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RESUMO

Introducdo: O periodo intrauterino, a infancia e a adolescéncia sdo caracterizados como
fases criticas devido a alta plasticidade. Eventos que ocorrem nessas fases moldam o padrdo
de satde do individuo ao longo da vida. Tentando mimetizar situacfes adversas que ocorrem
em seres humanos como a restricdo de crescimento intrauterino (RCIU), que é definida
como condi¢do em que o feto ndo alcanca o tamanho esperado para certa idade gestacional,
podem ser utilizados modelos animais. Animais que sofreram RCIU apresentam alteracdes
na alimentacdo e no padrdo de exercicio fisico voluntario. Assim, é possivel que a préatica
regular de atividade fisica durante o desenvolvimento seja um importante fator modificador
do comportamento nesses individuos. O objetivo deste trabalho foi avaliar se a exposic¢éo ao
exercicio fisico voluntario durante o desenvolvimento, em um modelo animal de RCIU,
afeta 0 comportamento alimentar, o peso, 0 metabolismo e a preferéncia por atividade fisica
na vida adulta. Além disso, foram explorados possiveis mecanismos associados as alteragdes
de comportamento com foco no sistema dopaminérgico mesocorticolimbico e nigroestriatal
em ratos. Métodos: Ratas Sprague Dawley prenhes foram randomizadas para o grupo
controle (Ad libitum - AdLib), que recebeu dieta padrdo ad libitum ou grupo restricdo 50%
(GR50%), que recebeu 50% do consumo habitual de genitoras alimentadas ad libitum. As
dietas foram oferecidas a partir do dia 10 até o dia 21 de gestacdo. Em até 24h apos o
nascimento, foi realizada a adogdo cruzada formando os grupos: AdLib/AdLib (grupo
controle), GR50%/AdLib (grupo RCIU). O desmame ocorreu no dia 21 de vida dos filhotes,
sendo que estes foram randomizados por peso, ficando trés machos por caixa, e expostos ao
exercicio ou ndo conforme 0s seguintes grupos: a) Roda trancada (RT); b) Roda livre (RL);
c) Sem roda (SR). Foram avaliados: a quantidade de exercicio fisico voluntario medido por
24h nos dias 35, 49 e 63 de vida e, na vida adulta, o consumo de racdo palatavel, a
preferéncia condicionada por lugar induzida pela roda de corrida, os exames bioguimicos,
assim como os niveis de receptores D2 no estriado e no nucleo accumbens (NAc). As
comparagOes entre 0s grupos neonatais (controle e RCIU) foram realizadas separadas por
exposicdo ao exercicio (RT, RL ou SR). Resultados: Néo foi encontrada diferenca entre os
grupos RCIU e controle com relagdo a quantidade de exercicio fisico realizado,
independentemente do tipo de exposicdo ao exercicio ao longo do desenvolvimento. No
teste de condicionamento por lugar, os animais RCIU expostos a RT condicionaram menos
ao local pela presenca da roda de corrida quando comparados aos animais controles também
expostos a RT, no entanto essa diferenca nao apareceu quando as animais foram expostos a
RL. O consumo total de racdo palatavel e o nUmero médio de porcdes, no ciclo escuro,
foram maiores no grupo RCIU sem acesso a roda de corrida (SR). Também, somente nos
SR, o grupo RCIU pesou mais e apresentou maior percentual de gordura que o grupo
controle. Poréem, na presenca da RL, o grupo controle pesou mais que o grupo RCIU. Os
niveis de insulina foram maiores no grupo RCIU comparados ao grupo controle somente
com a RL e, nas analises do indice homeostatic model assessment (HOMA-IR), o grupo
RCIU apresentou resultados maiores, indicando maior resisténcia a insulina, do que o grupo
controle, somente nos animais SR. Ao avaliar o0s niveis de receptores dopaminérgicos D2 no
estriado e no NAc ndo foram observadas diferencas entre os grupos neonatais. Concluséo:
Foi possivel identificar que as diferentes exposi¢des ao exercicio alteraram o consumo de
alimento palatavel, o condicionamento de lugar na presenca de uma recompensa, 0 peso
corporal, os niveis de insulina e 0 HOMA-IR na vida adulta, principalmente no grupo dos
animais expostos a RCIU, que apresentam maior risco para piores desfechos
comportamentais, metabolicos e consequentemente maior chance de desenvolver doencas
cronicas. Diferentemente do esperado, ndo foram encontradas diferencas significativas entre
0S grupos neonatais expostos a RL ou RT ao longo do desenvolvimento nos niveis proteicos



de receptores D2 no nucleo accumbens e estriado. Assim, a presenca da roda de corrida livre
ou trancada durante o desenvolvimento apresentou beneficios para os animais quando
comparada a situacdo de ndo acesso a roda de corrida. Pesquisas com novos delineamentos
que envolvam o exercicio de for¢ca e o controle das varidveis de treinamento fisico deverdo
ser realizadas para complementar os resultados deste trabalho.

Palavras chave: Exercicio fisico voluntario, RCIU, roda de corrida.



ABSTRACT

Introduction: The intrauterine period, childhood and adolescence are characterized as
critical phases due to high plasticity. Events that occur at these stages shape the individual's
health pattern throughout life. Trying to mimic adverse events that occur in humans such as
intrauterine growth restriction (IUGR), which is defined as a condition in which the fetus
does not reach the expected size for a certain gestational age, animal models may be used.
Animals that have undergone IUGR show changes in food consumption and voluntary
exercise pattern. Thus, it is possible that regular practice of physical activity during
development may be an important modifying factor of behavior in these individuals. The
objective of this study was to evaluate whether exposure to voluntary physical exercise
during development in an animal model of IUGR affects feeding behavior, weight,
metabolism and preference for physical activity in adult life. In addition, possible
mechanisms associated with behavioral changes with focus on the mesocorticolimbic and
nigrostriatal dopaminergic system in rats were explored. Methods: Time-mated pregnant
Sprague Dawley rats were randomized to the control group (Ad libitum - AdLib), which
received ad libitum standard chow; or 50% restriction group (GR50%), receiving 50% of the
ad libitum-fed dam’s habitual intake. These diets were provided from day 10 until day 21 of
gestation. Within 24 hours after birth, pups were cross-fostered, forming two groups: AdLib
/ AdLib (control group), GR50% / AdLib (IUGR group). Weaning occurred on the 21st day
of pups’ life. Pups were randomized by weight and three males were allocated per cage, and
exposed to exercise or not according to the following groups: a) Locked running wheel
(RT); b) unlocked running wheel (RL); ¢) Without running wheel (SR). The following
variables were evaluated: the amount of voluntary physical exercise measured for 24h on
days 35, 49 and 63 of life and, in adult life, the consumption of palatable food, conditioned
place preference (CPP) induced by running wheel, biochemical tests, as well as the levels of
D2 receptors in the striatum and nucleus accumbens (NAc). The comparisons between the
neonatal groups (control and IUGR) were performed separately by exercise exposure (RT,
RL or SR). Results: There was no difference between the IUGR and control groups
regarding the amount of physical exercise performed, regardless of the type of exercise
exposure during the development. In the CPP test, the IUGR animals exposed to RT
conditioned less to the light side by the presence of the running wheel when compared to the
control animals also exposed to RT, however this difference did not appear when the
animals were exposed to the RL. The total consumption of palatable chow and the average
number of bouts in the dark cycle were higher in the IJUGR group without access to the
running wheel (SR). Also, only in SR, the IUGR group weighed more and had a higher
percentage of abdominal fat than the control group. However, in the presence of RL, the
control group weighed more than the IUGR group. Insulin levels were higher in the IUGR
group compared to the control group only with the RL and, in the homeostatic model
assessment (HOMA-IR) analyzes, the IUGR group presented higher results indicating
greater insulin resistance than the control group, only in SR condition. When assessing
levels of dopaminergic D2 receptors in the striatum and NAc, no differences were observed
between the neonatal groups. Conclusion: It was possible to identify that the different
exposures to exercise altered the consumption of palatable food, the conditioning place
preference in the presence of a reward, body weight, insulin levels and HOMA-IR in adult
life, mainly in the group of animals exposed to IUGR, who are at greater risk for worse
behavioral, metabolic outcomes and, consequently, a greater chance of developing chronic
diseases. Differently from expected, no significant differences were found between neonatal
groups exposed to RL or RT throughout development in D2 receptors protein levels in the



NAc and striatum. Thus, the presence of the running wheel unlocked or locked during the
development presented benefits for the animals when compared to the situation of non
access to the running wheel. Research with new designs that involve strength exercises and
control the physical training variables should be performed to complement the results of this

research.

Keywords: voluntary physical exercise, IUGR, running wheel.
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1. INTRODUCAO

Nos anos de 1980 surgiu a hipotese do fenotipo poupador propondo que a
exposicdo a um ambiente desfavordvel no inicio da vida, principalmente insuficiéncia
nutricional, levaria o feto a ser “metabolicamente programado” com o objetivo de
economizar energia, em favor do crescimento e da sobrevivéncia, porém uma série de
alteracOes na vida adulta como sobrepeso, aterosclerose e resisténcia a insulina estariam
ligadas a esta forma persistente de “programacdo” (BARKER et al., 1993; GODFREY e

BARKER, 2000; SINGHAL et al., 2004; SINGHAL et al., 2007).

Além do periodo intrauterino, a infancia e a adolescéncia também séo
caracterizadas como fases criticas devido a alta plasticidade (KHAZIPOV e
LUHMANN, 2006; CREWS et al., 2007). Portanto eventos que ocorrem em periodos
plasticos do desenvolvimento podem ajudar a moldar a salude do individuo
(BERENSON et al., 1998; TWISK et al., 1997). Assim, a exposicdo a um estimulo
adverso pode ter consequéncias ruins e causar alteracdes persistentes no funcionamento

do organismo (SILVEIRA et al., 2007).

A restricdo de crescimento intrauterino (RCIU), condicdo em que o feto nédo
alcanca o tamanho esperado para certa idade gestacional, esta relacionada a causas
intrinsecas e/ou extrinsecas, sendo que um importante fator envolvido no crescimento
fetal € a passagem de nutrientes através da placenta. A disponibilidade dos nutrientes
pode ser afetada pelo estado nutricional materno, dieta materna, exposi¢cdo ao alcool,
fumo, poluentes e determinados fatores sociais durante a gestagéo (CETIN, MANDO e
CALABRESE, 2013). H& associacdo entre a RCIU e elevadas taxas de morbidade e
mortalidade que podem variar conforme o tipo de restricdo. Para Barker (2004), os

eventos ocorridos na vida fetal, juntamente com a exposi¢do aos fatores ambientais ao



longo da vida, levariam ao maior ou menor risco de aparecimento de doengas cronicas
na vida adulta (BARKER et al., 1989; GODFREY e BARKER, 2001), tais como
doencga cardiovascular (Barker et al., 2005), hipertensdo arterial (LAW et al., 2002),
resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 (BARKER, 1999; ERIKSSON et al.,

2002) e obesidade (RAVELLI et al., 1999; PILGAARD et al., 2011).

Em humanos, a RCIU estd relacionada com alteracbes no comportamento
alimentar, sendo que ja foi observada preferéncia por carboidratos (BARBIERI et al.,
2009) e por alimentos ricos em gordura e/ou agUcar na vida adulta (LUSSANA et al.,
2008; DALLE MOLLE et al., 2015b). Resultados semelhantes foram encontrados em
animais que sofreram RCIU que demonstraram preferéncia por alimento palatavel (dieta
rica em agUcar e gordura), e essa preferéncia estd relacionada com altera¢cbes nos
sistemas opioide (LAUREANO et al., 2016) e dopaminérgico (ALVES et al., 2015;
DALLE MOLLE et al., 2015a). Além das alteracGes na alimentacdo, também foram
observadas diferencas no padrdo de exercicio fisico voluntario em animais que sofreram
RCIU. Esses animais apresentaram modificacbes nos niveis de exercicio fisico
voluntario quando adultos, sendo essa diferenca sexo-especifica. Machos com RCIU se
exercitam menos e as fémeas com RCIU se exercitam mais comparados ao grupo
controle (CUNHA et al., 2015). Todos esses estudos demonstraram que adversidades
vivenciadas no periodo inicial da vida se relacionam com alteragcbes na ingestao
alimentar e também na atividade fisica, sendo essa Ultima, um componente sensivel a
mudancas relacionadas a intensidade do exercicio fisico (D'ORNER, 1974;

WATERLAND, 2014).

