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“Se vocé busca a verdade, esteja ciente que ela tém
muitas facetas. Uma pode estar te enganando a
pensar que ela é a face da verdade para tal questao,
por mais auténtica que parega. Ndo se deixe cegar
pelo que a verdade possa parecer, pois outros
estardo contando a verdade, de maneira calma e
clara, e vocé deve ouvir a eles também.”

Neil DeGrasse Tyson




RESUMO

A privacao de cuidados maternais (PM) no inicio da vida gera déficits de memoéria
que podem perdurar ao longo da vida; o exercicio maternal (EM) durante a
gestacéo € capaz de prevenir estes déficits. Por outro lado, estudos anteriores
demonstraram nao ocorrer protegdo, ou até mesmo prejuizo na memoria de
animais submetidos ao destreino (perda da capacidade aerdbica proporcionada
pelo treinamento). Parar, diminuir ou manter a intensidade do exercicio na
gestagdo sdo escolhas comuns para futuras maes, o que pode levar ao
destreino. Ainda, o enriquecimento ambiental (EA), assim como o exercicio,
protege animais PM de déficits de memoria, o que pode indicar um possivel
efeito benéfico do EA durante a gestagdo na memoaria da prole, podendo ser uma
alternativa para mées que ndo podem se exercitar na gestagdo. Assim, nossos
principais objetivos com esta tese envolvem ampliar o conhecimento sobre os
efeitos de diferentes intensidades de exercicio antes e/ou durante a gestacéo
sobre o comportamento e memodria da maes (estudo 1), da prole (estudo 2),
explorando o envolvimento do balango oxidativo, assim como os efeitos do EA
gestacional sobre o comportamento e memoaria da prole submetida a PM (estudo
3), explorando o envolvimento do sistema endocanabindide. Para investigar os
efeitos do EM nos estudos 1 e 2, as ratas maes foram divididas em 5 grupos:
Nao-exercitadas (NE); Exercicio pré-gestacdo (PRE); Exercicio pré e gestacional
com reducado da intensidade (RED); Exercicio pré e gestacional em igual
intensidade (IGUAL), e; Exercicio gestacional (GEST). Apds o nascimento, a
prole foi subdividida em grupo controle (CT) e PM e avaliamos o comportamento
maternal (tempo e frequéncia de saida do ninho, licking em relagao aos filhotes,
e self-grooming) 30min apdés cada sessao de PM. As ratas maes foram
submetidas aos testes de memoria de reconhecimento de objetos (RO) apds o
desmame (DPN 22), enquanto a prole (fémeas e machos) foi submetida aos
testes na fase adulta (DPN 75). A PM causa aumento de self-grooming nas
maes. Parar ou diminuir a intensidade do exercicio durante a gestagdo causa
destreino nas maes, levando a déficit de RO apds o desmame. Manter a
intensidade ou comegar a correr durante a gestagao previne o déficit de memaria
causado pelo desmame. O grupo PRE+PM apresentou aumento da peroxidagao
lipidica hipocampal sem aumento da atividade da enzima catalase (CAT). A PM
nao causa déficits de memoria na prole de fémeas, apenas na de machos. Ainda,
parar de se exercitar durante a gestagao por si s6 leva a déficit de RO nos filhotes
machos e provoca déficit nas fémeas PRE+PM quando adultas. Para investigar
os efeitos do EA durante a gestagdo e a participacdo do sistema
endocanabindide nos déficits de memodria induzidos pela PM no estudo 3,
utilizamos camundongas, que foram alojadas em ambiente padrdao ou
enriquecido durante a gestacéao, e a prole foi submetida ou ndo a PM, com a
injecdo de agonista de receptores canabindide ou veiculo via intraperitoneal 10
minutos antes das tarefas comportamentais e teste de memoaria na fase adulta
(DPN 80). O EA durante a gestagao protegeu a prole de machos PM de déficit
de aprendizagem e memoria espacial. A injegdo de agonista canabindide piora
a memoéria de machos PM, mas melhora a aprendizagem em fémeas controle.
Concluimos que manter a intensidade (mesmo que baixa), ou iniciar a pratica de
atividade fisica durante a gestacao sao estratégias melhores tanto para as maes
quanto para a prole, e o EA durante a gestagao também € uma estratégia eficaz
para proteger a prole dos danos a memoria causados pela PM.



Palavras-chave: n memoria, periodo neonatal, exercicio maternal,
comportamento maternal, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Early- life Maternal separation (MS) causes memory deficits that can persist
throughout life; maternal exercise (ME) during pregnancy can prevent these
deficits. On the other hand, previous studies have shown that there is no
protection or even impairment in the memory of animals subjected to detraining
(loss of aerobic capacity provided by training). Stopping, decreasing, starting, or
maintaining exercise intensity are common choices for expectant mothers, which
can lead to detraining. Additionally, environmental enrichment (EE), like exercise,
protects MS animals from memory deficits, which may indicate a potential
beneficial effect of EE during pregnancy on offspring memory, and may be an
alternative for mothers who cannot exercise while pregnant. Thus, the main
objectives of this thesis involve expanding knowledge about the effects of
different exercise intensities before and/or during pregnancy on the behavior and
memory of mothers (study 1) and their offspring (study 2), exploring the
involvement of oxidative balance, as well as gestational EE, on the behavior and
memory offspring subjected to MS (study 3), exploring potential involvement of
the endocannabinoid system. To investigate the effects of ME in the studies 1
and 2, mother rats were divided into five groups: Non-exercised (NE); Pre-
pregnancy exercise (PRE); Pre-pregnancy and pregnancy exercise with reduced
intensity (RED); Pre-pregnancy and pregnancy exercise with maintained intensity
(EQUAL); and Pregnancy-only exercise (GEST). After birth, the offspring were
divided into control (CT) and MS groups, and maternal behavior (time and
frequency of nest-leaving, licking of pups, and self-grooming) were assessed 30
minutes after each MS session. Mother rats were subjected to memory tests after
weaning (PND 22), while offspring (both females and males) underwent testing
in adulthood (PND 75). MS increases self-grooming in mothers. Stopping or
reducing exercise intensity during pregnancy causes detraining in mothers,
leading to object recognition (OR) deficits after weaning. Maintaining intensity or
starting exercise during pregnancy prevents memory deficits caused by weaning.
The PRE+MS group showed increased hippocampal lipid peroxidation without an
increase in catalase (CAT) enzyme activity. MS does not cause memory deficits
in female offspring, only in male. Furthermore, stopping exercise during
pregnancy results in OR deficits in male offspring and causes deficits in PRE+MS
females in adulthood. In the study 3, to investigate the effects of EE during
pregnancy and the role of the endocannabinoid system in MS-induced memory
deficits, we used mice, who were housed in standard or enriched environments
during pregnancy, and the offspring were subjected or not to MS, with
intraperitoneal injections of cannabinoid receptor agonists or vehicle 10 minutes
before behavioral tasks and memory tests in adulthood (PND 80). The EE during
pregnancy protects male MS offspring from spatial learning and memory deficits.
The cannabinoid receptors agonist injection worsens male MS offspring memory;
in turn, it improves learning in control females. Thus, we conclude that
maintaining intensity (even if low) or starting physical activity during pregnancy
are better exercise strategies for both mothers and offspring, and that the EE
during pregnancy is also an effective strategy to protect offspring from MS-
induced memory damage.



