, a memodria e a
plasticidade do sistema nervoso (Gomez-Pinilla, Ying, Roy, Molteni, &
Edgerton, 2002; Molteni et al., 2004; Noakes, St Clair Gibson, & Lambert, 2005;
Henriette van Praag, Shubert, Zhao, & Gage, 2005; Henriette Van Praag,
2008)aumentando a vascularizacdo (angiogénese) cerebral (T. G. Favero,
Pessah, & Klug, 1993; Swain et al., 2003) e conferindo uma elevada

neuroprotecao, (Cotman, 2002; Marcelino et al., 2013).

A natacdo é considerada uma excelente forma de exercicio fisico para
gestantes, que oferece uma carga minima sobre as articulagbes e facilita o

movimento. Esta atividade diminui o estresse mecanico pela flutuagcéo, através
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da reducdo da gravidade, e proporciona uma melhor distribuicdo do fluxo
sanguineo entre os tecidos, sendo assim, uma atividade fisica muito
recomendada para gestantes (Katz, 1996). A natacao também ajuda a reduzir o
peso extra adquirido durante a gravidez, melhora a circulacdo sanguinea,
aumenta a forca e a resistencia muscular, auxilia na reducdo da ansiedade e
depressao e previne doencgas do tipo Diabetes tipo 2 e pré-eclampsia (Bungum,
Peaslee, Jackson, & Perez, 2000; POLLEY, WING, & SIMS, 2002). No feto,
estudos mostram que o nado materno atua no crescimento placentario,
aumenta o crescimento fetal e o peso ao nascimento (Seidell, Ph, & Mechelen,
2009), colaborando para uma melhor aptiddo materna a este periodo e para
maior bem estar-fetal (KATZ, 2003).

Até o presente momento ndo ha relatos na literatura descrevendo os
efeitos da natacdo materna, durante a gestacdo, e seus efeitos
comportamentais e neuroquimicos sobre a prole no transtorno de déficit de
atencao/ hiperatividade. Entretanto, alguns estudos mostram que a atividade
fisica aumenta as funcbes cognitivas (Theodosis et al., 2008)e promove a
neurogénese no rato adulto (H van Praag, Kempermann, & Gage, 1999).
Também tem sido demonstrado que o exercicio materno durante a gravidez
aumenta a angiogénese, neurogénese, aprendizagem e memoria em filhotes
de ratos (K. Kim, Chung, Kim, & Lee, 2012; H. H. Lee et al., 2006; Swain et al.,
2003). Além disso, pesquisas revelaramque o exercicio durante a gravidez
estimula o desenvolvimento pos-natal do hipocampo (Bick-Sander, Steiner,
Wolf, Babu, & Kempermann, 2006), a neurogénese hipocampal e a
angiogénese encefdlica na prole (Marques-Aleixo, Oliveira, Moreira,

Magalhées, & Ascenséo, 2012).

O exercicio afeta especialmente o hipocampo, aumentando a sua
atividade, por meio do aumento do fluxo sanguineo local (HOLSCHNEIDER,
YANG, GUO, & MAAREK, 2007) e induzindo a plasticidade sinaptica
hipocampal, principalmente através do aumento da eficacia sinaptica e da
expressao de moléculas envolvidas na aprendizagem e memaria (Molteni et al.,
2004). A neurogénese induzida pela atividade fisica correlaciona-se
positivamente a melhora da capacidade de aprendizagem e da memdria de
curta duracdo em ratos (H. H. Lee et al., 2006), possivelmente por induzir o
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aumento da expressao de neurotrofinas como o Fator Neurotrofico derivado do
Encéfalo (BDNF) (Figurov, Pozzo-Miller, Olafsson, Wang, & Lu, 1996; H van
Praag et al., 1999). O BDNF é conhecido por induzir a potenciacdo de longo
prazo (LTP) (Figurov et al., 1996), aumentar a transmissao sinaptica (Schinder,
2000) e por aumentar a plasticidade neuronal no SNC (Esmarck et al., 2001).
Os astrocitos sdo responsaveis pela reciclagem do BDNF e essa reciclagem é
importante para que ocorra a regulacdo da plasticidade sinaptica (Bernardi et
al., 2013).

Recentemente Marcelino e colaboradores (2013) demonstraram
alteracdes metabdlicas no cerebelo, cortex parietal e hipocampo de ratos cujas
maes foram submetidas a natacdo gestacional e sugeriram que tais mudancas
podem ser decorrentes da menor producdo de espécies reativas de oxigénio,
como oxido nitrico (NO). Outro trabalho com delineamento semelhante sugere
que o exercicio maternal promove uma programac¢ao neurometabdlica na prole,

0 que pode ser um beneficio contra futuros insultos (Sanches et al, 2011).

Diante do acima exposto em relacdo ao TDAH, seu forte carater
genético, e frente aos beneficios que a atividade fisica materna parece oferecer
a prole, o objetivo deste projeto € investigar o efeito da natacdo durante o
periodo gestacional como alternativa de prevencdo ao desenvolvimento do
TDAH na prole de ratos SHR. Frente ao importante papel dos astrécitos no
metabolismo glutamatérgico e na reciclagem do BDNF e diante das pesquisas
gue tem mostrado o envolvimento destas células na fisiopatologia do TDAH,
este trabalho especificamente objetiva investigar o efeito da natacdo materna
sobre a captacdo de glutamato astrocitaria, os niveis de BDNF e GFAP no
hipocampo e aspectos comportamentais como desenvolvimento sensorio-

motor, hiperatividade, ansiedade e memdria da prole.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL
Avaliar o efeito neuroprotetor do nado gestacional na prole de ratas

modelo de TDAH, sobre parametros bioquimicos e comportamentais.