Evero et al. (2012) mostraram que o exercicio fisico atua diretamente em regides
corticais responsaveis pela recompensa alimentar produzindo reducgdes das respostas

neuronais, causando menor ingestdo alimentar, prazer e motivacao pelo alimento. Tanto



o hipotdlamo, que atua na regulacdo homeostatica, quanto determinadas areas do cortex
e do sistema mesocorticolimbico, responsaveis pelo entendimento das experiéncias
prévias com diferentes alimentos, recompensas e emogdes estdo envolvidas no controle
do comportamento alimentar (ZHENG et al.,, 2005, MORTON et al., 2006;
BERTHOUD e MORRISON, 2008; NOGUEIRAS et al., 2012). A via de neurdnios
dopaminérgicos que compreende a area tegumentar ventral (VTA), o ndcleo accumbens
(NAc) e o cortex pré-frontal é aceita como o principal circuito envolvido nos
comportamentos motivacionais associados a recompensa (VOLKOW e FOWLER,
2000; BAIK, 2013; SCHULTZ, 2013). Outra via dopaminérgica importante é a via
nigroestriatal, que inicia no VTA e termina no estriado, e estd envolvida no controle da
atividade motora (MACHADO e HAERTEL, 2013). Os receptores de dopamina
(DARs), que pertencem ao grupo de receptores acoplados a proteina G, estdo
amplamente distribuidos pelo sistema nervoso central (SNC) e as fungdes de alguns
desses receptores nas vias mesolimbica e nigroestriatal sdo bastante estudadas. Na
familia de receptores D1-like incluem-se os DARs D1 e D5, enquanto que os DARs da
familia D2-like consistem em D2, D3 e D4 (SCARR et al., 2013; RANGEL-BARAJAS
et al., 2015). Os receptores de dopamina do tipo D2 estdo envolvidos tanto no controle
da locomocdo (ZHANG et al. 2007) quanto no condicionamento por recompensa
(MISSALE et al. 1998) e inibem o acumulo da AMPc (cyclic adenosine
monophosphate) intracelular e da proteina quinase A (PKA) (BEAULIEU e
GAINETDINOQV, 2011). No NAc e no estriado, esses receptores D2 quando inibidos
prejudicam o condicionamento a recompensa, e desempenham importante papel na
ansiedade, depressdo e abuso de drogas (MISSALE et al., 1998; BEAULIEU e

GAINETDINQV, 2011; RANGEL-BARAJAS et al., 2015).



Assim, a pratica regular de atividade fisica, principalmente durante o
desenvolvimento, pode ser um importante fator modificador do comportamento que
proporciona bem-estar fisico e emocional, além de possibilitar evolu¢es na qualidade
de vida (MINOR et al., 1989; PAFFENBARGER et al., 2001), melhorar o estado de
humor, e combater a obesidade (GURWITZ, 2000; SHARP, 1998). Ao contrario, a
inatividade fisica esta associada a um aumento do risco de desenvolvimento de uma

série de doencas degenerativas e cronicas (MINOR et al., 1989).
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Is willingness to exercise programmed in utero? Reviewing sedentary behavior and

the benefits of physical activity in intrauterine growth restricted individuals

Short title: Fetal programming of energy expenditure

ABSTRACT

Obijective: The literature suggests that a fetus will adapt to surrounding adversities by
optimizing its use of energy to improve survival, ultimately leading to the programming
of the individual’s energy intake and expenditure. While recent reviews focused on the
fetal programming of energy intake and food preferences, there is also some evidence
that fetal adversity is associated with diminished physical activity levels. Therefore, we
aimed to review a) the evidence for an association between being born IUGR and
sedentarism over the life-course and b) the potential benefits of physical activity over
cardiometabolic risk factors for this population. Sources: PubMed, Scielo, Scopus and
Embase. Summary of findings: Most clinical studies that used objective measures found
no association between IUGR and physical activity levels, while most studies that used
self-reported questionnaires revealed such relationships, particularly leisure time
physical activity. Experimental studies support the existence of fetal programming of
physical activity, and show that exposure to exercise during IUGR individuals' life
improves metabolic outcomes but less effect was seen on muscle architecture or
function. Conclusions: Alterations in muscle strength and metabolism, as well as altered
aerobic performance, may predispose IUGR individuals to be spontaneously less
physically active, suggesting that this population may be an important target for
preventive interventions. Although very heterogeneous, the different studies allow us to
infer that physical activity may have beneficial effects especially for individuals that are

more vulnerable to metabolic modifications such as those with IUGR.

Keywords: DOHaD; IUGR; physical activity; sedentary behavior



Introduction:

The Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) concept aims to study the
consequences that adverse events occurring during early phases of human development
have on disease and health patterns over the life course 2. Another interesting aspect
related to this field of research relates to the programming of a behavior, such as food
intake, feeding preferences or willingness to engage in physical activities, that
ultimately may contribute to the development of such diseases. While most of DOHaD
field has focused on how fetal programming may affect histological, anatomical or
metabolic markers, it is intriguing to think that neurobiological changes that affect
behaviors may also be equally affected by adversity in vulnerable periods such as fetal
life/infancy/adolescence. Behaviors involving “will” or “choices” are usually closely
associated to free will in human nature, and it may be uncomfortable to suggest that this
may be shaped by neurologic and genetic determinants and influenced by the
environment @, Is it possible that the biological parameters can define our own free
selves? As stated by David Goldman, “individual free will, and by extension the
autonomy of groups of people, are parameters whose existence can be derived from the
inheritance of cognitive structures and variation in these structures due to
neurodevelopmental adaptation” @)

One way to measure intrauterine adversity relates to poor fetal growth. Intrauterine
growth restriction (IUGR) is the inability of the fetus to achieve its full potential growth
“ which can be caused by, but no restricted to, placental insufficiency © ®, maternal
malnutrition and smoking ”, congenital infections and anomalies, drugs, obesity and
chromosomal abnormalities “ ®. The estimated burden of IUGR is very high
considering that in low and middle-income countries, for instance, IUGR accounts for

27% of live births ©. Additionally, IUGR has been linked to non-communicable



diseases later in life, such as metabolic syndrome @ % type Il diabetes “* and
cardiovascular diseases 2.

The thrifty phenotype hypothesis proposes that the fetus adapts to surrounding
adversities (e.g. lack of nutrients) by optimizing its use of energy to improve survival &
2 This ultimately leads to the programming of the individual’s energy intake and
expenditure “**®. Regarding energy intake, our group has spent the last few years
studying the programming of food preferences towards highly caloric palatable foods
(1621) On the other hand, it is interesting to acknowledge that adverse events in the early
development can cause behavioral consequences. When considering the expenditure,
there is also evidence that this population may have diminished physical activity levels
(2223 " contributing to increased storage and consequent predisposition to altered
metabolic states.

Experimental studies have shown that IUGR offspring are less active when compared to
those born with normal birth weight @ Evidence of lower levels of leisure-time
physical activity and increased levels of sedentary behavior have already been
demonstrated by some clinical studies “* 6%, while others have reported controversial
results, without any association between low birth weight and lower levels of physical
activity G139,

Additionally, considering the detrimental effects of IUGR later in life, some studies
have also focused on the potential benefits that physical activity can have on metabolic
outcomes of this at-risk population ©. It appears that exercise may attenuate
cardiometabolic risk factors such as glucose intolerance ®, insulin resistance ©® and

poor lipid profile ®Jespecially in the IUGR population in which these risk factors are

more prevalent.



In this review we summarize the available clinical and experimental evidence regarding:
1) the effects of IUGR on sedentary behavior and physical activity levels, and 2) the
potential benefits of exercise interventions to attenuate negative cardiometabolic effects
of IUGR. Furthermore, we explore some mechanisms that are likely implicated in these

associations.

Clinical evidence of the fetal programming of energy expenditure

The general environmental message during intrauterine life of an IUGR fetus is of a
paucity of nutrients, therefore organs and systems are programmed to save energy ®°.
The fetal programming of energy expenditure, including diminished physical activity
levels and body lean mass, saves energy for growth and fat accumulation. Additionally,
muscle strength is directly associated with physical activity levels “?, so it is likely that
IUGR individuals may exercise less because of lacking appropriate musculature “*42).

There is a large heterogeneity in the literature regarding the study of variables related to
sedentarism and physical activity. While some studies use objective measurements,
such as accelerometer, others use self-reported questionnaires and measures such as
leisure time physical activity (LTPA). Accelerometer, for instance, can estimate total
activity with an average counts per minute (cpm) over the valid measurement period*
*). The cut off to define moderate to vigorous physical activity also uses the average

cpm but in terms of time spent each day on such activity “°.

Nonobjective
measurements include LTPA, measured through questionnaires that evaluate the
frequency and duration of different conditioning (such as running, swimming) and non-
conditioning (such as gardening, household work) activities®® *". Different

questionnaires have been validated for different time frames, ranging from a recall time

of 1 week™ to 12 months “7.



Sedentarism is defined according to the time spent on physical activity and the cut off
points are also variable among the different studies, ages and methodologies used. For
instance, in adolescents a sedentary lifestyle is considered as less than 300 minutes of
physical activity per week measured through questionnaires*® whereas in adults it is

@0 Different studies convert

considered as less than 150 minutes per week
questionnaire responses into Metabolic Equivalent of Task (MET)-min/week and use
METs cutoffs to define sedentarism ©?. Similarly, sedentary behavior has been defined
as <100cpm in children using accelerometer ®%. Therefore, when considering the
different studies, one should keep in mind the specific concepts and constructs being
evaluated. We separate the studies into those using objective and self-reported

questionnaire data, and thereafter discuss the potential benefits of physical activity to

IUGR individuals. Table 1 summarizes the main characteristics of the clinical studies.

Studies using objective measures to assess the association between IUGR and physical

activity

Kehoe et al evaluated accelerometer measures in children (6 to 10 year-olds) in rural
India. There were 8% of small for gestational age (SGA) children in the sample
(considered as a birth weight of <2.5 kg) and birth weight varied from 1.57 to 4.75kg.
There were no significant associations between any of the anthropometric measures at
birth and the physical activity variables ®®. It is interesting to notice that in this study
socio economic status was negatively associated with physical activity. Although the
data were not shown, the authors described that separate analysis for SGA and preterm
were conducted and that there was a trend for SGA to be less active. It seems to us that

the definition of SGA was not adequate and the use of other definitions for SGA (i.e.:



smaller than 10th percentile or birth weight ratio <0.85) would result in a larger
proportion of low birth weight for a given gestational age in the population described.
The ALSPAC (Avon Longitudinal Study of Parents and Children) cohort
included a large sample of school-aged children and there was no relationship between
physical activity levels, measured through accelerometer, and any of the neonatal
anthropometrics measurements (birth weight, ponderal index, head circumference) or
gestational age “®. Birth weight was used as a continuous variable but the study did not

categorize individuals as SGA or IUGR.

Another study included four birth cohorts from European countries and Brazil 2 and
found no significant association between birth weight and objectively measured
physical activity. The cohort from Brazil that was included in this study revealed results
in the opposite direction, with higher birth weight being associated with lower levels of

activity 2.

Kaseva et al used the same methodology with accelerometer to objectively measure
physical activity levels in a cohort (Helsinki Study) of very low birth weight (VLBW)
(<1500g) young adults ®. Overall there were no differences in physical activity levels

or sedentary time between VLBW and control participants.

Hildebrand et al and Ekelund et al used the International Children’s Accelerometry
Database ! *?and found that birth weight was positively associated with sedentary time
and with waist circumference®®. There were no data regarding gestational age, so the
authors could not differentiate between low birth weight caused by IUGR or by
prematurity. In 2014 van Deutekom et al described that birth weight was not related to

either physical activity or sedentary behavior 2.



Studies using self-report questionnaires to assess the association between IUGR and

physical activity

Two other studies were performed in the previously described Helsinki cohort & 47, but
assessed physical activity through questionnaires of LTPA. The study by Kaseva et al
found markedly reduced LTPA in VLBW adults when compared to controls “7.
Kajantie et al described similar findings “®. When asked about the amount of time spent
in physical activity during their leisure time, VLBW individuals had significant less
time devoted to LTPA when compared to controls (35% versus 25%). It is important to
notice that the VLBW sample included 30% SGA, while the control sample had no
SGAs. Subgroup analysis comparing VLBW SGA and VLBW born appropriate for
gestational age (AGA) revealed no differences in any of the physical activity variables,
nor birth weight SD score and gestational age as continuous variables within the VLBW
group. In this study, IUGR does not seem to be implicated in the findings and it is likely
that the association is attributable to prematurity ©®.

In a sample of both children and adults born IUGR, teachers reported lower ability in
sports in 13 year-olds and lower self-reported LTPA in adulthood ©®¥. A meta-analysis
by Andersen et al included a wide range of age groups, from 14 to 74 years old, derived
from 13 Nordic cohorts . Both low and high birth weight were associated with lower
LTPA levels in women and men.

Some studies explored other possible factors interacting with birth weight to influence
sedentary behavior levels, such as education and socioeconomic status. A cohort of
young adults by Fernandes et al found an association between sedentary and LBW
conditioned to individuals who have higher educational levels ?. Another Brazilian
cohort revealed an inverse association between birth weight and LTPA in women but

found that socioeconomic status was also related to exercise levels ©. Hallal et al had



similar conclusions to lower birth weight being associated with sedentary behavior at
10-12 years old. Other risk factors for sedentary behavior were higher maternal
education and family income, similarly to the other two studies described. From the
different studies, it is possible to apprehend that socio-economic variables (both income
and education) deeply affect the association between birth weight and sedentary
behavior, either when comparing different social extracts within a specific community

or when comparing studies performed in countries from diverse economic profile.

Benefits of physical activity in IUGR individuals

In 2014 Gatford et al comprised a review of clinical and experimental evidence that
exercise can improve metabolic outcomes after IUGR ®®. It is clear that IUGR adults
benefit from physical activity when it comes to cardiometabolic outcomes but it is still
unclear whether these benefits are different when comparing IUGR to normal birth
weight individuals. Table 2 summarizes the main evidence about cardiometabolic
effects of exercise in IUGR individuals.