Keywords: memory, neonatal period, maternal exercise, maternal behavior,
oxidative stress.
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1. Apresentacgao

A presente tese tem como objetivo principal investigar os efeitos do
exercicio maternal e do ambiente enriquecido gestacional sobre a memoria e
comportamento das méaes e da prole privadas de contato e cuidado durante o

periodo neonatal.

Para isso, buscamos estudar os efeitos do treino e destreino durante a
gestagcao na memoria e comportamento das maes apds o desmame, e da prole
privada de cuidado neonatal, avaliando machos e fémeas, considerando
possiveis diferentes respostas de acordo com o sexo na idade adulta. Ainda,
também avaliamos como uma estratégia de moradia complexa/ambiente
enriquecido durante a gestagdo, assim como a modulagdo do sistema
endocanabindide, afeta a memodria da prole privada de cuidado neonatal durante

a fase jovem-adulta.

Para apresentacdo dos dados da presente tese, inicialmente
apresentamos uma breve Revisao de Literatura, que dara contexto aos principais
temas discutidos e pertinentes ao estudo. Apods, serdo apresentados a
Justificativa e os Materiais e Métodos utilizados para realizagédo do mesmo. Em
seguida serdao apresentados os Resultados dividos em trés estudos principais

que compde a presente tese, para melhor visualizagao e interpretacao.

No estudo 1, apresentamos os efeitos do treino e destreino em corrida
durante a gestacdo, assim como da PM, sobre o comportamento maternal
durante a fase de privacdo de contato com a prole, além dos efeitos sobre a
memoria, comportamento, e ligacdo mae-filhote apés o desmame. Estes
resultados estdo incluidos no manuscrito intitulado “Start, stop, reduce, or
maintain? How training and detraining during pregnancy shapes maternal
memory and mother-pup interaction after maternal separation” submetido a
revista Physiology & Behavior, e em fase de revisdo no momento da submisséo

desta tese.

No estudo 2, apresentamos os efeitos do treino e destreino em corrida
durante a gestagao, assim como da privagao de cuidados maternais, sobre a
memoria e comportamento da prole de machos e fémeas ja na fase adulta da
vida. Estes resultados estdo incluidos no manuscrito intitulado “Maternal



Exercise and Detraining During Pregnancy: Sex-Specific and Differential Effects
on Offspring Memory Outcomes After Maternal Separation” submetido a revista
Neuroscience Letters, e em fase de revisdao no momento da submissao desta

tese.

Por fim, no estudo 3, apresentamos os efeitos de um modelo de moradia
complexa/enriquecimento ambiental, incluindo a pratica de exercicio voluntario
e exercicio cognitivo, durante a gestagdo, assim como a modulagdo de
receptores canabindides fase jovem-adulta sobre a memaoria da prole submetida
a PM. Os resultados deste estudo estdo em fase de complementagao por nossa
equipe parceira na KUL/Bélgica, para posterior submissdao de artigo a um

periddico internacional.



2. Revisao da literatura
2.1 Memobéria

Memoria € a capacidade de adquirir, armazenar e evocar informagoes
obtidas a partir do meio interno ou do contato com ambiente externo (lzquierdo,
1989), sendo um dos processos - se ndo o, mais importante da vida do ser
humano, pois faz de nds, seres humanos, o que fomos, somos, € seremos,
interagindo com a realidade a todo momento para moldar as decisdes que
tomamos.

O processo de formacao de memorias é complexo e, tradicionalmente, é
composto de trés fases principais: aquisicdo, consolidagdo e evocacgao
(Izquierdo, 1989). A aquisicao corresponde a fase de aprendizagem de uma nova
tarefa ou informagéo, ou seja, o momento no qual a informagéao é levada ao
sistema nervoso central (SNC) por estruturas sensoriais, sejam receptores
visuais, de tato, auditivos, térmicos, ou outros. L3, as informagdes sensoriais sao
integradas, interpretadas, e d&o inicio aos processos mnemaonicos.

ApoOs a aquisigdo da memoria, se desencadeiam processos bioquimicos
que sao necessarios para a consolidagdo da memoaria. A consolidagao é
essencial para a formacao da memoria de longa duragao, que é dependente de
alguns processos. Dois dos principais processos necessarios para a formacéao
de uma memdria de longa duragao (por exemplo, vocé lembrar do que comeu
no domingo passado) s&o a expressao génica e a sintese de proteinas que estao
envolvidas no processo de potencializagao a longo prazo (LTP, do inglés Long-
Term Potentiation) (Bliss; Gardner-Medwin, 1973), levando assim a modificacao
de sinapses nas regides cerebrais nas quais a circuitaria de tal memaéria € criada
(Mcgaugh, 2000).