2.2 ESPECIFICOS

- Analisar a atividade de captacdo de glutamato em astrécitos do
hipocampo, na prole de ratas com TDAH submetidas ao protocolo de nado
durante a gestacéo;

- Verificar os niveis de BDNF no hipocampo, na prole de ratas com
TDAH submetidas ao protocolo de nado durante a gestacao;

- Investigar o efeito do nado gestacional de ratas com TDAH sobre
pardmetros comportamentais na prole como o desenvolvimento sensorio-

motor, hiperatividade, ansiedade e memoaria.
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3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos Eticos

Os procedimentos realizados no presente trabalho obedeceram as
normas propostas pelos Principios Internacionais Orientadores para a Pesquisa
Biomédica Envolvendo Animais (Council for InternationalOrganizationsof
Medical Sciences - CIOMS). Todos os procedimentos estdo de acordo com
Principles of Laboratory Animal Care (NIH publication 85-23, 1985). Os
protocolos experimentais que foram utilizados neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), projeto 28731, da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar Kyoto (KWY) e ratos
espontaneamente hipertensivos (SHR) obtidos do Biotério Setorial do
Departamento de Bioguimica da UFRGS, e alocados no mesmo. Eles foram
mantidos com alimentacao padrdo e agua ad libitum, e ciclos de 12h claro e
escuro em salas climatizadas (22°C + 2°C). Ratas SHR e WKY apartir dos 60
dias foram colocadas para acasalar em caixas Plexiglass (42x34x18),
distribuidas da seguinte forma: duas fémeas e um macho por caixa. As fémeas
foram divididas em 4 grupos: 2 grupos controles (SHR sedentario e WKY
sedentario) e 2 grupos exercitados (SHR nado e WKY nado), totalizando 10
ratas por grupo. O macho foi colocado no periodo da noite, as 18 horas, e
retirado pela manha, as 8 horas. O esfregaco vaginal, nas fémeas, para a
confirmagéo da prenhez, foi realizado diariamente apds a retirada dos machos.
Confirmando a prenhez, ou seja, presenca do espermatozoide no esfregaco
vaginal, o protocolo de nado foi iniciado de forma imediata.

Para a realizacdo dos testes comportamentais e analises bioquimicas
foram usados animais de ambos 0s sexos e em um numero de até 6 animais
por prole, para evitar o efeito da ninhada. Nos testes de densenvolvimento
sensorio-motor foram utilizados um total de 71 animais: 20 para KWY SED, 12
para KWY NADO, 21 para SHR SED e 17 para SHR NADO. Nos testes
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cognitivos o numero total de animais utilizados foi 60: 20 para KWY SED, 11
para KWY NADO, 14 para SHR SED e 15 para SHR NADO. Para as andlises

bioquimicas utlizamos 32 animais N = 8 animais por grupo.

3.3 Desenho Amostral

Apos a confirmacéo da prenhez (DPN -21) foi imediatamente iniciado o
protocolo de nado materno até o 20° dia de gestacdo (DPN -2), neste dia as
fémeas foram colocadas em caixas isoladas, permanecendo assim até o
momento do parto. No DPN14 os animais foram pesados e foram realizados os
teste para analizar as altercdes de desenvolvimento sensério-motor, que sao
sintomas do TDAH. No DPN21 os animais foram pesados, desmamados e
colocados em caixas de acordo com o sexo. A partir do DPN30 foram
realizados os teste de Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze), Campo Aberto e
Reconhecimento de Objeto. No DPN45 os animais foram anestesiados com
xilazina/cetamina e decapitados, e o hipocampo coletado para a realizacédo das

analises bioquimicas (Figura 4).

28 Acasalamento
-21 até-1 Nado Gestacional
0 Nascimento
7 até 15 Desenvolvimento Sensério-motor
30 até 45 Testes Comportamentais
45 Eutanasia e coleta de amostras para analises bioquimicas

Figura 4. Esquema do desenho experimental indicando os dias contados a partir do nascimento
(DPNO) e os procedimentos a serem realizados.
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3.4 Protocolo de nado materno

O treinamento de nado foi realizado diariamente comecando no dia 0, o
dia da confirmacdo da prenhez. O exercicio perdurou durante todo o periodo
gestacional encerrando entre o 21° e 22° dia gestacional (DG), considerado o
altimo dia. Os animais do grupo SHR nado e KWY NADO, foram expostos
individualmente em tanque de fibra circular, com dimencdes de 50 cm de altura
e 110 cm de diametro, com agua a 25 cm de altura, aquecida em temperatura
entre 30-32°C, permanecendo por um periodo de 20 minutos. Os animais do
grupo SED (sedentarios KWY e SHR) foram expostos ao mesmo ambiente do
grupo NADO, porém, o tanque possuia 4gua em um nivel raso, com 3 cm de

profundidade durante 10 minutos (adaptado de Lee et al., 2006).

3.5 Testes comportamentais

No DPN14 os animais executaram testes motores de endireitamento,
geotaxia negativa e marcha, e sensorial de reconhecimento olfatério para
verificar o efeito dos tratamentos sobre o desenvolvimento sensdério-motor da

prole.