Aoyama et al studied 379 adults (20-64 years), evaluating their homeostasis
model assessment of insulin (HOMA-IR) and cardiorespiratory fitness. Lower birth
weight and cardiorespiratory fitness were associated with increased HOMA-IR, while
BMI and abdominal circumference were positively associated with HOMA-IR. Further
analysis using HOMA-IR as an independent variable, adjusted for cardiorespiratory
fitness, little modified the association between birth weight and insulin resistance.
Lifestyle factors may be more important than birth weight since the major predictor of
insulin resistance was cardiorespiratory fitness®®.

Ridgway et al evaluated a younger population (9-15 years) with accelerometer

measurements to verify whether physical activity and aerobic fitness could modify the



association between birth weight and metabolic outcomes. Birth weight was not
associated with fasting insulin, except when the model was adjusted for adolescent
waist circumference. The data were little modified even after further adjustment for
time spent exercising ®D 1t is possible that the young age of evaluation may play a role
in these findings, considering that changes in metabolism may still not be present at this
age.

One study conducted in India included young healthy men (18-22 years),
excluding obese and those using medications that could alter the glucose profile, for a
bicycle-based intervention over 6 weeks in order to evaluate changes in glucose
metabolism. Approximately half of the sample comprised men born with LBW.
Baseline data revealed no significant differences in either fasting plasma glucose or
insulin levels between LBW and normal birth weight groups. Fasting plasma insulin
levels, HOMA-IR and insulin secretion (HOMA-IS) improved equally after the
intervention in both groups ©®®. One limitation is that the study selected only healthy
individuals. Since IUGR is a known risk factor for metabolic syndrome @ %% and type
Il diabetes ™, the exclusion of individuals with altered metabolic states (obese and
those using medications) may lead to the false conclusion that they would not benefit
even more from an exercise intervention.

Redmond et al evaluated differential outcomes of an exercise intervention in the
metabolic profile of adults born small for gestational age. Individuals born with normal
birth weight had a better pre-training lipid profile (particularly total and LDL
cholesterol). Following training, group differences between total and LDL cholesterol
disappeared. The increased risk of chronic diseases in those born with IJUGR may be

attenuated through lifestyle changes such as implementing an exercise routine ©°.



Among the studies showing beneficial effects of exercise, Eriksson et al
evaluated older adults and showed that frequent or moderate weekly exercise was
associated with better glucose tolerance and this effect was even stronger among those
born with small size at birth. Furthermore, men that were born small exercised more in
adulthood than their controls, which could be interpreted as an adaptive response of
survival of the fittest in this high-risk group. ®®. Also investigating adults, Laaksonen et
al found that small size at birth was associated with metabolic syndrome features even
prior to the development of diabetes or cardiovascular disease. The association was no
longer present when regular vigorous LTPA or good cardiorespiratory fitness were
taken into consideration 9,

Two studies in adolescents were favorable to physical activity as an attenuator of
altered metabolic outcomes for those born small ® ®. The first one found that as birth
weight decreases, leptin levels increase in girls not meeting the physical activity
recommendations (>60 minutes/day of moderate to vigorous physical activity). There
was no association between leptin levels and birth weight in those meeting the physical
activity recommendations ©%. Serum leptin levels are increased in obese people, who
seem to develop a leptin resistance status, and it has already been shown that LBW is
associated with higher serum leptin levels in female adolescents ©. The second article
showed that higher levels of physical activity played a role in altering the association
between LBW and HOMA-IR €9,

Although the cohorts and studies are heterogeneous in terms of many variables
such as age, country of origin and type of physical activity, it seems that physical
training may have beneficial effects especially for individuals that are more vulnerable

to metabolic modifications such as those born with LBW.



Experimental evidence

The effects of intrauterine growth restriction on physical activity levels:

Similarly to what was described in the clinical studies, experimental evidence also
suffers from heterogeneity in the methodology used to assess physical activity.
Spontaneous physical activity is measured either by filming the cage, by infrared
spectroscopy or by digital counter attached to running wheels. Table 3 summarizes the

main characteristics of the outcomes of experimental studies.

In order to identify changes in physical activity levels among female mice that were
born IUGR, Baker et al tested animals born from lean and obese dams, with all animals
being fostered to lean dams. IUGR was noted in the offspring of obese dams. Female
animals born from obese dams had reduced levels of spontaneous physical activity and
energy expenditure, with increased rates of adult obesity 2. Kaur et al induced IUGR
through surgical manipulation of endometrial placental attachment sites of ewes and
measured spontaneous physical activity in the offspring. Placental restriction and low
birth weight were associated with greater spontaneous ambulatory activity ©%.

Cunha et al evaluated spontaneous physical activity in rats born with ITUGR (dams
receiving a 50% food restricted diet from day 10 of pregnancy until birth) versus rats
born from dams receiving an ad libitum diet and rats born from dams receiving high-fat
diet. Both extreme groups (50% food restricted and high fat diets during pregnancy) had
IUGR pups at birth, and both had different physical activity levels when compared to
controls. However, there were opposite effects in different sexes: females from the
extreme groups had increased physical activity in comparison to controls, while males
from the extreme groups showed decreased activity in relation to controls ¥,

Considering that alterations in the mesolimbic system could be a possible mechanism to

explain the effect observed in physical activity, D2 receptors in the dorsal striatum were



assessed, and females from the food restricted group had decreased striatal D2 receptor
levels when compared to the control group 2.

Bellinger et al. fed pregnant rats with either a control or a low protein diet in
different gestational periods (early, mid or late). Offspring locomotor activity was
measured with an infrared sensor array. A low protein diet in all gestational periods was
significantly associated with lower locomotor activity in female offspring, while in male
offspring the effect was observed only when the low protein diet was offered in early
pregnancy ©°.

Vickers et al compared adult rats born from dams submitted to an undernourished diet
during pregnancy versus controls. IUGR animals (born from dams receiving an
undernourished diet during pregnancy) were more sedentary when compared to
controls, regardless of the postnatal diet (standard or hypercaloric). The effect occurred
in both genders but was more pronounced in males ®®. In the study by Miles et al, the
animals were given the choice between wheel running and pressing a response lever for
food. IUGR offspring (born from undernourished dams) revealed a greater preference

for exercise when compared to ad libitum offspring ©*.

Exercise intervention to attenuate metabolic outcomes of IUGR in animals

Garg et al conducted a trial of early exercise training to analyze its effect on glucose
kinetics. Pregnant rats were divided to receive either a normal or a restricted diet during
days 11 to 21 of gestation. An exercise training intervention in the offspring was able to
suppress glucose-stimulated insulin production and hepatic glucose production, leading
to an overall improvement on insulin sensitivity ©*. A short period of exercise training
in pups was associated with significant increases in 3-cell mass for all animals and this
early exercise restored B-cell mass to control levels in IUGR offspring. However,

insulin secretion was not altered by the intervention ©®.



Miles et al. was able to demonstrate that daily exercise in adult IUGR rats prevented the
development of obesity. Although IUGR offspring had increased adiposity compared to
controls, insulin resistance was not observed. Daily physical activity prevented the
development of obesity and had positive effects on metabolic parameters in ITUGR
offspring ©”. In a different study, physical activity also affected leptin content of the
adipose tissue in IUGR rats. Offspring from low-protein diet fed dams had increased
leptin in the visceral tissue but this was reversed by exercise ®®. Swimming in IUGR
rats also prevented glucose intolerance from developing as well as reducing adiposity in
another sample ®?. Adult IUGR female rats exercised continuously for 60 minutes
during pregnancy also had enhanced peripheral insulin sensitivity although in this
sample this was associated with IUGR in the offspring ©.

Other interesting effects of physical activity in IUGR rats concern the proportion of
muscle fibers "), improvements in Angiotensin Il-induced vasoconstriction, alterations

related to superoxide levels

and improvements in endothelium-derived
hyperpolarization-mediated vasodilation in muscle arteries ). In contrast, study by
Maux et al found that moderate physical training did not modify structural changes
associated with malnutrition on the common left carotid and horizontal aorta arteries
wall . Using a different methodology with bilateral uterine vessel ligation or sham
surgery in pregnant dams to induce IUGR, Laker et al did not find any reprogramming
effects related to exercise in skeletal muscle markers of mitochondrial biogenesis in
adulthood ),

Therefore, from the different experimental studies, it is possible to infer that
there is evidence to support the existence of a fetal programming effect on physical

activity/sedentary behavior later in life. In addition, exposure to exercise during the life

course seems to be able to revert some of the detrimental effects of being born IUGR,



especially regarding metabolic outcomes, although less consistent reversion is seen on

the damages found on muscle architecture or function.

Mechanisms

Some of the possible mechanisms implied in the above-mentioned alterations in
physical activity levels in IUGR were already described among the experimental results
(Table 3). There are other articles focusing on these mechanisms in clinical studies that
will be described here (Table 4).

The most commonly studied mechanism involves changes in muscle strength.
As previously stated, poorer muscle strength is associated with less physical activity
levels. The positive association between birth weight and handgrip strength has been

(6.7 young adults “?, adults and

described in different age groups: in childhood
elderly 8D | ow muscle strength has already been associated with metabolic risk
factors such as blood pressure, HOMA-IR and triglycerides in school-aged children ©2.
Dodds et al. conducted a systematic review and meta-analysis and found 19 studies
confirming this association, which is maintained across the life course “?. Each
kilogram increase in birth weight resulted in a 2.07kg and 1.59kg increase in muscle
strength in men and women respectively.

One study concluded that poor fetal growth affects muscle force generation,
based on the findings of lower grip strength, lower maximal isometric voluntary
contraction of the quadriceps femurs, increased rates of fatigue pre- and post- training
and decreased training response in those born with low ponderal index “Y. Jensen et al
investigated changes in skeletal muscle morphology and showed an altered proportion

of different muscle fibers in young IUGR adults. It was hypothesized that increased

fiber size may be an early marker of insulin resistance in this population®®.



Furthermore, Brons et al evaluated the effects of LBW on mitochondrial dysfunction in
skeletal muscle. The study confirmed previous findings of abnormal glucose
metabolism in LBW individuals. However, there was no indication that mitochondrial
dysfunction could be the key to explaining the metabolic defects underlying insulin
resistance ©.

Other articles found differences in lactate muscle metabolism ©, CD68 mRNA

expression suggesting macrophage infiltration and reduced oxidative phosphorylation
(OXPHOS) gene expression when exposed to bed rest®®, as well as skeletal muscle
insulin signaling ®”. Mortensen et al suggested that LBW could have a more sensitive
AMPK (AMP-activated protein kinase) system, supported by the evidence of an
increased exercise-induced AMPK activation as well as increased effects on the
downstream target ACC2 (acetyl coenzyme A carboxylase 2) in LBW subjects ©®.
Additionally, Yliharsil& et al concluded that LBW is associated with lower lean mass in
adult life and this contributes to the risk of relative sarcopenia and the related functional
inability later in life®V.
In another study, prenatal undernutrition caused a reduction in muscle fiber size.
Exercise did not affect fiber type composition. The activity of enzymatic markers of
oxidative and glycolytic pathways was significantly different in those that were born
IUGR. Overall, physical activity prevented obesity in IUGR offspring .

Finally, some authors described a decreased cardiorespiratory/ aerobic capacity
in those born with low birth weight 7 %% van Deutekom et al results indicate that
LBW and accelerated infant growth might negatively affect childhood aerobic and
neuromuscular fitness "®). Others reported that the energy cost of running was higher

among children born preterm SGA when compared to term controls, with no differences

between preterm AGA and term controls ®®. Running speed performance was also



diminished in another sample of LBW children "). Experimental data showed reduced
cardiac performance in male IUGR offspring as well as increased superoxide generation

®% Figure 1 delineates the factors affecting physical activity levels related to IUGR.

Conclusions and future directions:

As Gatford et al. have previously pointed out, there is some evidence linking IUGR to
altered physical activity levels as well as describing potential beneficial outcomes of
exercise intervention on metabolic outcomes, however few studies have been conducted
and results are mixed . Most clinical studies have focused on cardiovascular
performance and muscle alterations that could help explain the decreased physical
activity levels in this population. Experimental studies, on the other hand, have gone
somewhat further, exploring changes in insulin sensitivity, leptin secretion, vascular and
muscle structure and function. Still, little is known about the neurobiological
mechanisms that may influence sedentary behavior.

Exercise benefits a whole range of human conditions, not only related to
physical health, but also mental health. Physical activity, either aerobic, resistance or

5 1t also increases

coordination training, benefits cognitive function in the elderly
brain connectivity between the frontal, posterior, and temporal cortices, affects
hippocampal volume and serum levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a
mediator of neurogenesis in the dentate gyrus of the hippocampus ©°. (Figure 2).

From a neurobiological standpoint, exercise influences cortisol,
endocannabinoids, BDNF, dopamine and serotonin releases. The stress response
associated with exercise induces inhibitory effects from the secreted cortisol upon the

hypothalamus and pituitary through medial prefrontal cortex receptors and reduces

stress-induced over excitability of the amygdala. Additionally, by reducing the amount



of competitive amino acids through muscle uptake, aerobic exercise increases
tryptophan’s chances of crossing the blood—brain barrier, and so has the potential to
increase serotonin, an important neurotransmitter for emotional processing, satiety and
memory functions ©®. These are some of the potential targets of future research,
especially exploring the neurobiological effects of exercise in vulnerable populations
such as those born IUGR. Therefore, further research would benefit from targeting
IUGR individuals for structured interventions in well-designed, large-scale longitudinal
studies, to investigate the potential benefits of physical training. In addition, basic
neurobiological investigations detailing the effects of exercise specifically in this group

could unravel mechanisms that would better tailor such interventions.
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Tables and Figure Legends:

Table 1: Summary of clinical studies evaluating the relationship between IUGR and physical

activity/ sedentarism.