Apos a consolidagdo, pode ou nao ocorrer a fase de evocacédo da
memoria, correspondente ao momento em que a informagdo € recordada e
utilizada com um determinado objetivo (Mcgaugh, 2000). Por exemplo, vocé
lembrar da receita da comida que fez naquele churrasco de domingo passado.
Dessa forma, também podemos afirmar que uma memaria pode ser consolidada,
mas nunca evocada. Se ndo evocada, a memaoria pode passar por um processo
de esquecimento fisiolodgico, criando, assim, espago para o armazenamento de

outras informacgoes.



Por outro lado, caso a mesma seja utilizada, isto é, evocada, a cada
evocacgao ela pode ser modificada de acordo com seu nivel de importancia e
passar a perdurar por um grande periodo de tempo, passando pelo processo de
reconsolidacdo, essencial para a persisténcia da memoaria (lzquierdo; Furini;
Myskiw, 2016). Desse modo, fica ébvio que a persisténcia da memaoria depende,
inicialmente, da sua consolidagao, e, posteriormente, da sua evocacao. Além
disso, a nova evocagao da memoria torna a mesma labil, e pode fazer com que
ocorra o processo de reconsolidacdo, que se da a partir do recrutamento das
redes neurais envolvidas na memoria evocada (Dudai; Eisenberg, 2004), com
possibilidade de fortalecer as informacdes previamente adquiridas, ou modifica-
las.

Mas nem todas as memorias sdo persistentes, algumas duram pouco
tempo. Sendo assim, podemos classificar memoérias de acordo com sua duragao,
sendo: memoéria de trabalho, de curta ou de longa duracédo (Unsworth; Engle,
2007). A memoria de trabalho corresponde mais a uma fungcéo executiva do que
uma memodria propriamente dita, ja que esta disponivel somente por alguns
segundos ou minutos, e se refere ao tipo de informagao que so6 iremos recordar
enquanto necessitamos dela para concluir alguma atividade ou compreender um
contexto. Por exemplo, lembrar os nove digitos de um numero de telefone, ou o
enderego da casa de alguém quando estamos chegando perto. Este tipo de
memoria envolve primariamente a ativacdo do cortex pré-frontal e ndo depende
da alteracao de sinapses ja estabelecidas, apenas de sua atividade (Lara; Wallis,
2015).

Ja a memodria de curta duracdo depende de processos bioquimicos
simples que ocorrem entre o cértex-entorrinal (CE) e o hipocampo (HP), podendo
durar até cerca de seis horas (lzquierdo; Medina, 1997). Sendo assim, essas
memorias sao independentes da transcricdo génica e sintese de proteinas
(Izquierdo, 1994), e sédo importantes para garantir o acesso a informagdes
enquanto a memoaria de longa duragéao esta se formando/consolidando.

Ja a memoaria de longa duragdo pode durar de horas a décadas, por
envolver processos mais complexos como as citadas LTP, transcricao génica e
sintese proteica hipocampal (Redondo; Morris, 2011). Como dito, o principal
processo a partir do qual se forma uma memodria de longa duragdo € a

potenciagdo de longa duragao (do inglés, long-term potentiation, LTP; (Abbas;



Villers; Ris, 2015). A LTP ocorre a partir de alguns processos bioquimicos que
ocorrem em sequéncia. Primeiro, ocorre 0 aumento dos niveis de calcio
intracelular, pela ativacdo dos receptores alfa-amino-3-hidroximetil-5-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) e N-metil-D-aspartato (NMDA) (Minichiello, 2009;
Penn; Zhang; Georges; Royer et al., 2017). O efeito disto € a consequente
fosforilagao do elemento de resposta a ligagédo de AMP ciclico (CREB), levando
a ativacao de receptores de membrana e a mudangas em proteinas que mediam
a interagdo entre células, e, consequentemente, formacdo de memodrias
(Dunning; During, 2003; Izquierdo; Medina, 1997).

Tais eventos levam a transcricdo de mRNAs pré-existentes que geram
aumento da expressao de genes relacionados a plasticidade sinaptica (Katche;
Cammarota; Medina, 2013), que desencadeiam mudangas estruturais e
maturacao de novas sinapses na circuitaria onde a nova memoria podera ser
armazenada, como o fator neurotréfico derivado do cérebro (do inglés, brain-
derived neurothrophic factor; BDNF; (Ardenghi; Barros; Izquierdo; Bevilaqua et
al., 1997; Caroni; Chowdhury; Lahr, 2014). O BDNF & uma neurotrofina que tem
como receptor ligado a processos de memoéria o TrKB (Nagappan; Zaitsev;
Senatorov; Yang et al., 2009) e sua ligagao com este receptor é capaz de induzir
LTP e promover a consolidagdo de memdrias de longa duracgao (Kang; Schuman,
1995).

Por fim, as memoérias podem ser classificadas de acordo com seu
conteudo, podendo ser declarativas (seménticas ou autobiograficas) ou
procedimentais. Em nosso estudo, focaremos na memaria declarativa, que é o
tipo de memodria que podem ser descritas como sendo memorias de eventos ou
fatos que ocorreram, como a memdéria de reconhecimento. Tal tipo de meméria
€ de extrema importancia para a sobrevivéncia, uma vez que permite a
comparagao de fatos e eventos com caracteristicas ja conhecidas de outro
momento no tempo (Medina; Bekinschtein; Cammarota; Izquierdo, 2008). E este
tipo de memdéria que nos permite reconhecer pessoas e objetos, e atribuir-lhes
significado, compreender quem sao, de onde conhecemos, e, no caso de
objetos, para que servem. No teste da tarefa de reconhecimento de objetos que
empregamos durante a presente tese, por exemplo, o animal precisa reconhecer
objetos com os quais ja teve contato prévio, diferenciando-os daqueles que séo

NnoVvos.



Outra forma de testar a memoria declarativa, € utilizando testes de
memoria espacial, como o Morris Water Maze (MWM; (Morris, 1981)). O MWM
€ um dos testes padrao ouro para avaliagdo da memoria, sendo utilizado por
quase 50 anos, com resultados consistentes ao longo do tempo. Ainda, a
memoria espacial € dependente do hipocampo (Fritch; Macevoy; Thakral; Jeye
et al., 2020), o que a torna especialmente interessante e relevante, visto que
grande parte das doengas neurodegenerativas, como Alzheimer, além da
neurodegeneracgao natural advinda da idade, afetam diretamente o hipocampo,
e a dificuldade em evocar memorias espaciais antes consolidadas é um dos
principais sintomas aparentes da doenca (Jaroudi; Garami; Garrido; Hornberger
et al., 2017). No caso do teste empregado no estudo 3 da presente tese, os
animais precisam lembrar, com base em dicas espaciais, onde estava localizada
uma plataforma submersa sob a agua, demonstrando também a importancia da

memoria espacial para a sobrevivéncia.