3.5.1 Reflexo de Endireitamento Postural: Esse teste mede a funcéo e a
coordenacao motora dos filhotes. Avaliou-se o tempo gasto do
animal para assumir o decubito dorsal apds ser posicionado em
supino (de costas para uma superficie). Foi medido o tempo de
laténcia do animal para voltar a sua postura original, em um tempo

maximo de 60 segundos (adaptado de Sanches et al., 2012)

3.5.2 Geotaxia Negativa: O teste mede o movimento automéatico de
orientacdo ligada a estimulo considerado diagnostico de fungéo
vestibular e / ou fungcdo proprioceptiva. Avaliou-se a capacidade do
animal de retornar a direcao cefalica contraria, virando 180°, ao solo
qgquando em um plano inclinado de 30°. Mede-se a laténcia deste
comportamento em um tempo maximo de 60 segundos (Sanches et
al., 2012).
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3.5.3

3.5.4

Marcha: E um teste que se mede a coordenac&o motora do animal,
e é realizado em um circulo de aproximadamente 13 cm de diametro,
desenhado em uma folha de papel. Foi medido o tempo de
deslocamento do animal do centro até o momento em que as 4 patas
estdo fora do circulo, com tempo maximo de 60 segundos. (Cardenas
et al., 2015)

Teste Olfatorio: E um teste para avaliar a capacidade sensorial do
filhote. O teste é realizado em uma caixa acrilica retangular
transparente, onde em um dos lados ha maravalha limpa e do outro
ha maravalha da sua caixa original. Foi avaliado a capacidade do
animal guiar-se em direcdo a maravalha original, em um tempo
méaximo de 180 segundos (A. M. Favero, Weis, Zeni, Rocha, &

Nogueira, 2006).

A partir DPN30 foram realizados o0s seguintes testes comportamentais:

3.6 Testes Coqnitivos

3.6.1

3.6.2

Campo aberto: Avaliou-se a atividade exploratéria através da
contagem do numero de cruzamentos (numero de linhas
atravessadas), a exploracado vertical(levantar e sustentar o corpo em
duas patas) e a relagcdo entre as areas centrais e periféricas

percorridas (Netto, Dias, & lzquierdo, 1985).

Labirinto em cruz elevado: E um teste de avaliacdo da ansiedade
do animal. O teste consiste de um aparato de madeira em forma de
cruz com dois bracos abertos e dois bragos fechados, sendo elevado
a uma altura de 70 cm do solo. As entradas nos bracos abertos ou
fechados foram marcadas durante 5min e registrou-se o tempo total

gasto em cada brago. Uma entrada sera definida pela colocagéo das
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quatro patas em um dos bracos, ndo sendo cronometrado o tempo
em que o animal permanece no centro do aparato (E. F. Sanches et
al., 2013).

3.6.3 Reconhecimento de objetos: Consistiu em uma avaliacdo da
memoria ndo-espacial de curta e longa duracdo do animal. Na
primeira fase do teste, cada animal foi exposto a dois objetos 1
iguais, colocados numa caixa de campo aberto, e 0 tempo de
exploracdo do objeto foi registado em 5 min. Apés 3 horas, o animal
foi exposto ao objeto 1, j& conhecido, e um diferente objeto 2, e 0
tempo de exploracéo foi de 5 min. Foi medido o tempo de exploragéo

do objeto um, dois e trés (Raber et al., 2004).

3.7 Andlises bioquimicas

No DPN45 os animais foram decapitados e o0 hipocampo coletado e
mantido em freezer -80°C, com excecao das fatias que foram utilizadas para
mensuracdo da captacdo de glutamato hipocampal que foi realizada de
imediatamente apds a coleta.

Os animais foram anestesiados com uma mistura de xilazina/cetamina
(10 e 75 mg/kg, respectivamente) via intraperitoneal e posteriormente
decapitados com auxilio de guilhotina, seus encéfalos removidos. Com auxilio
de aparelho Mcllwain Tissue Chopper®, foram feitas fatias de 300 ym no

sentido anteroposterior.

3.7.1 Ensaio de Captacdo de Glutamato: a captacdo de glutamato foi
realizada como previamente descrito por Thomazi et al., (2004). As
fatias hipocampais foram transferidas para placas de 24 pocos e
incubadas por 23 minutos a 37°C em solugéo salina balanceada de
Hank’s (HBSS) contendo (em mM): 137 NaCl; 5,36 KCI; 1,26 CaCly;
0,41 MgSOy; 0,49 MgCl,; 0,63 NaHPO,4.7H,0; 0,44 KH,POy; 4,17
NaHCOg3, e 5,6 glicose, ajustada para pH 7,4. O ensaio foi iniciado
através da adicdo de 0,1 mM L-glutamato e 0,33 pCi/mL L-[2,3-*H]
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3.7.2

glutamato. A incubacdo foi parada apdés 5 minutos através da
remocdo do meio e lavagem das fatias duas vezes com HBSS
gelado. As fatias foram lisadas em uma solugcdo contendo 0,5M
NaOH. A radioatividade foi mensurada em um contador de cintilacéo.
A captacdo independente de soédio foi determinada usando N-metil-
D-glucamina ao invés de sddio. A captacdo de glutamato dependente
de sddio foi obtida através da subtracdo da captacdo de glutamato
nao-especifica do total da captacdo de glutamato para obtencédo da
captacao especifica. Os resultados (nmol/mg de proteina/min) foram

expressos com uma percentagem do controle.