Table 2: Physical activity levels effects on metabolic outcomes of LBW/ IUGR

Table 3: Summary of the experimental data linking IUGR and physical activity levels

Table 4: Proposed mechanisms implied in the association between IUGR and lower physical

activity levels.

Figure 1: Fetal programming alters gene expression, cardiometabolic status, muscle strength,
metabolism and histology, leading to altered physical activity levels in individuals with
IUGR. Age, culture, exposure, sleep quality, socioeconomic status, neighborhood safety,
screen time and indoor activities also moderate the association between birth weight and

sedentary behavior.

Figure 2: Exercise may act in specific vulnerabilities that IJUGR individuals have, such as
their increased risk for type 1l diabetes and adiposity, as well as hypothalamus-pituitary-axis
(HPA) dysfunction. Moreover, exercise acts in several brain areas and processes, such
as increasing neurogenesis and neuroplasticity and therefore influences behavior. Adapted
and modified from Yi SS. Effects of exercise on brain functions in diabetic animal models.

World J Diabetes. 2015;6(4):583-97.
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Table 1: Summary of clinical studies evaluating the relationship between IUGR and physical

activity/ sedentarism.

Author/ Agein | Tool Definitions Outcome
Year years
(reference | (Numb
number) er of
partici
pants)
Objectively measured
Kehoe, 6-10 Accelerometer | <100 cpm: sedentary behavior No associations between
2012 ©® (449) | for 7 days 100-2291 cpm: light activity body size and skinfold
2292-4007 cpm: moderate thickness at birth and
activity physical activity levels
>4008 com: vigorous activity
Mattocks, | 11-12 Accelerometer | >3600 cpm: moderate to BW has no influence in
2007 ¥ (5451) | for 7 days + vigorous activity physical activity levels
record of
swimming/
cycling time
Ridgway, | 9-15 Accelerometer | <100 cpm: sedentary time No association between
2011 @2 (4170) | >3 days >2000 cpm: moderate and BW and total physical
vigorous activity activity. One cohort
showed a association
between higher BW and
lower levels of total
physical activity
Kaseva, 22-30 Accelerometer | <320 cpm, <1.5 METs: No significant difference
2015 ©Y (104) | >3 days sedentary time in physical activity
1048-1624 cpm, 3-6 METSs: levels or sedentary time
moderate PA in VLBW compared to
>1624, >6 METSs: vigorous PA | term controls (same
>1048 com, >3 METs: cohort as Kajantie, 2010
moderate-to-vigorous PA )
Hildebrand | 6-18 Accelerometer | <100 cpm: sedentary time BW positively
, 20156V | (10,793 >3000 cpm: moderate-to- associated with
and ) vigorous PA sedentary time
Ekelund,
2012 2
Van 8-9 Accelerometer | >3000 cpm: moderate activity LBW was not associated
Deutekom, | (183) Minutes sedentary per day with either physical
2014 &3 activity or sedentary
time
Questionnaires
Kaseva, 22-30 12 month recall | Conditioning LTPA (running, VLBW undertake less
2012 “7 (195) questionnaire skiing, swimming), non- leisure-time physical
conditioning LTPA (household | activity (same cohort as
work, gardening, shoveling Kajantie, 2010 @)
snow), PA from commuting to
work. Frequency, duration and
average intensity
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Kajantie, 18.5- Questionnaire | Occupational, commuting, and | VLBW exercise less
2010 @ 27.1 leisure-time non-conditioning than adults born at term
(351) physical activity. Frequency, (30% vs 0% were SGA
duration and intensity. in the VLBW sample)
Andersen, | 14-74 LTPA Duration, frequency and/or Reverse U-shaped
2009 @) (43,482 | Questionnaire | intensity association between BW
) and leisure time physical
activity
Fernandes, | 22-23 1 week recall Active: >7 days of combined LBW is a risk factor for
2010 @ (2057) | questionnaire | activities reaching at least 3000 | sedentary behavior
METs or intense activity for at
least 3 days reaching a
minimum of 1500 METsSs;
Sufficiently active: >5 days of
combined activities reaching at
least 600 METSs or >5 days of
walking for a minimum of 30
min/day or >5 days of moderate
activity for at least 30 min/day
or >3 days of intense activity
for at least 20 min/day;
Sedentary: when the level of
physical activity was below the
above descriptions
Azevedo, | 21-23 1 week recall Sedentary: <150 minutes/week | BW inversely associated
2008 0 (4297) | questionnaire | of PA with sedentarism only in
women
Hallal, 10-12 Questionnaire | Sedentary lifestyle: <300 Lower BW associated
2006 “9 (4453) minutes/week of PA with increased sedentary
time
Elhakeem, | 13-68 LTPA Inactive: no participation in LBW was associated
2016 > (2739) | Questionnaire | LTPA; Moderately: up to four with lower ability in

times in LTPA; Regularly
active: five or more times in
LTPA (in the previous month at
age 36 yr, per month at age 43
yr, and in the previous 4 wk at
ages 53, 60-64, and 68 yr).

school sports and with
nonparticipation in
LTPA across adulthood.
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Table 2: Physical activity levels effects on metabolic outcomes of LBW/ IUGR

Author/ Year | Age inyears | Outcome

(Number of

participants)
Aoyagga, 20-64 (379) BW and cardiorespiratory fitness inversely associated with HOMA-
2013 IR
Eriksson, 65-75 (500) Regular and moderate exercise protects against glucose intolerance
2004 @ in elderly people with increased risk of developing Type 2 diabetes

(born with LBW)
Labayen, 12-17 (538) Meeting the physical activity recommendations may attenuate the
2013 >° negative effect of LBW on serum leptin levels
Laaksonen, 42-60 (462) Regular vigorous leisure-time physical activity or good
2013 ®® cardiorespiratory fitness seems to attenuate the association of LBW
with insulin resistance and metabolic syndrome

Madsen, 2015 | 19-21 (117) LBW benefits metabolically from exercise training to an extent
> comparable with NBW controls
Ortega, 2011 | 12-17 (846) Higher levels of physical activity may attenuate the adverse effects
60 of LBW on insulin sensitivity in adolescents
Redmond, 20 (36) Low Ponderal Index have poorer lipid profile and improve values
2013 ¢ with training
Ridgway, 9-15 (1254) Physical activity does not modify the association between LBW and

2011°°

insulin resistance
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Table 3: Summary of the experimental data linking IUGR and physical activity levels

Author/ Sex Age Species | Tool Outcome
Year
Baker, 2015 | Male 40 Agouti PA measured by IUGR female exercise less and
62 and days viable beam breaks: have increased adiposity
Female yellow activity,
mice ambulatory

movement along

the length of the

cage and rearing.

Bellinger, Male 13 Wistar Infra-red beams to | Decreased locomotor activity in
2006 » and months | rats monitor animal animals born from dams fed with
Female motion a low protein diet
Corvino, Female | 90 Wistar Swimming three Glucose intolerance was reversed
2015 % days rats times per week in IUGR exposed to a swimming

program
Corvino, Female | 90 Wistar Swimming three Enhanced peripheral insulin
2017 "° days rats times per week sensitivity in exercised female
rats.
Cunha Fda, | Male 60 Sprague- | Spontaneous Both undernutrition and
2015 @ and days Dawley | activity in running | overnutrition in pregnancy leads
Female rats wheels to LBW. LBW animals exercise
less.
De Melo Male 8 Wistar Exercise training Physical activity attenuates
Montenegro, weeks | rats on a motorized effects of IUGR on
2012 % treadmill the leptin content in visceral
adipose tissue
Garg, 2009 | Male 60 Sprague- | Exercise training Exercise training in IUGR
(655 and days Dawley | on a motorized offspring improves insulin
Female rats treadmill sensitivity
Huber, 2009 | Male 250 Wistar Forced exercise in | Daily exercise decreases adiposity
8 and days | rats running wheels in IUGR offspring
female
Kaur, 2016 | Male 240 Merino | Spontaneous Spontaneous ambulatory activity
(63)3 and days | xBorder | ambulatory activity | negatively correlated with birth
female Leicester | measured with a weight in females
ewes Garmin attached to
a collar
Laker, 2012 | Male 24 Wistar Exercise training Exercise for IUGR does not alter
» weeks | rats on a motorized deficits in skeletal muscle
treadmill markers of mitochondrial
biogenesis in adulthood
Laker, 2011 | Male 9-24 Wistar- | Exercise training Exercise prevents compromised
% weeks | Kyoto | ona motorized pancreatic B-cell mass later in life
rats treadmill
Leandro, Male 60 Wistar Exercise training Physical activity reverts the
2012 " days rats on a motorized effects of a perinatal low-protein
treadmill diet on the proportion of fiber
types in skeletal muscle
Maux, 2009 | Male 16 Wistar Exercise training Physical activity did not modify
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74

weeks | rats on a motorized structural alterations on the
treadmill common left carotid and
horizontal aorta arteries wall
Miles, 2009 | Male 250- Wistar Running over level | IUGR rats have greater
o and 365 rats pressing for food | preference for running over lever
Female | days pressing for food
Miles, 2009 | Male 150 Wistar Forced exercise in | Exercise prevents obesity in
o7 and days | rats running wheels IUGR offspring.
Female
Oliveira, Male 8-18 Wistar Exercise training Aerobic exercise promotes
2014 weeks | rats on a motorized beneficial cardiovascular
treadmill adaptations in IUGR
Reyes, 2015 | Male 10-16 | Sprague- | Exercise training Aerobic exercise improved
& and weeks | Dawley | ona motorized vasodilation in muscle arteries in
Female rats treadmill IUGR males
Vickers, Male 420 Wistar Optimax IUGR offspring were
2003 @ and days rats behavioral testing | significantly less active than
Female apparatus controls. Postnatal hypercaloric

diet exacerbated the sedentary
behavior.
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Table 4: Proposed mechanisms implied in the association between IUGR and lower physical

activity levels

Mechanism

Author / Year

Main findings

Altered
cardiovascular/
aerobic performance

Baraldi, 1990 *

Higher energy cost of running in SGA

Boreham, 2001 *

Higher birth weight, higher fitness score

Cafiero, 2014

Decreased cardiovascular fitness in SGA

Lawlor, 2008 **

Birth weight, length and ponderal index positively
associated with cardiorespiratory fitness

Reyes, 2015 *

Reduced baseline cardiac performance in male IUGR
offspring and increased superoxide generation

Altered muscle
strength

Brutsaert, 2011

(41)

Low ponderal index at birth associated with lower grip
strength, lower maximal isometric voluntary contraction,
increased rate of fatigue and decreased training response

Dodds, 2012 “?

Birth weight positively associated with greater muscle
strength

Inskip, 2007

Increased grip strength with higher birth weight

Kuh, 2002 ¥

Birth weight associated with adult grip strength

Moura-dos-
Santos, 2013 77

Decreased handgrip strength and running speed
performance in LBW

Ridgway, 2009 "

Birth weight positively associated with muscle strength
and aerobic fitness

Yliharsila, 2007
81

Birth weight associated with grip strength and increased
adult lean mass

Van Deutekom,
2015 "

Birth weight positively associated with handgrip strength.
Impaired aerobic and neuromuscular fitness in LBW

Muscle metabolism,
gene expression and
histologic alterations

Brons, 2008 %

Normal in vivo mitochondrial function and expression of
oxidative phosphorylation genes in low birth weight.

Brutsaert, 2012
(85)5

Plasma lactate after exercise as well as in response to
training (but not aerobic capacity are dependent on
ponderal index.

Friedrichsen,
2012 @9®

CD68 expression increased in low birth weight, oxidative
phosphorylation genes decreased in low birth weight and
negatively correlated with CD69 expression. MPCL1 and
NF-kB activity unaffected. None of the inflammatory
markers correlated with insulin sensitivity.

Jensen, 2007 &

Changes in muscle fiber composition and size

Mortensen, 2013
87

More sensitive AMPK system

Mortensen, 2014
88

Bed rest is related to decreased insulin-stimulated Akt
phosphorylation and to increased AMPK al and y3
protein expression; insulin response of A5160
phosphorylation is decreased both pre- and post- bed rest.
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Figure 1: Fetal programming alters gene expression, cardiometabolic status, muscle strength,
metabolism and histology, leading to altered physical activity levels in individuals with
IUGR. Age, culture, exposure, sleep quality, socioeconomic status, neighborhood safety,
screen time and indoor activities also moderate the association between birth weight and

sedentary behavior.

Fetal
programming
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-
G ) Altered Altered muscle strength Muscle histologic
ene expression cardiometabolicstatus and metabolism alterations
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Behavior
. Neighborhood Socioeconomic Screentime/
Age Culture Sleep quality Exposure safety status Indoor activities
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Figure 2: Exercise may act in specific vulnerabilities that IUGR individuals have, such as
their increased risk for type 1l diabetes and adiposity, as well as hypothalamus-pituitary-axis
(HPA) dysfunction. Moreover, exercise acts in several brain areas and processes, such
as increasing neurogenesis and neuroplasticity and therefore influences behavior. Adapted
and modified from Yi SS. Effects of exercise on brain functions in diabetic animal models.