2.2 Estresse neonatal, privagao maternal e a prole

O estresse € uma resposta fisiolégica importante frente a estimulos
especificos, necessario para sobrevivéncia tanto humana quanto animal. Um
quadro de estresse fisioldgico se desenvolve sempre que algo desagradavel,
desafiante, ou ameacgador ocorre, podendo ser induzido por estimulos fisicos,
ambientais, fisioldgicos ou psicossociais.

O protocolo de privagdo maternal (PM) é utilizado ha muito tempo como
paradigma de estresse neonatal para simular situagdes em que a prole precisa
passar algum tempo sem cuidados. O termo estresse neonatal (early-life stress,
em inglés) descreve um amplo espectro de possiveis fatores e experiéncias
estressoras (maus tratos, perda parental, privagcdo maternal, abuso, violéncia)
(Agorastos; Pervanidou; Chrousos; Baker, 2019), entre outras, como em
periodos que o cuidador ou a propria prole necessita de cuidado em UTls
neonatais e circunstancias pos-parto semelhantes. Esses cenarios
frequentemente resultam em periodos prolongados de separacao diaria entre
criancas e seus cuidadores, o que pode impactar o cuidado neonatal e ter efeitos
duradouros na prole. Em modelos animais, a PM é tipicamente reproduzida

removendo a mae da gaiola, separando-a dos filhotes.



Um dos principais efeitos da PM é a promocao de alteracdes na circuitaria
do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), alterando a regulagao da resposta
ao estresse. Para entendermos o que poderia estar causando esses déficits,
devemos lembrar que os filhotes roedores passam seus primeiros dias de vida
no ninho criado pela mae. Sendo assim, retirar a mae de perto dos filhotes pode
perturbar o comportamento e ser tratado como uma ameacga pelos filhotes
(Lajud; Torner, 2015), desta forma, ativando o eixo HPA (Lajud; Roque; Cajero;
Gutierrez-Ospina et al., 2012). Tal cenario de estresse promove um aumento na
liberagcdo do fator liberador de corticotrofina (do inglés corticotrophin release
factor, CRF), envolvido nas respostas ao estresse em mamiferos, induzindo
respostas tanto do sistema nervoso auténomo quanto do sistema enddcrino em
conjunto (Sanchez, 2006).

O nucleo paraventricular (NPV) do hipotalamo é o local com maior
concentracao de fator liberador de CRF no encéfalo (Antoni; Palkovits; Makara;
Linton et al., 1983). Apdés sua ativacdo em resposta ao estresse pela
comunicagdo com neurdnios localizados no nucleo central da amigdala, os
neurdnios do NPV se projetam ao centro de norepinefrina no locus coerulus (LC),
levando a liberagdo de adrenalina pela medula da glandula adrenal (Syed;
Nemeroff, 2017). Por sua vez, os neurdnios liberadores de corticotrofina do NPV
estimulam a produgao do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), ativando o eixo
HPA. Entdo, o ACTH estimula a liberagdo de glicocorticoides do cortex da
adrenal, que agem promovendo a diminuigdo da ativacdo do eixo HPA pela
estimulacao dos receptores de glicocorticoides no encéfalo (Gutman; Nemeroff,
2002) (Figura 1).



Figura 1 — Representacéo da ativacao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal pelo estresse.
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Fonte: Adaptado de Lim et. al (Lim; Yoon; Chung; Lee et al., 2021) e Sara (Sara, 2015).
Legenda: CRF = horménio liberador de corticotrofina. ACTH = horménio adrenocorticotréfico. LC
= locus coeruleus. NPV = ndcleo paraventricular

Tal sequéncia de eventos leva ao aumento das concentragdes de
corticosterona/cortisol (animais/humanos), e de ACTH e de CRF tanto em
situacdes normais quanto como quando os animais sao submetidos novamente
ao estresse (Ladd; Huot; Thrivikraman; Nemeroff et al., 2004; Ladd; Owens;
Nemeroff, 1996). Tal efeito ja foi observado em animais separados
maternalmente, onde os niveis de CRF e ACTH aparecem aumentados em
relagdo a animais controle, tanto no plasma quanto na regido CA1 do hipocampo,
importante para formagao de meméorias (Li; Lee; Filler; Hock et al., 2017; Wang;
Nie; Li; Hou et al., 2014).

Dessa forma, a exposigcao crbnica ao estresse produz uma sobrecarga
aos mecanismos de fisiolégicas de resposta ao estresse, gerando mudancgas
estruturais e fisiolégicas a longo prazo, tanto do sistema nervoso, quanto do
sistema enddcrino. A mudanga nessas respostas € um fator importante que

ditara a resposta ao estresse, tornando o ser resiliente ao estresse, ou levando



a um quadro patologico, como déficits de memdria dado ao grande numero de
receptores esterdides encontrados em algumas regides cerebrais importantes
para a memoria, como o hipocampo (Castelld, 2020; Russo; Murrough; Han;
Charney et al., 2012). Ainda, o aumento dos niveis de corticosterona induzidos
pelo estresse se mostrou capaz de induzir a redu¢ao do numero de dendritos no
hipocampo (Mcewen, 2016), o que pode impactar tanto a memoria de

reconhecimento, quanto a memaria espacial.

2.3 Envolvimento do balango oxidativo nos déficits de memodria

causados pela privagao maternal

Estresse oxidativo é o termo utilizado para conceituar o desequilibrio entre
a producado de agentes pro-oxidantes e antioxidantes causados por disturbios
celulares (Allen; Bayraktutan, 2009). Entre as reagdes causadas por tal
desbalancgo estdo a peroxidacao lipidica e a diminuigdo dos niveis de agentes
antioxidantes como a catalase (CAT). Tais reagdes estao envolvidas em diversas
doencas neurodegenerativas, assim como nos efeitos da PM, tanto em machos
quanto em fémeas (Malcon; Wearick-Silva; Zaparte; Orso et al., 2020; Soares;
Gildawie; Honeycutt; Brenhouse, 2020).