Concentracdo de BDNF E GFAP: Foram realizados Western
blottings para medir a concetrancdo de BDNF e GFAP. Hipocampo
foi homogeneizado em tampdo TBS e suas proteinas foram
separadas por SDS-PAGE em 10% (w / v) de géis de acrilamida e
eletrotransferéncia para membranas de nitrocelulose. As membranas
foram incubadas durante a noite com o anticorpo primario adequado
BDNF (diluicdo 1: 1000) de Santa Cruz Biotechnology®, GFAP
(diluicdo 1: 5000) e DAKO® f-actina (diluigdo 1: 2000) Sigma
Aldrich®, e expostos a peroxidase de horse anticorpos anti-lgG -
incubado durante 2 horas a temperatura ambiente. Bandas
quimioluminescentes foram detectadas utilizando ImageQuant
LAS4000 GE Healthcare®, e andlises de densitometria foram
realizadas utilizando software Imagem-J®. Os resultados foram

expressos como porcentagem de controle (Barbosa et al., 2013).

3.8 Anédlises Estatisticas

Apos a verificagdo da normalidade dos resultados obtidos pelo teste de

Levene, os dados paramétricos foram avaliados por Analise de Variancia
Multivariada de uma via (ANOVA) (nado ou sedentario e SHR ou KWY),
seguidos do teste de post-hocde Duncan. O nivel de significancia dos
resultados a ser admitido foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Pesos

O resultado das pesagens feitas no DPN 7, DPN 14 e DPN21 revelou uma
interacdo entre o ganho de peso dos animais dos diferentes grupos e os dias das
pesagens (Figura 5). Foram encontradas diferencas significativas em todos os dias
analisados. NoDPN7 (F (3,71) = 12,505; p <0,05) KWY NADO e SHR NADO tiveram
um ganho de peso superior aos demais grupos. No DPN14 (F(3,69) = 10,266; p <0,05)
houve um ganho de peso maior no grupo SHR em relacdo ao grupo KWY. No DPN21
(F(3,69) = 3,471; p < 0,05) o grupo SHR NADO apresentou um ganho de peso maior
do que os demais grupos.

30 1 GANHO DE PESO

25 .

20 -

——KWY CONT

? 15 - ——KWY NADO
& SHR CONT

10 - SHR NADO

5 -

0

Peso7 Pesol4 Peso21

Figura 5. Ganho de peso. Os dados estéo representados como peso (g) +tEP,n=12-21 animais por grupo.
# ANOVA. * Diferenca dos grupos sobre o grupo KWY SED.

4.2 Desenvolvimento Sensério-motor

No 14° dia (PND14) foram realizados testes de desenvolvimento
sensorio-motor. No teste de endireitamento, os animais do grupo KWY
SED apresentaram um maior tempo na realizagao da tarefa em relagéo
aos demais grupos (F(3,69) = 6,038; p <0,05) (Figura 6A). Nao houve
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Tempo (s)

)

Tempo (s)

diferenca significativa entre os grupos KWY NADO e SHR NADO,
gueapresentaram laténcias similares ao grupo SHR SED.

No teste de Marcha (F(3,69) = 10,037; p <0,05), o grupo SHR
NADO apresentou uma maior rapidez em sair do circulo comparado aos
demais grupos (Figura 6B). Este resultado indica uma influéncia positiva
do nado gestacional na realizacédo da tarefa, melhorando a capacidade
motora.

Oteste olfatério, evidenciou um possivel efeito do nado nos
animais do grupo KWY NADO, porém, no grupo SHR também
encontrou diferencga significativa entre o SHR SED e o KWY SED (F
(3,69) = 5,037; p <0,05), onde houve diminuicdo da laténcia para se
dirigir a maravalha das maesem relacéo aos demais grupos (Figura 6C).
N&o foi encontrado diferenca significativa no teste de Geotaxia Negativa
(F (3,69) =0,514; p = 0,674) (Figura 6C).

ENDIREITAMENTO B) MARCHA
20- 80
: B KWWY SED B KWY SED
KWY NADO ED KWYNADO
60
. * = SHRSED 0 I =3 SHRSED
£ SHRNADO o 3 SHRNADO
1.0 o 40
£ *
L
l—
00 ‘ I 0 : ‘ o
© & £ & £ & £ &
& s & &
& & s & & g
TESTE OLFATORIO D) GEOTAXIA NEGATIVA
150 15
B KWY SED KWWY SED
KWWY NADO KWWY NADO
100 £9 SHRSED = 1o = SHR SED
* 3 SHRNADO o 3 SHR NADO
o
£
50 i * 2 5
0 - - — 0 '
Q0 Q Q0 Q0
«f‘& x\“oo & ‘\‘So s‘rg@ & x\*& @“‘90
&« O &« & RS

Figura 6. Desenvolvimento sensério-motor. Os dados estdo expressos como média +EP do tempo para
realizar os testes de (1) Endireitamento, (2) Marcha, (3) Geotaxia Negativa e (4) Teste Olfatério. N=12-21
animais por grupo. (p<0,05). * Diferencaem relacéo ao grupo KWY SED.
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4.3 TESTES COGNITIVOS

4.3.1 Campo Aberto

No DPN 30 foram realizados testes cognitivos para a avaliacdo do efeito do
nado gestacional sobre a prole de ratas SHR. Para confirmar a hiperatividade
nos ratos SHR, o teste do campo aberto foi realizado (Kim et al., 2011).