World J Diabetes. 2015;6(4):583-97.
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3. JUSTIFICATIVA

A prevaléncia relativamente alta de RCIU na populacdo em geral (10-15%), assim
como das doencas crbnicas ndo transmissiveis as quais estes individuos estdo mais propensos,
torna importante a investigacdo de fatores determinantes de salde nesses individuos. Ainda
neste sentido, estudos mostram que a RCIU esté associada a maior preferéncia por alimentos
ricos em aclcar e/ou gordura, confirmando a importancia dessa investigacdo. O
desenvolvimento do héabito da atividade fisica e seu possivel papel na modulacdo de outros
comportamentos (como o consumo alimentar) podem ser relevantes especificamente nesta
populacdo vulneravel.

A escolha de trabalhar com um modelo animal torna possivel investigar mecanismos
que expliquem as alteragcBes comportamentais por meio da coleta e analise de tecidos. Além
disso, o periodo de gestacdo e o ciclo vital dos ratos sdo curtos, permitindo que experimentos
avaliando o efeito de intervencgdes pré-natais na vida adulta possam ocorrer num curto periodo

de tempo.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a exposicdo ao exercicio fisico voluntario
durante o desenvolvimento, em um modelo animal de RCIU, afeta o comportamento
alimentar, o metabolismo e a preferéncia por atividade fisica na vida adulta. Além disso,
foram explorados possiveis mecanismos que expliquem as altera¢cGes de comportamento com

foco no sistema dopaminérgico mesolimbico e nigroestriatal em ratos.
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4.2. Objetivos especificos

- Avaliar o nivel de exercicio fisico voluntario da prole com e sem RCIU durante o

desenvolvimento nos dias 35, 49 e 63 de vida, em rodas de corrida.

- Avaliar se a exposicdo ao exercicio fisico voluntério na roda de corrida durante o

desenvolvimento altera o consumo alimentar de dieta palatavel (rica em aclcar e gordura).

- Avaliar se a exposicdo ao exercicio fisico voluntario na roda de corrida durante o
desenvolvimento influencia o condicionamento de lugar tendo como recompensa a roda de

corrida.

- Avaliar se a exposi¢do ao exercicio fisico voluntario na roda de corrida durante o
desenvolvimento influencia no peso corporal dos animais com 90 dias de vida

aproximadamente.

- Avaliar se a exposicdo ao exercicio fisico voluntario na roda de corrida durante o

desenvolvimento altera marcadores bioquimicos (glicose, insulina e HOMA-IR).

- Quantificar e comparar os niveis dos receptores dopaminérgicos do tipo D2 no

estriado e nlcleo accumbens.

5. METODOLOGIA DO ESTUDO EXPERIMENTAL

5.1. Animais

Dezoito (18) filhotes fémeas e dez (10) filhotes machos Sprague Dawley foram
selecionados ao acaso, aos 21 dias de vida, sendo provenientes da Unidade Experimental
Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Eles permaneceram até os

60 dias de vida, em caixas-moradia, confeccionadas em Plexiglas, medindo 65cm x 25cm X
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15cm, com assoalho recoberto de maravalha e foram mantidos em um ambiente controlado:
ciclo normal claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22 + 2°C com limpeza das caixas

semanalmente e racdo padréo de laboratério e 4gua ad libitum.

O inicio dos acasalamentos aconteceu apos todos os animais completarem 75 dias de
vida. Previamente ao acasalamento, foi verificado o ciclo estral de cada rata, por meio de
visualizagdo em microscopia do material vaginal coletado. Quando observado que a rata
estava no periodo fértil, ela foi colocada junto com um macho, durante o ciclo escuro, para
permitir o acasalamento. O acasalamento aconteceu em pequenas levas, devido a necessidade
de combinacdo do ciclo estral das ratas para realizacdo da adogdo cruzada (cross-fostering)
em até 24 horas ap6s o nascimento dos filhotes. A confirmacgdo do acasalamento, por meio da
visualizacdo de espermatozoOides no material vaginal, foi considerada o dia 1 (um) de
gestacdo. Apds confirmacdo de todos os acasalamentos, os machos foram eutanasiados por
sobredose anestésica com isofluorano (4-5% em 500mL O,) até promoc¢do de parada

cardiorrespiratdria. O dbito foi confirmado por médico veterinario.

As ratas prenhes foram randomizadas pelo peso corporal, mantidas individualmente e

no dia 10 de gestacgéo, divididas nos seguintes grupos:

» Grupo Ad Libitum (AdLib) (n=12) — genitoras recebendo racdo padrdo de laboratério

a vontade durante a gestagéo;

» Grupo Restricdo 50% (GR50%) (n=6) - genitoras recebendo 50% do consumo médio
de ragéo padrédo de laboratorio (determinado pela quantificagdo do consumo medio diario de
ratas do grupo controle a cada dia da gestagdo) (ALVES et al.; CUNHA et al. 2015; DALLE

MOLLE et al. 2015a; LAUREANO et al. 2016).
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Durante a gestacédo, foi aferido o consumo de racdo e o peso corporal diariamente.
Vinte e quatro horas apds o nascimento, os filhotes foram pesados e padronizados em oito por
ninhada para a realizacdo do procedimento de adogdo cruzada (cross-fostering) no qual as
ninhadas passam da mae gestante para a mde adotiva, formando 0s seguintes grupos

(gestacéo/lactagéo):

0 AdLib/AdLib — filhotes de mées que receberam racdo padréo de laboratério a vontade
(AdLib) foram adotados por outras mées AdLib. Esse grupo sera denominado grupo controle

ao longo do trabalho.

0 GR50%/AdLib — filhotes de mées desnutridas foram adotados por maes AdLib. Esse

grupo sera denominado grupo RCIU ao longo do trabalho.

Esse procedimento de adocdo cruzada é realizado para que os filhotes das genitoras
que receberam a dieta com restricdo de 50% sejam amamentados por uma genitora com
condicdes nutricionais normais, fazendo com que o efeito da restricdo alimentar fique isolado

ao periodo intrauterino.

Nesse estudo, somente os filhotes machos foram utilizados. Os filhotes excedentes e as
fémeas foram destinados a outro projeto do grupo de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa (CEP) do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo do HCPA (GPPG/HCPA)

Apbs o desmame as genitoras foram eutanasiadas por sobredose anestésica com
isofluorano (4-5% em 500mL O;) até promocdo de parada cardiorrespiratoria. O obito foi
confirmado por médico veterinario. O desmame ocorreu no dia 21 de vida dos filhotes, sendo
que estes foram randomizados por peso, ficando trés machos por caixa, e expostos ao

exercicio ou ndo conforme os seguintes grupos:
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a) Roda trancada (RT): mantidos em caixas-moradia com a roda de corrida trancada do dia 21

ao dia 63 de vida;

b) Roda livre (RL): mantidos em caixas-moradia com a roda de corrida livre do dia 21 ao dia

63 de vida, para que pudessem se exercitar.

c) Sem roda (SR): animais que ndo fizeram exercicios e ndo tiveram a roda de corrida

disponivel.

O grupo RT foi incluido nos experimentos com a intencdo de descartar possiveis
efeitos do enriquecimento ambiental proporcionado pela presenca da roda de corrida na caixa

moradia e, assim, identificar somente os efeitos do exercicio fisico voluntario.

Durante todo o periodo de desenvolvimento, 0s animais viveram em trios nas caixas
moradia, podendo, por meio do contato social, amenizar os efeitos do estresse (GUST et al.
1994), diminuir os comportamentos anormais (REINHARDT et al. 1989), aumentar as
chances de realizar exercicios (WHARY et al. 1993), bem como aumentar o comportamento

tipico da espécie e a estimulacdo cognitiva.

Os dados do grupo SR sdo controles histéricos (DALLE MOLLE et al, 2015z;
CUNHA et al. 2015) e foram utilizados como controles totais, visto que estes animais nédo
fizeram exercicio e ndo tiveram a roda de corrida disponivel, mas seguiram o0 mesmo

protocolo experimental neonatal e também de testes comportamentais.

No total, foram utilizadas 16 caixas com rodas de corrida, sendo oito com rodas
trancadas e oito com rodas livres para o exercicio fisico voluntario, cada uma com 3 ratos
machos que compartilhavam a mesma roda. A figura 3 mostra um esquema da formacéo dos

grupos e do numero de animais por caixa e os testes realizados.
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Ap0s os testes comportamentais, 0s animais foram eutanasiados por decapitacdo com
aproximadamente 90 dias de vida. Este método foi utilizado, pois 0 uso do anestésico
interfere na sinalizacdo neuroquimico-fisioldgica de hormoénios e neurotransmissores que

foram investigados neste projeto de pesquisa (GUARINO et al., 2013; SAHA et al., 2005).

Figura 3: Esquema dos grupos neonatais conforme exposi¢ao ou néo ao exercicio fisico e
participacdo nos testes comportamentais, bioquimicos e neuroquimicos

TESTES
ExF CFP BioD AnB AnN
n=4'z n=6-8z n=0/g n=%z n=3-T/g
11-FL H H X H H
(3 caixz)
14
Machos
12-KT X X X X X
{3/ czizs)
-EL H X X H X
{3/czizz)
Grupo 4
controle Mzchas
12-FT X X X X X
{3/ cixz)
Controles 12 Zem rodzs de X Y X
hiztoricos Machos cofrida
RCIU 12 Sem rodasde X X X
historices Mzchos cofrida

Ex.F= Exercicio Fisico; CPP= Preferéncia Condicionada por Lugar; BioD= BioDAQ®;
An.B= Analises Bioquimicas; An.N= Analises Neuroquimicas; g= grupo.

5.2. Exercicio fisico voluntario durante o desenvolvimento

Medidas do exercicio fisico voluntario com duracdo de 24 horas foram realizadas nos
dias 35, 49 e 63 de vida dos filhotes, ou seja, o cabo de transmissdo foi ligado a roda de
corrida e conectado ao contador digital por um periodo de 24 horas nestes dias especificos.

Tanto os animais do grupo RL quanto os animais do grupo RT participaram dessa avaliagéo.
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No caso do grupo RT, as rodas foram liberadas durante as 24h em que foi realizada a
medicdo. Foram realizadas, ao todo, trés contagens de 24 horas durante o periodo de
desenvolvimento dos animais. Utilizamos trés animais por caixa e foram analisados o numero
total de voltas por caixa, referentes aos grupos RCIU e controle, expostos ao exercicio, com
roda trancada ou livre. Esta medida foi feita em quatro caixas de cada grupo, o suficiente para
controle de um dado secundario, que ndo representa o desfecho final, mas um marcador para

quantificar o exercicio fisico voluntério ao longo do desenvolvimento.

Figura 4: Caixas moradias com rodas de corrida e contadores digitais

Fonte: Autor

5.3. Teste de preferéncia condicionada por lugar (Conditioned Place Preference — CPP)
induzida pela roda de corrida

Do dia 64 até o dia 72 de vida, oito animais por grupo, realizaram o teste de
preferéncia condicionada por lugar (Conditioned Place Preference — CPP). O aparato possuli
dois compartimentos com 35cm x 50 cm, com uma ligacéo removivel entre eles de 10 cm. Os
dois compartimentos sdo diferenciados pelas paredes brancas versus pretas, pela textura do

piso e pela presenca de uma lampada acesa no compartimento branco.
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No primeiro dia, os ratos foram colocados no aparato por 15 minutos, com livre acesso
aos dois compartimentos para avaliar a preferéncia natural por cada lado. O tempo de
permanéncia em cada lado foi registrado. No primeiro dia, todos os ratos preferiram o lado
escuro, permanecendo a maior parte do tempo nele (DALLE MOLLE et al, 2015). Do
segundo ao sétimo dia, considerados os dias de treino, a roda de corrida foi colocada no lado
claro como recompensa. Em cada dia do treino, os ratos foram colocados em um dos lados do
aparato e a duracdo de cada treino foi de 30 minutos por dia. No compartimento nédo preferido
(lado claro), os ratos puderam se exercitar livremente, enquanto no outro compartimento nao

receberam tratamento.

No oitavo dia (dia do teste), os ratos foram colocados individualmente no aparato com
livre acesso aos dois compartimentos por um periodo de 15 minutos, sem roda disponivel. O
tempo de permanéncia no lado claro, relacionado a roda de corrida durante o treino, foi
registrado. A diferenca entre os tempos de permanéncia no compartimento relacionado a roda
no oitavo e no primeiro dia (delta= tempo no lado claro no 8° dia — tempo no lado claro do 1°

dia) é um indicativo da preferéncia condicionada por lugar.

Figura 5: Aparato utilizado para o teste de preferéncia condicionada por lugar
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Fonte: Autor
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5.4. Consumo alimentar

Para a mensuracdo do consumo alimentar na vida adulta, foi utilizado um medidor
automatizado de consumo periddico que fornece ndo somente os totais de consumo, mas
também sua distribuicdo qualitativa durante as 24 horas do dia. Participaram desta avaliagdo
nove animais por grupo, com aproximadamente 72 a 76 dias de vida. Esse sistema,
denominado BioDAQ® (Research Diets), fornece o nimero e a distribuicdo das porcbes
(bouts) e das refeicdes (meals), (acuracia de 0,01grama) bem como o total consumido nos
diferentes periodos do dia. Para avaliar o consumo alimentar, os animais tiveram a
possibilidade de escolha entre a ragcdo padrdo (Calorias: 3,06 kcal/g; Ingredientes em 1Kg de
racdo: 45,5% carboidratos (sem sacarose adicionada), 7% fibra bruta, 22% proteinas, 4%
gorduras, 9% matéria mineral, 12,5% umidade, - NUVILAB®) e uma racéo palatavel rica em
gordura e acucar (Calorias: 4,82 kcal/g; Ingredientes em 1Kg de racdo: 30% carboidratos
(sendo 20% sacarose), 6% fibra bruta, 14% proteinas, 34% gorduras, 8% matéria mineral, 8%
umidade — Prag Solugdes Biociéncias®, Jau-SP, Brasil). Os animais permaneceram no
aparato por um periodo total de quatro dias. Para evitar neofobia e estresse de isolamento, 0s
animais foram habituados ao isolamento e ao alimento palatavel (racdo rica em gordura) nos
dois primeiros dias. Portanto, nas andlises foram utilizados somente os dados de consumo dos
dois altimos dias no aparato, e considerou-se apenas o0 consumo de racao palatavel, ja que o

consumo de racdo padrdo foi baixo em todos 0s grupos.