A lipoperoxidagao acontece a partir do ataque aos lipideos causados por
espécies rativas de oxigénio (EROs) que possuem energia para formar radicais
organicos que reagem com oxigénio e resultam em um radical peroxil. Apesar
de ser um processo fisiolégico que ocorre naturalmente, quando
descompensado, o efeito desses radicais leva a danos estruturais as
membranas celulares e a perda de funcdo das células (Reed, 2011). Em
sistemas biolégicos, um dos produtos finais da peroxidacdo lipidica € o
malonildialdeido (MDA), usado como via principal da mensuragcédo de
peroxidagao lipidica na técnica de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS; (Janero, 1990).

O cérebro é especialmente suscetivel a mudangas no balango oxidativo,
uma vez que possui grande concentracdo de acidos graxos, com baixa
capacidade de reparo celular neuronal. Isso se da devido ao fato da cadeia
respiratéria mitocondrial ser a principal fonte de superoéxido intracelular (Santos;

Borges; Cerejo; Sarmento et al., 2005). Ainda no cérebro, encontramos a



presenca de trés principais agentes antioxidantes que sdo capazes de combater
a formacgao de radicais superoxidos, sendo eles a CAT, a superoxido dismutase
(SOD), e a glutationa peroxidase (GPx(Schad; Fahimi; Volkl; Baumgart, 2003),
sendo que a CAT encontrada em todos os tipos celulares cerebrais.

O desequilibrio oxidativo verificado no cérebro dos animais submetidos a
PM, como o aumento da peroxidacgéao lipidica hipocampal, indica a morte de
células na regido (Neves; Menezes; Souza; Mello-Carpes, 2015), o que leva ao
prejuizo em diferentes tipos de memdria na prole, incluindo reconhecimento de
objetos, memoria espacial e até memdéria de medo (Carrazoni; Das Neves; Dos
Santos Soares; Lima et al., 2023; Czarnabay; Dalmago; Martins; Queiroz et al.,
2019; Menezes; Souto Das Neves; Goncalves; Benetti et al.,, 2020). Essas
condigdes geram mudancas persistentes, tanto em ratos adultos quanto jovens,
tanto em fémeas quanto em machos (Lajud; Torner, 2015; Maghami; Zardooz;
Khodagholi; Binayi et al., 2018; Neves; Menezes; Souza; Mello-Carpes, 2015;
Suri; Bhattacharya; Vaidya, 2014).

Na presente tese, procuramos entender como o exercicio e destreino
maternal durante a gestacdo, assim como a PM, afetam o equilibrio oxidativo
cerebral da prole na fase adulta da vida, e se 0 mesmo esta envolvido nos déficits

de memdria observados na prole privada de contato neonatal.

2.4 Respostas sexo-dependentes ao estresse e seu papel na PM

Apesar de a maioria dos estudos com modelos animais utilizar apenas
ratos machos, além das diferengas hormonais e estruturais, machos e fémeas
apresentam respostas diferentes ao estresse. Por exemplo, enquanto machos
demonstram persistente déficit em memaorias dependentes do hipocampo (como
memoria de reconhecimento e espacial) apés um protocolo de estresse cronico,
as mesmas respostas nao sao observadas em fémeas na vida adulta (Luine;

Villegas; Martinez; Mcewen, 1994).

Por sua vez, as fémeas apresentam resultados melhores em testes de
memoria episddica e, apesar de efeitos negativos observados no inicio da vida
em machos e fémeas, as fémeas apresentam menor suscetibilidade aos efeitos
neurodegenerativos causados pelo estresse neonatal apés a puberdade (Bath;

Nitenson; Lichtman; Lopez et al., 2017; Lundervold; Wollschlager; Wehling,
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2014). Uma hipdtese do que ocorre nesses casos, levantada recentemente, é de
que enquanto ocorrem mudangas morfoldégicas e funcionais em neurbnios
gabaérgicos e glutamatérgicos nas regides CA3-CA1 do hipocampo em machos
apds a exposicao a privagao maternal, tais processos nao ocorre em fémeas
(Talani; Biggio; Gorule; Licheri et al., 2023). Outra hipotese, ja conhecida ha
algum tempo, é de que apesar de fémeas demonstrarem uma resposta
neuroenddcrina aumentada em relagdo a machos apds a exposi¢ao a um evento
estressor, com aumento de ACTH e corticosterona (Handa; Burgess; Kerr;
O'keefe, 1994; Handa; Weiser, 2014), o pico de circulagdo de tais horménios
demora mais para ser atingido em fémeas do que machos, o que sugere uma

regulacao diferente do eixo HPA (Handa; Weiser, 2014).

Além disso, diferentes resultados de memodria e comportamento sao
observados em filhotes machos e fémeas da mesma idade, devido a diferencas
fisiolégicas, na estrutura cerebral, nas respostas comportamentais a fatores
ambientais e a experiéncia prévia de PM (Lee; Koe; Ashokan; Mitra, 2020;
Tractenberg; Levandowski; De Azeredo; Orso et al., 2016). Por exemplo, fémeas
apresentam uma habilidade maior de lidar com o estresse neuronal induzido pela
resposta ao influxo de calcio em neurbnios hipocampais do que machos,
apresentando proteinas de ligagao ao calcio em concentragao 4-5 vezes maiores
que em machos. Dessa forma, enquanto o estresse gera influxo de calcio
neurotoxico em machos, o mesmo efeito ndo ocorre em fémeas (Xu; Hu; Zhang;
Gao et al., 2011).