Foi encontrado uma diferenca significativa no nimero de cruzamentos (X)
no minuto 1 (CROSS 1) e no minuto 2 (CROSS 2) onde houve um
desempenho superior dos grupos SHR NADO (F (3, 56) = 17,95; P < 0,0001) e
SHR SED (F (3, 56) =9,704; P < 0,0001) comparado aos grupos KWY NADO e
KWY SED. Isto demonstra uma atividade locomotora/exploratéria aumentada
nos ratos SHR, caracteristica da hiperatividade presente na patologia. O nado
materno ndo foi capaz de reverter o quadro de hiperatividade. Ja nos demais
minutos ndo houve diferenca significativa entre os grupos, podendo estar
relacionado com a habituacdo dos animais ao ambiente, diminuindo assim o

interesse exploratoério (Figura 7).

Sobre o nimero de rearings (comportamento exploratério em que o animal
estende seu corpo e patas dianteiras, apoiando-se sobre as patas traseiras),
houve uma diferenga significativa entre os grupos SHR e KWY em todos os 5
minutos analisados (Figura 8). O grupo SHR teve um nivel superior de rearing
sem relagdo ao grupo KWY, o que indica um comportamento mais hiperativo.
Dentro do grupo SHR, no rearing 1 (R1), o grupo SHR NADO teve um grau
inferior quando comparado ao SHR SED (F (3, 56) = 47,91;P < 0,0001),
porém,no R2 (F (3, 56) = 29,53; P < 0,0001) até o R4 (F (3, 56) = 30,60; P <
0,0001) o grupo SHR NADO apresentou um maior numero de rearings em
relacdo ao SHR SED mostrando um aumento na atividade exploratdria do nado
nesse minuto. No R5(F (3, 56) = 26,98; P < 0,0001), houve apenas diferencado
grupo SHR e 0 KWY.O grupo KWY NADO teve niveis melhores que o KWY
SED no R4 e R5, sugerindo o efeito positivo do nado gestacional sobre o

resultado da tarefa.

Com relagcdo ao numero total de crossing, os resultados mostram uma
diferenca significativa entre os grupos (F (3, 56) = 6,626; P = 0,0007), onde o0s
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Ratos SHR mostraram um maior numero de crossing, possivelmente
confirmando o comportamento hiperativo destes animais. Ndo ha efeito do
nado gestacional em relacdo ao numero total de crossing realizados pelos
animais. Ndo houve diferenca significativa com relacdo a laténcia no teste
(Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis analisadas do teste de Campo Aberto. Os dados estao expressos como média tEP
dos valores absolutos

Nt]me.ro total de Laténcia
crossing
KWY SED 63,8 + 5,586 7,5+3,172
KWY NAD 66,8 +4,57 3,1+0,615
SHR SED 83,2 +5,839* 140,331
SHR NADO 92,4 + 4,415* 0,940,228

P < 0,05 ANOVA de uma via. Diferenc¢a entre os grupos KWY e SHR e dentro do grupo SHR (NADO e
SED).
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Figura 7. Namero de Cruzamentos. Os dados estdo expressos como média +EP do nimero de
cruzamentos realizados pelo animal por minuto no teste. N= 9-16. * Diferenca dos grupos em relacéo ao
grupo KWY SED # diferenca entre os modelos SHR e KWY.
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Figura 8. Numero de Rearings. Os dados estéo expressos como média +EP em relagdo ao nimero de
rearings realizados pelo animal por minuto no teste. N= 9-16. * Diferenca dos grupos sobre o KWY SED #
diferenca entre os modelos SHR e KWY.

4.3.2 Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz elevado é um teste bem estabelecido para
determinar os niveis de impulsividade nos ratos (Ko et al, 2013). A laténcia nos
bracos abertos é apresentada na figura 9B. O grupo SHR SED ficou mais
tempo nos bragos abertos do que os demais grupos (ANOVA (F (3, 53) =
5,163; P < 0,05), demonstrando um aumento na atividade impulsiva. O grupo
SHR NADO permaneceu mais tempo nos bracos fechados (Figura 8A) em
relacdo aos demais grupos (F (3, 53) = 2,823; P = 0,0475), demonstrando que

0 nado inibiu a impulsividade nos ratos TDAH.
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Figura 9. Labirinto em Cruz Elevado. As laténcias (s) estdo expressas como média +EP no(A) tempo nos
bracgos fechados, (B) tempo nos bragos abertos. * Diferenga dos grupos em relacdo ao KWY SED **
Diferenca entre NADO e SED.
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Tabela 2. Variaveis analisadas do teste de labirinto em cruz elevado. Os dados estédo expressos como
média +EP dos valores absolutos.