64

Figura 6: Sistema computadorizado BioDAQ®, (A) a central de dados e (B) o
computador periférico

Fonte: Autor

5.5. Disseccdo das estruturas e armazenamento das amostras

Ap0s os testes comportamentais, 0s animais foram eutanasiados por decapita¢do, com
aproximadamente 90 dias de vida, para coleta de sangue e encéfalo. Todos os animais
permaneceram por quatro horas em jejum antes de serem eutanasiados. O sangue foi coletado
em tubos de coleta especificos para extracdo de soro. Apos a coleta, os tubos com sangue
foram deixados em decantacdo em temperatura ambiente por, no minimo 30 minutos e, no
méaximo, 120 minutos. Ao completar esse tempo, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 4000 RCF a 4°C. O sobrenadante foi distribuido em microtubos, e acondicionado
no gelo seco até serem levados ao freezer -80°C, onde permaneceram até o dia das anélises
bioquimicas. Os encéfalos foram rapidamente removidos e congelados por imersdo no
isopentano e armazenados a -80°C até as analises. Para disseccdo das estruturas de interesse,
os cérebros foram descongelados até -20°C e, com o auxilio de um atlas da estrutura cerebral
do rato (PAXINOS e WATSON, 2007), foram realizados cortes coronais do encéfalo e

retirados punches do nucleo accumbens e do estriado de aproximadamente 1mm de didmetro.
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Essas amostras foram armazenadas a -80 °C e utilizadas para a quantificacdo proteica por

Western Blot.

5.6. Western Blot

As amostras do ndcleo accumbens e estriado foram homogeneizadas em tamp&o de
lise, adicionado de 1% de inibidores de protease (Complete, Roche) e fosfatase (Phostop,
Roche). As amostras destinadas a quantificacdo de receptores D2 foram centrifugadas a 3000
rpm durante 10 minutos a 4°C para a extracdo da porcdo citosolica e, depois, passaram por
uma centrifugacéo adicional a 13000 rpm durante 30 minutos a 4°C para obter uma extracao
citostlica purificada. Parte do sobrenadante (2 pl) foi utilizada para quantificar a proteina
total, utilizando-se um kit BCA com albumina bovina como padrdo (Pierce BCA Protein,
Termo Scientific). Quantidade suficiente do sobrenadante que continha 30 pug de proteina
(quantificacdo de receptores D2 no nlcleo accumbens) ou 35 pg (quantificagdo de receptores
de D2 no estriado) foi incubada com LDS + DTT a 99°C por 3 minutos. Essas amostras e um
padrdo de peso molecular (Rainbow Marker, GE Healthcare) foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida (NUPAGE 4-12% bis-tris gel, Invitrogen) e, em seguida,
transferidos para membranas de nitrocelulose (Hybond-C, GE Healthcare). As membranas
foram blogueadas em leite desnatado 5% diluido em tamp&o Tris-Base com 1% de Tween-20.
Em seguida, as membranas foram incubadas overnight com o anticorpo primario. No dia
seguinte, foram incubadas por 1h e 30 minutos com o anticorpo secundario (anti-rabbit
1:2000 ou anti-mouse 1:2000, Cell Signaling), apds exposi¢do ao ECL (GE Healthcare) a
qguimioluminescéncia foi revelada usando fotodocumentador ImageQuant® LAS 500 (GE
Healthcare). Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: D2 1:1000 (anti-dopamine
D2 receptor, Millipore, num: AB5084P); para comparar os resultados das proteinas de

interesse com uma proteina padrdo, as membranas foram incubadas overnight com o
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anticorpo primario para B-actina 1:1000 (Sigma-Aldrich) e no dia seguinte com o respectivo
secundario (anti-mouse 1:2000, Cell Signaling). A intensidade das bandas foi calculada com
auxilio do programa ImageJ® (Research Services Branch, National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland, USA), disponivel gratuitamente on line. Os resultados foram
expressos como a razao entre as proteinas de interesse e a Bf-actina. As comparaces foram
realizadas somente entre amostras da mesma membrana (maximo 15 amostras por

membrana), por isso os resultados estdo separados por exposi¢ao ao exercicio.

5.7. Gordura Abdominal

As duas maiores porcdes de gordura abdominal (gonadal e retroperitoneal) foram
dissecadas e pesadas usando uma balanca da marca Marte® com precisdo de 0,01g. Os
resultados da quantidade de gordura abdominal foram calculados como percentual do peso

corporal.

5.8. Analises bioquimicas

Os niveis séricos de glicose foram determinados utilizando método Glicose
Hexoquinase, e a insulina foi determinado pelo método de ELISA, utilizando Rat / Mouse
Insulin ELISA kit e seguindo as instrucdes do fornecedor. O indice Homa foi calculado a
partir da férmula HOMA-IR = (FPG x FP1)/2,430, (CACHO et al., 2008) onde FPG = fasting

plasma glucose (mg/dl) e FPI = fasting plasma insulin (mU/ml).

5.9. Considerac0es éticas

O projeto de pesquisa nimero 14.0289 foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (GPPG/HCPA). Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados de
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acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH) e as recomendacdes
de acordo com as consideracOes estabelecidas pela Sociedade Brasileira da Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e pela Lei Arouca (Lei n° 11.794 de 8 de outubro
de 2008). Foi utilizado o numero minimo de animais para a realizacdo do projeto bem como

as técnicas mais adequadas para evitar o sofrimento dos animais.

5.10. Andlises Estatisticas

Os dados foram digitados e analisados no programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versdao 18.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, EUA) e, quando
paramétricos, descritos como média + erro padrdo da média (EP). No caso de dados nédo
paramétricos, estes foram apresentados em mediana e amplitude interquartil. A normalidade
dos dados foi testada por meio do teste de Shapiro-Wilk.

Para avaliagdo do exercicio fisico voluntéario durante 24h nas trés fases da vida (35, 49
e 63 dias de vida), foi calculada a média do nimero de voltas discriminada por ciclo (claro e
escuro). Os resultados das médias de voltas foram transformados em um escore de exercicio
fisico por meio da divisdo das médias em quintis, formando 5 faixas discriminadas por ciclo
(sendo 1 o valor que corresponde a pouco exercicio, e 5 o valor que corresponde a muito
exercicio). A comparacdo entre os escores de exercicio fisico foi realizada por Equagdes de
Estimacdo Generalizadas (GEE), utilizando como fatores o grupo neonatal, o grupo de
exposicao ao exercicio e a fase da vida.

Todas as andlises dos outros desfechos foram realizadas separadas por exposi¢do ao
exercicio (RT, RL ou SR) com o objetivo de comparar 0s grupos neonatais (controle e RCIU)
dentro de uma mesma exposic¢ao ao longo do desenvolvimento. Os dados paramétricos foram
comparados por meio dos testes ANOVA de uma via ou t de Student. Em algumas anélises

realizadas por ANOVA de uma via o peso corporal foi utilizado como co-variavel (consumo
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alimentar e analises bioguimicas). Os dados ndo paramétricos foram analisados por Mann-

Whitney.
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6. RESULTADOS DO ESTUDO EXPERIMENTAL

6.1. Exercicio Fisico Voluntario

N&do foi encontrada diferenca entre os grupos RCIU e controle com relagdo a
quantidade de exercicio fisico realizado, independentemente do tipo de exposicdo ao
exercicio. Na figura 7 é possivel observar o padrdo do nimero de voltas de cada grupo,
controle_RL, controle_RT, RCIU_RL, RCIU_RT, respectivamente, durante as 24 horas que

foram realizados os testes de exercicio fisico voluntario, aos 35, 49 e 63 dias de vida.

Figura 7 — NUmero de voltas dos grupos (A) controle_RL (n=4), (B) controle_RT (n=4),
(C) RCIU_RL (n=4), (D) RCIU_RT (n=4) durante as 24h de avaliacdo do exercicio fisico

voluntario
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As analises dos escores de exercicio fisico realizadas por Equacdes de Estimacéo
Generalizadas (GEE) mostraram que no ciclo escuro a interacdo tripla (grupo
neonatal*Exercicio*Fase da vida) ndo foi significativa (Wald= 1,895; gl= 2; p=0,388). No
entanto, a interacdo entre o exercicio e a fase da vida foi significativa (Wald= 6,666; gl=2;
p=0,036), mostrando que na fase de vida 1 (ratos com 35 dias) a média do escore dos animais
RL foi maior do que a média do escore dos animais RT. O efeito isolado da variavel fase da
vida, (Wald= 27,133; gl=2; p<0,001) mostrou que a média dos escores na fase 1 (35 dias de

vida) foi maior do que a média dos escores nas fases 2 e 3 (ratos com 49 e 63 dias

respectivamente) (Tabela 5).
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Tabela 5: Comparagédo das médias dos escores do nimero de voltas da interacéo entre
exercicio e fase da vida no ciclo escuro

Exercicio Fase da vida

Média EP

RL 1 (35 dias) 4,50 0,177

2 (49 dias) 2,75 0,342

3 (63 dias) 2,42 0,463

RT 1 (35 dias) 3,13 0,512

2 (49 dias) 2,63 0,446

3 (63 dias) 2,25 0,415

A mesma anélise foi realizada para o ciclo claro (Tabela 6), mas apenas o efeito
principal da variavel fase da vida foi significativo (Wald= 42,232; gl= 2; p<0,001). A média
dos escores foi maior na fase de vida 1 (ratos com 35 dias) em relacdo as demais fases, e a
média dos escores na fase de vida 2 (ratos com 49 dias) foi maior que a média na fase de vida

3 (ratos com 63 dias).

Tabela 6: Comparacdo das médias dos escores do numero de voltas nas trés fases da
vida no ciclo claro.

Fases da vida

Média EP
1 (35 dias) 3,81 0,288
2 (49 dias) 3,00 0,316
3 (63 dias) 1,98 0,242

6.2. Teste de preferéncia condicionada por lugar induzida pela roda de corrida

Ao analisar o delta (tempo no lado claro no 8° dia - tempo no lado claro do 1° dia),
separando por exposicdo ao exercicio, observou-se que os animais RCIU condicionaram

menos ao lado claro, apresentando um delta menor que os animais controle [Mann-Whitney
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z= -2,242, p=0,025], quando expostos a RT. Ja nos animais RL ndo houve diferenca no

condicionamento entre RCIU e controle [Mann-Whitney z= -0,480, p=0,631] (Figura 8).

Figura 8: Delta do teste de preferéncia condicionada por lugar (CPP) (n= 6/grupo).
Teste de Mann-Whitney (*p=0,025)
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6.3. Peso corporal antes do BioDAQ®

Ao analisar o0 peso dos animais antes de realizar os testes de consumo no aparato
BioDAQ® nédo se observou diferencas entre os grupos controle e RCIU nas diferentes
exposicoes ao exercicio [RL: controle = 379,953g + 9,848; RCIU=363,836g *+ 9,848;
F(1,16)=1,339; p=0,264 / RT: controle = 416,251g + 13,324; RCIU=418,413g + 15,385;
F=(1,19)=0,011; p=0,916 / SR: controle = 480,785g + 13,622g; RCIU=449,501g + 13,622g;

F(1,14)=2,638; p=0,127].
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6.4. Comportamento alimentar

O consumo total da dieta palatvel durante as 48 horas de teste de consumo no aparato
BioDAQ® néo foi significativamente diferente entre os grupos controle e RCIU nas
diferentes exposicGes ao exercicio [RL: controle = 36,1969 + 4,834; RCIU = 39,8619 + 4,834;

F(1,15)=0,276, p=0,607 / RT: controle = 23,754g + 3,801; RCIU = 26,7909 *+ 4,390;

F(1,18)=0,273 p=0,608 / SR: controle = 39,503g + 3,639; RCIU = 47,5529 * 3,639;
F(1,13)=2,253, p=0,157]. Andlises mais detalhadas do consumo da dieta palatavel foram

realizadas dividindo o consumo em ciclo claro e ciclo escuro.

Nos resultados referentes ao ciclo claro (Tabela 7) pode-se observar que nos animais
expostos a RT o tamanho médio da porcéo (g/porcao) foi maior no grupo RCIU comparado ao

controle.