Tais diferengas hormonais, morfolégicas e funcionais ajudam a explicar o
porque de fémeas parecerem ser menos afetadas pelo estresse neonatal do que
machos, observado pelo menor numero de alteragbes cognitivas apés a PM. Na
presente tese, tentaremos entender como o balango oxidativo € influenciado pela
PM em ambos sexos da prole, de forma a somar com os dados ja publicados

anteriormente na literatura.
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2.5 Envolvimento do sistema endocanabindide nos déficits de

memodria causados pela privagao maternal

O sistema endocanabindide €& um dos principais sistemas de
neutrotransmissores do corpo, com especial envolvimento no desenvolvimento
e respostas do SNC (Bouter; Ott; Gunther; Weig et al., 2023; Lu; Mackie, 2021).
O sistema endocanabindide pode ser modulado tanto por moléculas enddégenas
como os endocanabindides e seus receptores (CBr), quanto por moléculas
exdgenas como o tetraidrocanabidiol (THC), e o canabidiol (CBD), popularmente
conhecidas por ser encontradas na cannabis. Entre os principais CBr, podemos
citar os receptores CB1 e CB2 (Lu; Mackie, 2021).

No SNC, podemos encontrar em maior niumero so receptores CB1, sendo
que os mesmos sdo acoplados a proteina G inibitéria em neurdnios GABA (do
inglés, Gamma-Amino Butyric Acid). Quando ativados, os receptores CB1 inibem
o influxo de caélcio, causando diminuigao da transmissao sinaptica, o que pode
levar a diversos efeitos observados em diferentes processos, como respostas a
dor, emogdes e até mesmo a memoéria (Drumond; Madeira; Fonseca, 2017; Lu;
Mackie, 2021).

Por outro lado, os receptores CB1 também podem ser encontrados em
neurdnios glutamatérgicos, colinérgicos, serotoninérgicos, entre outros (Mackie,
2005), fazendo com a interagcdo de resposta frente a ativagdo do sistema
endocanabindide seja extremamente complexa. Por sua vez, os receptores CB2
sao encontrados principalmente na microglia, tendo como seu papel principal o

envolvimento na resposta inflamatéria (Mackie, 2005).

Como esperado, o sistema endocanabindide também desempenha um
papel importante no processo de formacédo de memérias. A partir do bloqueio de
receptores CB1, ocorre a facilitacdo da transmissao sinaptica, que por suas vez
facilita a evocacdo de memorias de reconhecimento (Terranova; Storme; Lafon;
Perio et al., 1996). Por outro lado, a modulagédo do sistema endocananbindide
por meio de agonsitas de CB1 e CB2 leva a diminuigdo da atividade hipocampal,
0 que acaba por gerar déficits de memoria e alteragbes comportamentais em
animais adultos (Bouter; Ott; Gunther; Weig et al., 2023).
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O agonsita de CBr mais estudado é o WIN 55-212 (Lu; Mackie, 2021,
Mackie, 2005). O WIN 55 apresenta efeitos diferentes dependendo da dose e
regiao cerebral no qual é empregado e seus efeitos mensurados. Por exemplo,
enquanto doses baixas como 0,05mg/kg, 0,2mg/kg e 1mg/kg levam a efeitos
como aumento do estado tipo-ansioso, e até a diminuicdo de atividade
serotoninérgica e hiperatividade noradrenérgica (Bambico; Nguyen; Katz; Gobbi,
2010), doses de 0,5mg/kg parecem até oferecer neuroprotegao em certos casos
contra neurotoxicidade (Tomas-Roig; Agbemenyah; Celarain; Quintana et al.,
2020), além de tais efeitos serem dependentes da janela de tempo em qual
ocorre a exposicao a droga (Bambico; Nguyen; Katz; Gobbi, 2010; Suarez;

Llorente; Romero-Zerbo; Mateos et al., 2009).

Sabendo que a modulacio do sistema endocanabindide afeta também o
eixo HPA (Morena; Patel; Bains; Hill, 2016), além de participar dos processos de
neurogénese e sinaptogénese (Mulder; Aguado; Keimpema; Barabas et al.,
2008), é de se esperar que interagdes entre eventos de estresse como a PM e

memoria sejam modulados pelos receptores CB1 e CB2.

Levando em consideracdo que a cannabis € uma das substancias
licitas/iliticas (dependendo da regiao) mais utilizadas mundialmente, e cada vez
mais tem sido utilizada em tratamentos de disfungdes, incluindo as psiquiatricas,
€ importante determinar quais mecanismos sio ativados pelo seu uso, e como
isso impacta a vida de usuarios/pacientes. Embora saibamos que situacdes
adversas durante a infancia sao preditores de abuso de substancias na vida
adulta, poucos estudos avaliam os efeitos na memoédria da combinagao da PM
com a modulagao do sistema endocanabindide em ambos os sexos (Papilloud;
Guillot De Suduiraut; Zanoletti; Grosse et al., 2018; Zamberletti; Prini; Speziali;
Gabaglio et al., 2012).

Na presente tese, avaliamos como a interacdo da PM e modulagdo do
sistema endocanabindide por meio do agonista WIN 55-2,1,2 afeta a memoéria e
comportamento dos animais privados de cuidado neonatal durante a fase adulta

da vida.
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2.6 Privagao maternal, comportamento maternal, e a ligagado mae-
filhote

Os primeiros dias de vidas dos mamiferos sdo de extrema importancia
para o desenvolvimento cerebral, e 0 estresse causado por fatores ambientais
pode influenciar este processo. Em ratos, os primeiros 14 dias de vida sdo de
extrema importancia, dada a dependéncia da méae e as respostas da prole ao

comportamento maternal (Alves; Portugal; Summavielle; Barbosa et al., 2020).

No inicio da vida, o reconhecimento da mae se da pelo aprendizado
olfatério do odor dela. O odor da mae media as respostas de aproximagao dos
filhotes e o comportamento social da prole dentro do ninho. Além de conforto, o
odor sinaliza para a prole que ela esta protegida, e da garantia de calor e cuidado
(Mogi; Nagasawa; Kikusui, 2011). Nesse periodo, comportamentos de cuidado
maternal como o licking (ato de lamber a regido ano-genital da prole), e a
alimentacao da prole (por meio da amamentacédo), desempenham um papel
fundamental na regulagdo do eixo HPA dos filhotes, inibindo o aumento dos
niveis de glicocorticdides causado por situagdes de estresse (Champagne; De
Kloet; Joels, 2009), o que leva a uma normalizagédo do desenvolvimento neuronal
e de circuitariais cerebrais durante essa fase da vida. Reforcar esses
comportamentos é importante para que a prole aprenda e busque o contato com
a mae para buscar por alimentagao, sendo necessario para o desenvolvimento
cognitivo da prole (Sreng; Temime-Roussel; Wortham; Mourre, 2016; Tong;
Peace; Cleland, 2014).