TF
EF
REANRING
TA
EA

AR
HEAD
LATENCIA

TA/TF
BF

KWY SED

74,0 £ 8,51
51 £0,418
2,2 £0,403
68,0 +6,411
4,9 +0,387
5,8 £0,655
3,5 £0,328
29,6 +3,734

1,37 +£0,266

2 £0,611

KWY NADO

53,5+ 14,381
2,7 £14,381*
1,1 £0,377

76,9 +9,074*
4,7 +0,449
58 £0,615
5,7 £0,739

25,2 +5,361
56 +2,729

16 £0,472

SHR SED

83,2+ 14,054
7,3 £0,676

10 +£1,037*
114,6 +£12,817*
7,5 £0,701*
4,0 +0,658
11,2 £1,192
10,2 +2,851

2,1 £0,485

0

SHR NADO

110,1 £ 17,42*
7,1 +£0,499*
9,8 +£1,4711*
95,4 +10,05*
6,5 £0,633
4,9 +0,434
9,1 £0,877
13,2 +3,097

1,3 £0,322

0

P < 0,05 ANOVA. *Diferenc¢a entre os grupos KWY e SHR e dentro do grupo SHR (NADO e SED).

4.3Reconhecimento de Objeto

N&o foi encontrado diferenca significativa no teste de reconhecimento de
objeto. O nado gestacional ndo teve efeito na realizacdo da atividade
exploratoria na memoaria do objeto 2 de curta duracéo (3h) (F(3, 60) = 1,112;
p = 0,354).
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Figura 10. Tempo de exploragdo (s) +EP dos grupos no objeto 2 na memdria de curta duragéo (3 horas)..
N= 9-16 animais por grupo.
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4.4 Analises Bioquimicas

4.4.1 Captacao de Glutamato

No DPN 45 os animais foram eutanasiados e suas estruturas
coletadas para a realizagdo das analises bioquimicas. Evidenciou-se uma
diferenca significativa nos resultados da captacdo de glutamato(F (3, 19) =
5,995; P = 0,0047), havendo uma diferenca dentro dos grupos SHR e KWYe
uma diferenca entre 0 os animais do grupo KWY NADO e SHR NADO em
relagdo ao grupo KWY SED (Figura 11), mostrando que o exercicio fisico
durante a gestacdo aumenta a captacédo de glutamato, e assim, havendo uma

tendéncia ao efeito neuroprotetor sobre a prole.

1.5 * *

1.0 I

0.57

Glutamate Uptake
(COM/nmol/mgprot/min)

0.0~ T T T

Figura 11. Captagdo de glutamato. Os dados estédo expressos como média +EP da captacao de
glutamato (COM/nmol/mgprot/min). N= 6 animais por grupo. * Diferenca dos grupos sobre o KWY SED. **
Diferenca entre NADO e SED. P<0,05 entre 0 KWY SED e SHR NADO.

4.4.2 Concentracdo de BDNF e GFAP

N&o houve diferencas significativas sobre a concentracdo de BDNF na
prole. Entretanto, na concentracdo de GFAP foi encontrada uma diferenca
significativa de aumento dos niveis de GFAP entre os grupos SHR NADO e
KWY SED (F (3, 26) = 5,671; P = 0,0040). H4 uma tendéncia de influéncia do
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nado gestacional sobre o aumento da concentracdo de GFAP, mas com 0 erro

ainda alto ndo houve diferenca significativa entre o tratamento e o controle

(Figura 11).
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Figura 12. Western Blotting Concentracdo de (A) BDNF e (A) GFAP. Os dados estdo expressos como
média +EP do controle %. N= 8 animais por grupo. ** Diferenca entre SHR NADO e KWY SED,P<0,05.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, estudamos o efeito do protocolo de nado
gestacional em ratos modelo de TDAH como alternativa de neuroprotecédo da
prole. Os ratos SHR foram utilizados como modelo animal de TDAH pois
exibem hiperatividade, impulsividade (Kim et al., 2011; Prediger et al., 2005) e
déficit de memodria (Sagvolden, 2000) quando comparados com 0s ratos
controle Wistar Kyoto.

Verificou-se que o nado materno nao teve efeito sobre o comportamento
hiperativo dos animais, porém, promoveu a reducdo da impulsividade, além de
induzir alteracdes astrocitarias no hipocampo da prole, como o aumento das
concentractes de GFAP e da captacdo de glutamato.

Os ratos SHR exibiram hiperatividade no teste de campo aberto,
enquanto o controle KWY né&o apresentaram quaisquer sintomas de TDAH,
como descrito na literatura (Ji et al.,2014; Kim et al., 2011).

Tem sido amplamente aceito que o exercicio regular desempenha um
papel crucial para melhorar a estrutura do cérebro e funcédo cognitiva. O
exercicio fisico aumenta a neurogénese e a liberacdo de neurotransmissores,
facilitando a maturag&o neuronal e melhorando a habilidade de aprendizagem e
capacidade de memodria em doencas neuropsiquiatricas (Jee et al, 2008; Kim et
al, 2010; Kim et al, 2013; O'Dell et al, 2007). Nos pacientes pediatricos com
TDAH, a atividade fisica parece melhorar os problemas de comportamento
social e reduz a hiperatividade (Majorek et al, 2004). O efeito do treino em
esteira na melhora dos sintomas de TDAH nos animais SHR foi demonstrado
(Kim et al, 2011). A natacdo parece ser benefica para o tratamento do TDAH
como, por exemplo, no caso do atleta olimpico Michael Phelps (Baron, 2010).