No ciclo escuro (Tabela 8), observou-se que nos animais SR o consumo total em
gramas e 0 numero médio de porcdes foram maiores no grupo RCIU do que no grupo
controle. Nos animais RT, o numero médio de por¢des foi maior no grupo controle do que o

RCIU.
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RL RT SR
Medidas controle RCIU valor controle RCIU valor controle RCIU valor
(n=9) (n=9) p (n=9) (n=9) p (n=9) (n=9) p

Consumo 17,475 19,331 12,622 14,665 20,210 17,575
total + + 0,750 + + 0,513 + + 0,507
(g em 48h) 3,965 3,965 2,003 2,314 2,619 2,619
mgg:grge 18,576 19,757 21,104 18,806 13,437 13,501
porcdes por + + 0,786 + + 0,581 + + 0,989
ciclo 2,964 2,964 2,675 3,089 3,003 3,003
Tamanho
médio da 0,558 0,541 0,337 0,517 0,756 0,603
por¢éo por + * 0,911 * * 0,042* * * 0,347
ciclo 0,099 0,099 0,054 0,062 0,107 0,107
(g/porcéo)
r’:‘ég}grge 2460 2,651 2831 3114 2679 1,946
refeicdes + + 0,682 + + 0,602 + + 0,078

: 0,317 0,317 0,355 0,410 0,260 0,260
por ciclo
Tamanho
médio da 4,253 4,194 2,505 3,760 3,789 4,346
refeicdo por + + 0,957 + + 0,100 + + 0,644
ciclo 0,752 0,752 0,473 0,546 0,796 0,796

(g/refeicdo)

ANOVA de uma via; valores expressos em media + EP.
corporal antes do BioDAQ®.

Analises ajustadas pelo peso
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RL RT SR
Medidas  controle  RCIU  valor controle RCIU valor  controle RCIU valor
(n=9) (n=9) p (n=9) (n=9) p (n=9) (n=9) p
Consumo 15,931 19,935 12,757 12,162 19,293 29,977
total + + 0,503 + + 0,876 + + 0,038*
(g em 48h) 4,046 4,046 2,457 2,837 3,149 3,149
r':']zmgrge 16,473 21,027 20,907 13,957 14,423 28,514
porcdes por + + 0,354 + + 0,029* + + 0,000*
ciclo 3,304 3,304 1,920 2,218 1,956 1,956
Tamanho
médio da 0,438 0,542 0,346 0,443 0,594 0,565
porgao por + + 0,402 + + 0,346 + + 0,822
ciclo 0,084 0,084 0,066 0,076 0,087 0,087
(g/porgéo)
r’:‘ég}grge 2523 2,366 3012 2,762 3739 4823
refeicdes + + 0,764 + + 0,683 + + 0,058
] 0,357 0,357 0,393 0,453 0,353 0,353

por ciclo
Tamanho
médio da 3,421 4,090 1,984 2,838 2,467 3,570
refeicdo por + + 0,522 + + 0,282 + + 0,105
ciclo 0,707 0,707 0,504 0,582 0,430 0,430

(g/refeicéo)

ANOVA de uma via; valores expressos em média = EP. Andlises ajustadas pelo peso
corporal antes do BioDAQ®

6.5. Peso corporal antes da decapitagdo

Ao analisar 0 peso dos animais antes da coleta de tecidos, observou-se que 0s animais

controles eram mais pesados que os animais RCIU apenas quando expostos a RL

[controle=422,998g + 7,339g; RCIU=399,580g + 7,339g; F(1,22)=5,091, p=0,034], néo

aparecendo essa diferenca nos animais expostos & RT [ controle=443,570g + 10,905g;

RCIU=438,158g + 10,905¢g; F(1,22)=0,123, p=0,729]. No grupo SR, os animais RCIU

pesaram mais comparados aos controles [SR: controle=376,703g + 10,594¢g; RCIU=411,714g

+ 11,237g; F(1,15)=5,139, p=0,039].
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6.6. Gordura Abdominal

Ao analisar a gordura abdominal total dos animais, observou-se que os animais RCIU
apresentaram maior percentual de gordura do que os animais controles, apenas no grupo SR
[controle=1,585 + 0,150; RCIU=2,102 + 0,150; F(1,14)=5,893, p=0,029], ndo aparecendo
diferenca nos animais expostos a RL [controle=1,814 + 0,119; RCIU=1,626 <+ 0,119;
F(1,22)=1,249, p=0,276], nem nos animais expostos & RT [controle=1,986 + 0,146;

RCIU=1,660 * 0,146; F(1,22)=2,499, p=0,128].

6.7. Andlises Bioquimicas

Nas andlises dos niveis de glicose, insulina e do indice HOMA-IR (Tabela 9), ndo
foram observadas diferencas significativas nos niveis de glicose entre os grupos controle e
RCIU nas diferentes exposicbes ao exercicio: RL [F(1,13)=0,22, p=0,885] RT
[F(1,13)=3,660, p=0,078] e SR [F(1,13)=3,003, p=0,107]. No entanto, os animais do grupo
RCIU tiveram maiores niveis de insulina do que os animais do grupo controle quando
expostos a RL [F(1,09)=5,607, p=0,042]. Nado houve diferencas entre controles e RCIU nos
grupos RT [F(1,09)=1,498, p=0,252], nem no grupo SR [F(1,08)=4,621, p=0,064]. Nas
analises do indice HOMA-IR, o grupo RCIU apresentou resultados maiores, indicando maior
resisténcia a insulina, do que o grupo controle, somente nos animais SR [F(1,08)=5,864,
p=0,042]. Nao foram encontradas diferencas significativas no HOMA-IR quando os animais

foram expostos a RL [F(1,09)=4,221, p=0,070] ou RT [F(1,09)=1,266, p=0,290].
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Tabela 9: Dados bioquimicos dos grupos neonatal, expostos ou nao ao exercicio

RL RT SR
controle RCIU valor controle RCIU valor controle RCIU valor
p P p
125,732 126,64 12 119,97 132,971 144,029+
5,73 6,643 0,885 6,899 9,976 0,078 32,9 ,029 0.107
Glicose +4,288 +4,288 + 2553 +2553 + 4,210 4,210
(mg/dL) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
207 = + 4733 + 2+ + 1 *
3,20 5,606 0.042% , 733 3,38 0.252 0,953 ,869 0,064
Insulina 0,707 0,707 0,780 0,780 0,287 0,257
(uU/mL) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=5) (n=6)
+ 76 + 7,136 + 287 + 1,495 + 237 +
5,008 9,076 0,070 ,136 5,28 0.290 ,495 3,23 0.042%
HOMA- 1382 1,382 1,162 1,162 0,484 0,433
IR (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=5) (n=6)

ANOVA de uma via; valores expressos em média + EP. Analises ajustadas pelo peso corporal

antes do BioDAQ.

6.8. Analises Neuroquimicas

Ao avaliar os niveis de receptores dopaminérgicos D2 no estriado, ndo foram

observadas diferencas entre 0s grupos neonatais quando os animais foram expostos a RL (t=-

0,063, p=0,951), ou RT (t=0,338, p=0,742) no estriado (Figura 9). No NAc também ndao

foram observadas diferencas entre 0s grupos neonatais quando expostos a RL (t=-1,240,

p=0,250) ou RT (t=1,836, p=0,104) (Figura 10).
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Figura 9: Niveis de receptores D2 no estriado dos animais (A) RL (controle n=5e RCIU
n=7) e (B) RT (controle n=7 e RCIU n=6). DO: densidade otica
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7. DISCUSSAO

Com base nos testes comportamentais, bioquimicos e neuroquimicos foi possivel
identificar que as diferentes exposi¢fes ao exercicio (roda livre, roda trancada ou ndo ter
acesso ao exercicio) podem alterar o consumo de alimento palatavel, o condicionamento de
lugar na presenca de uma recompensa (nesse caso a roda de corrida), 0 peso corporal e 0s
niveis de insulina na vida adulta, principalmente no grupo dos animais expostos a restri¢ao de
crescimento intrauterino (RCIU), que apresentam maior risco para piores desfechos
comportamentais, metabolicos e consequentemente maiores chances de desenvolver doengas
cronicas. Diferentemente do esperado, ndo foram encontradas diferencas significativas entre
0S grupos neonatais expostos a roda livre ou a roda trancada ao longo do desenvolvimento nos

niveis proteicos de receptores D2 no ndcleo accumbens e estriado.

O exercicio fisico voluntario foi avaliado separadamente conforme o periodo do dia
(ciclo claro e ciclo escuro), visto que os roedores sdo mais ativos no ciclo escuro
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996). No ciclo escuro, encontrou-se que 0s animais
expostos a RL, independentemente de pertencerem ao grupo RCIU ou controle, apresentaram
maiores médias nos escores de voltas na roda de corrida do que os animais expostos a RT aos
35 dias de vida; nas outras idades essa diferenca ndo foi significativa. Neste caso, parece
acontecer o principio da especificidade do treinamento fisico, em que, para se obter melhor
resultado numa tarefa, o treinamento devera ser realizado de acordo com as capacidades
especificas daquela determinada tarefa (FLECK e KRAEMER, 2007). Ainda no ciclo escuro,
observou-se que existe diferenca na média dos escores conforme a fase de vida, novamente
independente do grupo neonatal, sendo a média dos escores na fase 1 (35 dias de vida) maior
do que a média dos escores nas fases 2 e 3 (ratos com 49 e 63 dias respectivamente). Ja

durante o ciclo claro observou-se apenas diferenca conforme a fase da vida: os animais com
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35 dias de vida apresentaram maior média nos escores de exercicio voluntario, podendo ser
este comportamento ocasionado pelo aumento do tamanho e do peso corporal conforme os
animais vao envelhecendo. Esses resultados mostram que 0s animais mais jovens sdo mais
ativos e fazem mais exercicio voluntario do que animais adultos em ambos os ciclos, dados
apresentados por Wax e Goodrick (1975) e Wax (1977). Os resultados do exercicio fisico
voluntéario, apresentados no actograma, expressam apenas visualmente a quantidade de voltas
nas rodas de corrida, sugerindo que animais expostos a RL parecem ter maior atividade
guando pertencentes ao grupo controle em relacdo ao grupo RCIU, mesmo ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa. Porém, quando os animais foram expostos a RT, o
grupo controle parece ter maior atividade apenas na fase 1 (35 dias de vida), ja nas fases 2 e 3
acontece uma inversdo, onde o grupo RCIU parece ter maior atividade do que o grupo
controle. E possivel que as diferencas entre 0s grupos neonatais ao avaliar os escores de
exercicio fisico ndo tenham sido significativas devido ao numero amostral reduzido. No
entanto, a quantidade de exercicio fisico voluntario ndo era o desfecho principal do presente
estudo, visto que as diferencas entre 0s grupos neonatais ja foram avaliadas em um trabalho
anterior (CUNHA et al., 2015) no qual os machos restritos apresentaram menor interesse pelo
exercicio voluntario comparados aos controles. Ficou evidente, nesse estudo, que animais
mais novos se exercitam mais do que os animais mais velhos e que se exercitam mais quando

séo treinados, independentemente da sua origem neonatal.

Também foi possivel observar que os animais RCIU - RT apresentaram menor poder
de condicionamento a roda de corrida no teste de preferéncia condicionada de lugar quando
comparados aos Controles - RT. Isso foi alterado pela exposi¢do a RL, visto que oS grupos
controle - RL e RCIU - RL deixaram de demonstrar diferenca no delta do CPP quando

puderam se exercitar livremente ao longo do desenvolvimento. O resultado obtido quando os
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animais foram expostos a RT vai de encontro ao menor condicionamento ao alimento
palatavel no CPP em animais restritos observado por Dalle Molle et al. (2015). De acordo
com a literatura, o condicionamento no CPP ¢é dependente de dopamina, e alguns estudos
observaram que camundongos knock out para receptores D2 (MALDONADO et al., 1997;
CUNNINGHAM et al., 2000) condicionam menos frente ao alcool, cocaina e morfina no
CPP. Apesar de nao existirem diferencas significativas entre 0s grupos neonatais com relacao
aos niveis de receptores D2 no NAc no presente estudo, pode-se observar que as médias
sugerem menores niveis de receptores D2 no grupo RCIU comparado ao grupo controle
guando expostos a RT. Ao contrario, quando expostos a RL, os animais do grupo RCIU
parecem ter maiores niveis de receptores D2 comparados aos animais do grupo controle. A
possivel diferenca entre 0s grupos neonatais expostos a RT, provavelmente ndo confirmada no
presente estudo por falta de poder estatistico, corrobora os resultados de menores niveis de
receptores D2 no NAc (DALLE MOLLE et al., 2015) e estriado (CUNHA et al., 2015) de

animais com RCIU comparados aos controles.

N&o foram observadas diferencas entre 0s grupos neonatais com relagdo a quantidade
de exercicio fisico realizado em 24h nos trés periodos avaliados (35, 49 e 63 dias de vida) e
também ndo se encontrou diferenca nos niveis de receptores D2 no estriado e NAc, receptores
que estdo também relacionados com a atividade locomotora (MACHADO e HAERTEL,
2013) e ndo somente com condicionamento a recompensa (BAIK, 2013). Os resultados da
literatura com relacdo ao papel dos receptores D2 na atividade locomotora ainda séo
controversos. Segundo, Zhu et al. (2016), ha menor atividade locomotora no grupo com maior
ativacdo de receptores D2 no NAc. Ao contrério, Klinker et al. (2013), apresentaram efeito
reduzido de treinamento geral na roda de corrida em um modelo utilizando bloqueio de

receptores D2. Assim como Kelly et al. (1998) e Chausmer et al. (2002) apresentaram, em
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seus estudos, diminuicdo da atividade locomotora de ratos observados no periodo de 30 ou 60
minutos, apos blogueio de receptores D2. Cabe ressaltar que, no presente estudo, as analises
realizadas consideraram apenas a quantidade dos receptores e ndo sua funcionalidade como

nos estudos citados acima que bloquearam ou néo os receptores do tipo D2.