Por outro lado, devemos também lembrar que a relacado mae-filhote é
reciproca no inicio da vida da prole, e deve envolver a participagao de ambos.
Por exemplo, em situagdes como a PM, quando os filhotes s&o separados de
suas maes, os mesmos tentam sinalizar para a mesma que os recolha através
de estimulos olfativos e sonoros, como defecagcdo e vocalizagdes (Alves;
Portugal; Summavielle; Barbosa et al., 2020). Tal sinalizagdo, uma vez que a
mae esta de volta na caixa moradia, leva ao recolhimento dos filhotes ao ninho,
€ ao inicio do cuidado maternal, por meio do licking, amamentagao e cobrimento
dos mesmos com o corpo (Alves; Portugal; Summavielle; Barbosa et al., 2020;
Wilkins; Logan; Kehoe, 1997).
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Ainda, € importante observar que existem diferengcas de comportamento
maternal de acordo com o sexo da prole. Por exemplo, maes parecem ter
preferéncia por cuidar mais da prole de machos por meio do licking do que
fémeas (Moore; Chadwick-Dias, 1986). Tal fato pode ser explicado pela resposta
mais rapida dos filhotes machos a estimulagdo das maes, além de um possivel
odor mais forte dos machos. Além disso, com o passar do tempo, animais que
sao mais lambidos pelas maes apresentam maior aumento do hormdnio
ocitocina do que os que sédo negligenciados, o que também pode interferir na
ligacdo maéae-filhote (Henriques; Szawka; Diehl; De Souza et al., 2014). Tal
modulagao de resposta pode ser observada pela alteragdo da sociabilidade da
prole com a propria mae, modificando o vinculo mae-filhote, o que prejudica

ambos (Manassis; Bradley; Goldberg; Hood et al., 1994).

Sendo o comportamento maternal um ato reciproco entre méae-filhote,
além dos déficits causados na prole, é de se esperar que as ratas maes também
demonstrem alteragdes comportamentais causadas pela PM. Por exemplo,
Czernabay et al. (Czarnabay; Dalmago; Martins; Queiroz et al., 2019) mostraram
que a PM é capaz de causar aumento de comportamento maternal, como o
licking (ato de lamber a prole na regiao anogenital), indicando um aumento de
comportamento relacionado a reforgar a prole o odor do ninho durante o periodo

de privacao de cuidados.

Ainda, a PM é capaz de causar alteracdes do estado de ansiedade e na
memoria das maes. Estudos demonstraram que o estado tipo-ansioso das méaes
€ reduzido apds periodos de PM, mesmo quando acompanhados do aumento
de comportamento maternal (Mogi; Nagasawa; Kikusui, 2011; Stamatakis;
Kalpachidou; Raftogianni; Zografou et al., 2015), sendo que o aumento do
comportamento maternal esta ligado ao aumento de receptores
serotoninérgicos, enquanto a diminuicdo do estado tipo-ansioso ligado a
normalizagdo do mesmo. Por outro lado, diversos estudos demonstraram que o
estado tipo-depressivo é aumentado em maes apés a PM (Boccia; Razzoli;
Vadlamudi; Trumbull et al., 2007; Maniam; Morris, 2010), sugerindo uma

dualidade entre ansiedade e estado tipo-depressivo apds a PM.

No entanto, apesar da memodria da prole que passa por PM ser

exaustivamente estudada, os efeitos da PM na memadria das maes ainda é pouco
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explorada. Dos poucos estudos que avaliam a memoria das méaes apos a PM,
dois utilizaram a tarefa de esquiva inibitéria e observaram déficit de memaria nas
maes que passaram pela PM (Aguggia; Suarez; Rivarola, 2013; Sung; Shin; Cho;
Baik et al., 2010), sendo acompanhado de aumento de c-Fos na amigdala, e
diminuicdo da proliferag&o celular no hipocampo. Dos outros dois unicos estudos
que avaliaram a memoria de maes apos a PM, um observou que a memoria
espacial das méaes estava prejudicada um més apoés o desmame (Joushi;
Sheibani; Esmaeilpour; Francis-Oliveira et al., 2021), e o outro que tal efeito é
revertido numa segunda gestacdo (Aguggia; Suarez; Rivarola, 2019),
demonstrando que o desmame é um periodo que talvez module o estresse de
maes que passaram pela PM, assim como uma adaptagdo das maes ao efeito

da PM numa segunda gestacao.

Dado os efeitos da PM no comportamento, relagdo mae-filhote, e no
pouco estudado tema de memaoria maternal apds PM, nesta tese também iremos
buscar esclarecer e elucidar diferentes efeitos da PM no comportamento

maternal, ligagdo mae-filhote e memaoria maternal apos a PM.

2.7 Enriquecimento ambiental, exercicio maternal e destreino
durante a gestagcao como potenciais moduladores da memoria da mae e da

prole

Assim como as experiéncias e o ambiente no periodo neonatal podem
impactar a memoria e comportamento da prole ao longo da vida, o ambiente
durante o periodo gestacional e o comportamento maternal durante a gestacéo

podem impactar a cognigédo da prole e das maes.

O exercicio fisico € uma estratégia nao-farmacolégica de baixo custo
capaz de promover neuroplasticidade, sendo eficaz tanto na prevengcao como no
tratamento de diversos tipos de déficits cognitivos (De Meireles; Bertoldi;
Cechinel; Schallenberger et al., 2016; Marcelino; Longoni; Kudo; Stone et al.,
2013; Neves; Menezes; Souza; Mello-Carpes, 2015). A pratica de exercicio tem
se tornado cada vez mais popular entre as mulheres, especialmente durante a

gestacao, embora a abordagem ideal para a transicdo entre exercicios antes e
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durante a gestagdo permanecga incerta para muitas (Ekelin; Langeland lversen;
Gronbaek Backhausen; Hegaard, 2018).