Uma forma de analisarmos o desenvolvimento dos animais é através do
ganho de peso corporal. Um estudo mostrou que o exercicio durante a gravidez
poderia criar uma competicdo entre a glicose para os musculos da mée e os
muasculos placentarios, o que influenciaria no desenvolvimento do feto
(Matsuno, Esrey, Perrault, & Koski, 1999). Outros estudos sugerem que 0
exercicio regular durante a gravidez pode melhorar o crescimento placentario,
aumentar o crescimento fetal e aumentar o peso ao nascer (H. H. Lee et al.,

2006) e que o nado gestacional pode aumentar esse ganho de peso. Em nosso
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estudo, observamos efeito do nado materno, sobre essa medida, apenas nos
primeiros 7 dias de vida, onde os grupos SHR e KWY NADO tiveram aumento
dos seus pesos signifitivamente maiores do que o KWY SED.

O desenvolvimento posnatal é caracterizado, dentre muitos aspectos,
pela maturacdo de reflexos neurologicos e coordenacéo motora (Lubics et al.,
2005). Reflexo de endireitamento, geotaxia negativa e marcha refletam as
respostas no desenvolvimento motor e atividade orientada pelo sistema
vestibular (Lubics et al., 2005). DPN14 foram realizados testes de
desenvolvimento senso@rio-motor para verificar o efeito do nado sobre possiveis
defictis no desenvolvimento sensério-motor causados pelo TDAH. Entre as
medidas de desenvolvimento sensoério-motor abordadas (Figura 6), apenas o
teste de marcha mostrou efeito significativodo nado no modelo de TDAH.
Sendo assim, apresentando melhor coordenagdo motora que o0s demais
grupos.

O teste de campo aberto analisa simultaneamente locomocédo e
exploracdo (Walsh & Cummins, 1976) e € muito utilizado para avaliar o
comportamento hiperativo no transtorno de deficit de atencdo em ratos SHR
(Davids et al., 2003). O numero de crossings e a frequencia de rearings é
usado para medir atividade locomotora e exploratoria e em alguns casos
ansiedade (Gould, Dao, & Kovacsics, 2009). Os resultados mostraram uma
diferenca entre os ratos SHR e KWY, onde os ratos modelo deTDAH
demonstram umaumento na atividade exploratoria nos animais modelo TDAH
(Figura 7 e Figura 8), confirmando a sintomatologia do TDAH. Nao foi
encontrado efeito do nado materno sobre este sintoma.

O teste de labirinto em cruz elevado € usado para analisaro nivel de
impulsividade e ansiedade (Ko et al.,, 2013) em ratos modelo de TDAH. O
comportamento de impulsividade esta presente quando o rato permanece mais
tempo nos bracos abertos do que nos bracos fechados (Ko et al, 2013). Os
resultados deste trabalho mostram que os ratos SHR SED permaneceram mais
tempo nos bracos abertos, sendo assim, comprovando o comportamento
impulsivo do modelo. Entretanto, o grupo SHR NADO permaneceu mais tempo
nos bracos fechados em relacdo ao grupo SHR SED, mostrando um possivel

efeito do nado durante a gestacao, diminuindo o comportamento impulsivo dos
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animais. Este resultado € corroborado por autores que mostraram o efeito do
nado sobre os sintomas de impulsividade em ratos SHR (Ko et al., 2013).

O teste de reconhecimento de objetos é utilizado para avaliar a memoria
de aprendizado de longa e de curta duracédo (Raber et al., 2004). Neste estudo
foi analisado apenas a memoria de curta duracdo (3 horas) e ndo houve
diferenca significativa. Robinson e Bucci (2013) mostraram haver uma melhora
na memoria de aprendizado em ratos wistar onde as maes fizeram exercicio
fisico durante a gestacdo. Porém, em ratos SHR né&o foi encontrado estudos
gue explique o resultado neste trabalho.

Existem vérios estudos que relatam o efeito benéfico do exercicio sobre
as funcdes cerebrais, tais como melhora no aprendizado e na memoria
(FORDYCE & WEHNER, 1993; Kramer et al., 1999), sobre a funcdo cognitiva
(Laurin, 2001) e auxilia na recuperacdo de lesdes cerebrais traumaticas em
humanos (D. N. Lee, Craig, & Grealy, 1999). Esses estudos atribuem a melhora
cognitiva induzida pelo exercicio fisico ao fato de provocar alteragbes em vias
de sinalizacdo e em regides especificas do hipocampo, aumentando a
proliferacdo celular e a neurogénese no giro denteado da prole de ratas
gravidas submetidas a natacdo durante a gestacao (H. H. Lee et al., 2006).

Atividade fisica e experiéncias de aprendizado provocam alteracdes na
morfologia astrocitaria (Gibbs et al., 2008; Rothstein et al., 2005) devido ao seu
envolvimento na barreira hematoencefalica (Correale & Villa, 2009). Glutamato
€ o principal neurotransmissor do SNC. Exercicios fisicos induzem a mudanca
na funcao do sistema glutamatérgico influenciando na producéo e na funcéo de
neurénios (Henriette Van Praag, 2008), prevenindo a excitotoxidade e elevando
os niveis de BDNF (Neeper et al. 1995).