Podemos ressaltar, a partir dos resultados apresentados no segundo paragrafo da
revisdo de literatura, que o fato de individuos com RCIU se exercitarem menos
espontaneamente, coincide com os achados do presente estudo, em que os animais RCIU
condicionam menos ao exercicio ou tem menos prazer ao exercicio. No entanto, a exposicao
ao exercicio ao longo do desenvolvimento reverte esse resultado. Esse achado sugere que a
exposicdo ao exercicio fisico durante o desenvolvimento pode ser benéfica para individuos
que sofreram RCIU, contribuindo para a adocdao de um estilo de vida mais saudavel na fase
adulta. A inexisténcia de diferenca entre RCIU e controles na quantidade de exercicio fisico
mensurado nas diferentes fases da vida corrobora essa hipdtese, visto que se esperaria que 0s

RCIU fizessem menos exercicio voluntario.

O consumo alimentar foi avaliado considerando apenas o consumo de dieta palatavel
durante as 48 horas apds o periodo de habituacdo ao aparato Biodag. O consumo de dieta
padrdo ndo foi avaliado, devido ao baixo consumo desse tipo de dieta quando os animais
tinham disponivel a dieta palatavel simultaneamente. Essas analises também foram separadas
conforme o periodo do dia: ciclo claro e escuro. As diferencas no consumo da dieta palatavel
foram mais evidentes no ciclo escuro, periodo em que 0s animais estdo mais ativos e
consomem maiores quantidades de alimento. O consumo total em gramas € 0 nimero médio
de porcdes foram maiores no grupo RCIU quando comparado ao grupo controle somente nos
animais SR, durante o ciclo escuro. Essa diferenca no nimero médio de porcGes, quando 0s

animais tinham acesso a RL ou a RT, de alguma maneira desapareceu, sugerindo haver um
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beneficio quando a roda de corrida esta presente na caixa moradia, independentemente de
estar livre ou trancada. Esse resultado sugere que a simples presenca da roda de corrida dentro
da caixa pode ter funcionado como fator de enriquecimento ambiental (usada para brincadeira
qguando os animais s8o0 mais jovens e estdo em desenvolvimento). Ainda no ciclo escuro,
qguando os animais foram expostos a RT, 0 grupo controle apresentou um nimero medio de
porcdes maior que o grupo RCIU. Porém, durante o ciclo claro, na mesma condic¢éo (RT), o
grupo RCIU apresentou maior tamanho médio da porcdo (g/porcao) quando comparado ao
grupo controle. Esse achado parece fazer sentido visto que o grupo RCIU vai buscar o
alimento menos vezes, mas compensa isso com o0 consumo de por¢Ges maiores, ou seja, 0S
animais RCIU economizam energia no deslocamento, ingerindo maior quantidade de alimento
por porcdo, apresentando uma caracteristica classica do fenétipo poupador descrita nos

estudos de Hales & Barker, 1992 e Goldman, 2012.

Ao analisarmos o peso corporal (aproximadamente aos 90 dias de vida), observou-se
que os animais do grupo controle apresentaram maior peso do que o grupo RCIU quando
expostos a RL. Pode-se especular, conforme alguns resultados da literatura citados abaixo,
que os animais RCIU submetidos ao exercicio aerobico ao longo do desenvolvimento
poderiam apresentar reducdo da massa muscular magra o que teria impacto no peso corporal.
Esse estudo ndo avaliou o percentual de gordura corporal total, mas foi observado que nao
houve diferenca no percentual de gordura abdominal entre os grupos neonatais, sugerindo que
a diferenca de peso talvez nédo seja atribuida a quantidade de gordura corporal, podendo estar
na quantidade de massa magra. Laker et al. (2012) aplicaram um protocolo de exercicios
aerobios no inicio da vida e ndo observaram melhora do déficit em marcadores do masculo
esquelético de ratos restritos. Da mesma forma, Huber et al. (2009), encontraram que o

exercicio moderado diario de longo prazo melhorou globalmente o gasto energético e
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metabolismo, mas ndo apresentou mudanca no tamanho ou na distribuicdo das fibras
musculares. Para Kensara et al. (2005) e Yliharsila et al. (2007), o baixo peso ao nascer em
humanos estd associado a menor massa magra na vida adulta, contribuindo para o risco de
sarcopenia e incapacidade funcional. Os estudos de Brutsaert et al. (2011) e Dodds et al.
(2012), sugerem que individuos com RCIU desempenhem menos atividade por uma possivel
falta de musculatura apropriada. Mesmo ndo tendo analisado as por¢Ges musculares no
presente trabalho, os estudos citados reforcam a hipGtese de que a programacdo do
desenvolvimento muscular dos RCIU seja diferente dos controles, sugerindo um menor
desenvolvimento ou até prejuizo na massa muscular daqueles que sofreram RCIU dependendo
do exercicio fisico aplicado. Possivelmente, o exercicio fisico na roda de corrida ndo seja
eficiente para 0 aumento de massa muscular, ao contrario 0 exercicio anaerobio de forca é
mais indicado para alteracdes do processo de sintese dos componentes celulares,
particularmente dos filamentos proteicos que constituem os elementos contrateis, ocasionando
assim hipertrofia muscular (McCARDLE et al, 2003; GENTIL, 2006). Curiosamente, a
auséncia de diferenca entre os pesos corporais dos grupos RCIU e controle quando expostos a
RT, mostrou que a presenca da roda de corrida dentro da caixa, mesmo trancada, foi benéfica
para o grupo RCIU, provavelmente porgue os animais a usaram para escalar e subir durante o
desenvolvimento, apresentando um exercicio fisico com caracteristicas anaerdbias e
predominantemente com exigéncia de forca. Conforme descrito na literatura, esse tipo de
treinamento consiste em exercicios que utilizam a contragdo voluntaria da musculatura
esquelética contra qualquer forma de resisténcia, que pode ser conseguida por meio do
préprio corpo, pesos livres ou maquinas (ACSM, 2002; FLECK e KRAEMER, 2007; LOPES,
2008). Confirmando umas das hipéteses, os animais que ndo tiveram acesso a roda de corrida
(SR) apresentaram caracteristicas do fendtipo poupador, pois o grupo RCIU pesou mais que 0

grupo controle. No estudo de Vickers et al. (2003), os animais cujas genitoras sofreram
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restricdo alimentar de 30%, apresentaram caracteristicas de hiperfagia e diminuicdo da
atividade locomotora na idade adulta comparados aos descendentes de mdes com dieta
controle, mesmo na presenca de uma dieta saudavel ao longo da vida pés-natal. Ao se
considerar 0 gasto energeético, existem evidéncias de que humanos que sofreram RCIU podem
ter niveis de atividade fisica diminuidos (FERNANDES et al., 2010; CUNHA et al., 2015),
contribuindo para o aumento do armazenamento e consequente predisposicdo para estados

metabolicos alterados.

As analises bioquimicas do presente estudo ndo mostraram diferencas nos niveis de
glicose entre os grupos. Ja ao analisar os dados de insulina observou-se que os animais do
grupo RCIU tiveram maiores niveis de insulina do que os animais do grupo controle, quando
expostos & RL. Esse resultado aponta para um possivel efeito de programacdo metabodlica
intrauterina, indicando que estes animais seriam preparados para ter maior quantidade de
insulina disponivel para carrear glicose para as células, sendo este um mecanismo protetor
desde que a atividade fisica seja mantida. Em geral, os estudos mostram que a RCIU esta
relacionada a resisténcia a insulina na auséncia de atividade fisica (GARG et al., 2009;
LAKER et al., 2011). Em nosso estudo, essa medida foi realizada aos 90 dias de vida dos
animais, e o grupo RCIU né&o apresentou maior HOMA-IR que os controles quando expostos
a RL ou RT, apesar da maior insulina naqueles expostos a roda livre. J& nos animais SR,
encontrou-se que o grupo RCIU apresentou maior HOMA-IR comparado ao grupo controle,
indicando maior resisténcia a insulina. Portanto, a presenca da roda de corrida tanto trancada
quanto livre parece proteger os animais restritos da resisténcia a insulina, provavelmente por
diferentes mecanismos, ja que em uma situacao observamos insulina elevada (roda livre) e em
outra ndo (roda trancada). Possivelmente a presenca da roda mesmo trancada que possibilitou

a realizacdo do exercicio anaerobio durante o desenvolvimento, tenha gerado os melhores
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beneficios aos animais com RCIU. Estudos mostram que a atividade fisica melhora o perfil
glicémico e insulinémico de individuos com RCIU. Segundo Ortega et al. (2011), altos niveis
de atividade fisica podem reverter efeitos adversos na insulina de adolescentes nascidos com
baixo peso. Também foi demonstrado que a atividade fisica regular vigorosa ou boa aptidao
cardiorrespiratOria parece atenuar a associacdo de baixo peso de nascimento com resisténcia a
insulina e sindrome metabolica na vida adulta (LAAKSONEN et al., 2003). Aoyama et al.
(2013), apresenta em seus estudos que o baixo peso de nascimento esta inversamente
associado com HOMA-IR. A intervencdo de treinamento de exercicios aerobio em uma prole
de animais restritos foi capaz de suprimir a producdo de insulina estimulada pela glicose e a
producdo de glicose hepatica, levando a uma melhora geral da sensibilidade a insulina
(GARG et al., 2009). Por outro lado, Ridgway et al. (2011), apresenta resultados onde a
atividade fisica ndo modificou a associacdo entre baixo peso de nascimento e a resisténcia a
insulina. Estes resultados sugerem que a intensidade e a duracdo do exercicio fisico
possivelmente tenham influéncia nos desfechos metabolicos, refor¢cando assim a importancia

de novos estudos nesta area.

Conforme reviséo realizada por Gatford et al. (2014), existem evidéncias que ligam a
RCIU a niveis alterados de atividade fisica e também descrevem possiveis resultados
benéficos sobre o metabolismo dos RCIU ao se utilizar o exercicio como intervengdo. Ao
realizar a revisdo de literatura para o presente trabalho, observou-se que a maioria dos estudos
clinicos se concentrou no desempenho cardiovascular e altera¢cbes musculares como possiveis
explicagbes para a diminuigdo dos niveis de atividade fisica dos restritos. Ja os estudos
experimentais exploraram mais mudancgas na sensibilidade a insulina, secrecdo de leptina,
estrutura e fungédo vasculares e musculares. A parte experimental do presente trabalho tentou

elucidar a participacéo do circuito dopaminérgico como possivel mecanismo para a alteracdo
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de comportamento nos RCIU, mas estudos adicionais ainda precisam ser realizados para
esclarecer 0os mecanismos neurobioldgicos que podem influenciar o comportamento

sedentério desta populacgéo.

Podemos destacar como pontos positivos do estudo, a realizagdo de uma intervengao
longitudinal que demonstrou que o exercicio ao longo do desenvolvimento pode apresentar
impactos importantes no comportamento dos animais que sofreram RCIU, e a utilizagéo de
um sistema computadorizado que permitiu uma avaliagdo mais detalhada e precisa do
comportamento alimentar, um dos principais desfechos do estudo. Por outro lado, tivemos
como limitagBes o pequeno tamanho amostral em algumas andlises o que reduziu o poder e
impossibilitou observar algumas diferencas, e o fato de termos utilizado controles historicos
para os resultados do grupo SR, mas essa limitagdo é justificada pelo compromisso ético de
reduzir o nimero de animais utilizados em estudos experimentais. Portanto, pesquisas futuras
que investiguem intervencdes estruturadas em humanos utilizando estudos longitudinais bem
planejados e em grande escala podem auxiliar na determinacdo dos beneficios potenciais do
treinamento fisico para individuos que sofreram RCIU. Além disso, a continuidade de
investigacGes neurobioldgicas basicas que detalnem os efeitos do exercicio, especificamente
neste grupo, podem desvendar mecanismos que permitam melhorar a aplicacdo desse tipo de

intervencao.

8. CONCLUSAO

Foi possivel identificar, baseado nos testes comportamentais, bioquimicos e
neuroquimicos que as diferentes exposi¢des ao exercicio (roda livre, roda trancada ou ndo ter
acesso a roda) alteraram o consumo de alimento palatavel, o condicionamento de lugar na

presenca de uma recompensa (nesse caso a roda de corrida), o peso corporal, 0s niveis de
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insulina e 0 HOMA-IR na vida adulta, principalmente no grupo dos animais com RCIU, que
apresentam maior risco para piores desfechos comportamentais, metabolicos e
consequentemente maior chance de desenvolver doencas cronicas. Diferentemente do
esperado, ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0s grupos neonatais com
acesso a roda livre ou roda trancada ao longo do desenvolvimento nos niveis proteicos de

receptores D2 no nucleo accumbens e estriado.

Assim, o exercicio fisico voluntéario durante o desenvolvimento apresentou beneficios
para os animais com RCIU, independentemente de sua caracteristica aerdbia ou anaerdbia
(roda livre ou trancada), comparado aos animais sem acesso a roda de corrida. Frente aos
resultados apresentados, sugere-se que as variaveis do treinamento fisico, como intensidade,
volume e tipo de exercicio, tenham influenciado nos desfechos do estudo. Sendo assim, novos
delineamentos que envolvam o exercicio de forca e o controle das variaveis de treinamento

fisico deverdo ser investigados para complementar os resultados do presente estudo.
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