Estudos indicam que a interacdo entre os sistemas dopaminérgico,
serotoninérgico e glutamatérgico podem influenciar o comportamento e/ou a
cognicdo, dois elementos que séo afetados pelo TDAH (Gainetdinov et al,
2001; Miyamoto et al, 2001; Mohn et al, 1999). Existem evidéncias de que o
TDAH é associado com anormalidades na via glutamatérgica, pelo menos em
alguns casos (Maltezos et al, 2014). Esta evidéncia levou ao desenvolvimento
de drogas moduladoras do glutamato como potencial tratamento para o TDAH.
Além disso, estudos sugerem o papel do sistema glutamatérgico na regulacao

da fungc&o motora. (Zhang et al, 2002). Os dados do presente estudo sugerem
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um possivel aumento do metabolismo glutamatérgico evidenciado pelo
aumento da captacdo de glutamato pelos astrécitos hipocampais dos animais
SHR cujas maes nadaram durante a gestagdo, associado ao aumento do
conteudo de GFAP astrocitario (maltezos et al, 2014). Uma vez que o sistema
glutamatergico parece estar envolvido nas alteragbes comportamentais e
motoras no TDAH, pode-se sugerir que, na presente pesquisa, este possivel
aumento do metabolismo glutamatérgico possa estar relacionado a melhora da
impulsividade nos animais SHR NADO. Drogas que aumentam a
neurotransmissdo glutamatergica inibem a hiperatividade/ impulsividade
(Gainetdinov et al, 2001).

A proteina GFAP é um marcador confiavel para identificacdo de
astrocitos maduros, além de ser uma proteina de citoesqueleto necessaria para
a formacdo de processos astrociticos estaveis (Weinstein et al. 1991). Neste
trabalho foi observado um aumento de imunoconteddo de astrécitos GFAP
hipocampais, nos ratos em que as maes realizaram o protocolo de nado
gestacional. Outros estudos também demonstraram que o exercicio fisico &
capaz de produzir efeitos semelhantes, mas em outras regides encefalicas
(Komitova et al., 2005; Li et al. 2005; Uda et al., 2006). O aumento na
densidade de astrocitos e na expressao de GFAP pode ser resultado do
aumento do metabolismo astroglial e da sintese de proteinas, em resposta ao
acréscimo na demanda fisiolégica gerada pela pratica de atividade fisica
(Eddleston e Mucke 1993).

O BDNF é um fator neurotréfico muito importante para o SNC. Possui a
funcdo de regular a diferenciacdo e a sobrevivéncia neuronal durante o
desenvolvimento e, também, estd incluido nos processos de plasticidade
sinptica hipocampal na idade adulta (Tapia-Arancibia et al., 2004) e defeitos
nessas funcbes podem contribuir para a ansiedade e déficits cognitivos
(Greenberg et al., 2009). Kim et al. (2011) mostrou que exercicio fisico em
esteira durante 30 minutos por dia apresentaram efeito alivio da mais potente
sobre a hiperatividade em ratos de TDAH. No entanto, neste trabalho, a
natacdo durante a gravidez ndo mostrou diferenca significativa, sendo assim,
pode-se dizer que o protocolo de nado nédo foi eficiente, visto que muitos
artigos consta uma melhora na expressédo de BDNF no hipocampo, aliviando os

déficits na capacidade de aprendizado espacial, em ratos modelo de TDAH que
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realizaram exercicio em esteira (H. Kim, Lee, Kim, Yoo, & Kim, 2007; K. Kim et
al., 2012).

Neste estudo o nado gestacional aparenta ter reduzido a impulsividade
na prole dos ratos SHR e assim, pode-se dizer que houve um possivel
envolvimento dos astrocitos e do sistema glutamatérgico pela promocao desse
beneficio. Entretanto, ndo houve melhora nos demais parametros
comportamentais de hiperatividade e de memoéria de curta duracdo, que se
relaciona com os niveis de BDNF hipocampal que também néo foi alterado.
Uma hipotese para esse resultado € o tempo de duracdo da pratica do nado
materno ter sido insuficiente para que houvesse alteracao nos niveis de BDNF,
e assim, promover melhora nos parametros comportamentais e bioquimicos
analisados (Gémez-Pinilla et al., 2002; H. H. Lee et al., 2006; Liu et al., 2014;
Molteni et al., 2004; Oliff, Oliff, & Berchtold, 1998H. H. Lee et al., 2006).

O TDHA também afeta outras regibes do cérebro, como o CPF e o
estriado (Davids et al., 2003; Hopkins, Sharma, Evans, & Bucci, 2009; Oades,
Dauvermann, Schimmelmann, Schwarz, & Myint, 2010; Sagvolden et al., 2009;
Winstanley et al., 2006) e também altera a funcionalidade dos sistemas
dopaminérgicos e serotonérgicos (Davids et al., 2003; Maltezos et al., 2014;
Sagvolden et al., 2009; Winstanley et al., 2006). Com isso, pela falta de
estudos evolvendo astrocitos e exercicio fisico e pela ndo eficacia do protocolo
de nado gestacional, trazemos como perspectivas desse trabalho
melhoramento do protocolo de nado e analises bioquimicas no CPF e no

estriado, regides importantes evolvidas no TDAH.
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6 CONCLUSAO

Com os resultados apresentados nesse trabalho, podemos concluir que
0 nado gestacional é capaz de aumentar a captacdo de glutamato em
astrocitos do hipocampo, contudo néo foi possivel evidenciar alteracdes nos
niveis de BDNF e eficiéncia sobre os parametros sensorio-motores e
congnitivos. Ainda, apresentou uma tendéncia a promoc¢do da
neuroprotecao através do aumento de GFAP envolvida na funcionalidade
dos astrocitos. Logo, com o melhoramento do protocolo de nado gestacional
e andlises do cortex pré-frontal e estriado, estruturas envolvidas no TDAH,
poderemos avaliar melhor o efeito do nado, dando continuidade a este

estudo.
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