Estudos com homens e animais machos demonstram que o tipo e a
intensidade do exercicio podem influenciar varios parametros, incluindo
capacidade aerdbica, comportamento e memdéria, com diferentes efeitos na
prevencgao de déficits de memdaria (Lima; Schmidt; Dare; Soares et al., 2022; Lin;
Chen; Huang; Chang et al., 2012). A citar, a prole de machos de ratas
exercitadas com exercicio resistido durante a gestagdo apresenta melhor
desempenho em tarefas de memdéria do que a prole de ratas ndo exercitadas,
efeito resultante do aumento dos niveis de BDNF (Meireles; Segabinazi;
Spindler; Gasperini et al., 2021).

Ja é consolidado na literatura que o exercicio fisico € capaz de aumentar
a sobrevivéncia neuronal e reduzir o estresse oxidativo (Thirupathi; Wang; Lin;
Fekete et al., 2021), além do numero de neurbnios em diversas regides do
cérebro envolvidas na cogni¢cdo, comportamento e consolidagédo de memorias,
incluindo o hipocampo (Luo; Xiao; Wang; Jiang et al., 2019; Schaefers, 2015;
Van Praag; Kempermann; Gage, 1999; Yau; Lau; Zhang; Lee et al., 2012). Ao
mesmo tempo, sabe-se que os efeitos do exercicio maternal (EM) na prole
dependem do tipo de exercicio (Meireles; Segabinazi; Spindler; Gasperini et al.,
2021; Yau; Lee; Formolo; Lee et al., 2019), e que interromper abruptamente o
exercicio pode levar ao destreino (ou seja, a perda de adaptagdes fisioldgicas
adquiridas pelo exercicio), resultando em uma diminuigdo de proteinas
relacionadas a formacao da memoria (Radak; Toldy; Szabo; Siamilis et al.,
2006).

Estudos recentes sugerem que, em treinamentos com intensidade
controlada, reduzir a intensidade do exercicio durante a gestacado tem efeitos
opostos aos de iniciar exercicios na gestacao, levando a déficits de memodria em
filhotes fémeas logo apdés o desmame (Carrazoni; Das Neves; Dos Santos
Soares; Lima et al., 2023). Esses déficits estdo associados a um desequilibrio
oxidativo no hipocampo, incluindo aumento de danos a membrana celular
causados por estratégias inadequadas de exercicio durante a gestagao, que nao
conseguem contrabalangar os déficits de memaria induzidos pela PM na prole

(Carrazoni; Das Neves; Dos Santos Soares; Lima et al., 2023).
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Além de ser necessario para a persisténcia de memorias, o BDNF, uma
das principais proteinas relacionadas a plasticidade cerebral, atua no processo
de separagdo de padrdao nos neurbnios durante sua maturagdo na fase de
proliferagdo neuronal, consegue atravessar a barreira placentaria e a barreira
hematoencefalica, além de existir correlagdo entre seus niveis séricos e centrais
(Bekinschtein; Kent; Oomen; Clemenson et al., 2013; Klein; Williamson; Santini;
Clemmensen et al., 2011; Kodomari; Wada; Nakamura; Wada, 2009; Pan;
Banks; Fasold; Bluth et al., 1998). Assim como ocorre aumento dessa
neurotrofina em resposta ao exercicio, observa-se que ocorre a sua diminui¢cao
abaixo dos niveis de grupos sedentarios ou apos a interrupgao subita da pratica
de exercicio por tempo igual ao do treinamento (Radak; Toldy; Szabo; Siamilis
et al., 20006).

Entdo, sabendo que mées transferem BDNF para seus filhotes através da
placenta durante a gestacao (Kodomari; Wada; Nakamura; Wada, 2009) e que
os efeitos de diferentes intensidades de exercicio variam nos resultados da
placenta para fémeas e machos (Ruebel; Borengasser; Zhong; Kang et al.,
2023), surge a questao: "Se mulheres param de se exercitar durante a gestagao,

isso pode ser prejudicial a memaria dos filhotes mais tarde na vida?"

Esses fatores fundamentam a hipétese de que o aumento dos niveis de
BDNF e de outros marcadores induzidos pelo EM, como seus efeitos sobre o
equilibrio oxidativo, podem agir de forma a proteger e até melhorar a meméria
das mées e da prole. Ainda, também vai ao encontro de outra hipotese que
levantamos, a de que a diminuigao significativa da intensidade do exercicio no
intersticio do periodo pré-gestacional para o gestacional pode ser prejudicial e
até causar déficits cognitivos nas duas geragdes, pergunta que se pretende

responder com a presente tese.

Adicionalmente, embora protocolos planejados de treinamento fisico
tenham efeitos reconhecidos na cognic¢ao, a pratica voluntaria de exercicio fisico,
associado a um ambiente enriquecido, pode ser uma alternativa interessante,
especialmente para promover a pratica de atividade fisica no periodo
gestacional. Estudos recentes demonstraram que a prole de machos e fémeas
de maes que se exercitam de forma voluntaria durante a gestagéo apresentam

comportamento tipo-depressivo diminuido, enquanto somente a prole de machos
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apresenta melhora de memodria, com dimorfismo sexual envolvendo o a
maturacgao e proliferagcdo neuronal hipocampal (Yau; Lee; Formolo; Lee et al.,
2019). Tais resultados mostram que, apesar dos dois sexos apresentarem
melhoras com o EM, a prole de machos é mais suscetivel aos efeitos do EM do

que a prole de fémeas.

Por outro lado, o enriquecimento ambiental (EA) - apesar de ser estudado
diretamente em diversas tarefas cognitivas, como a memoria espacial e de
reconhecimento de objetos (Diniz; De Oliveira; De Lima; Foro et al., 2016; Diniz;
Foro; Rego; Gloria et al., 2010; Francis; Diorio; Plotsky; Meaney, 2002; Prado
Lima; Schimidt; Garcia; Dare et al., 2018), € pouco explorado como estratégia de
protegdo ou melhora cognitiva da prole. Dos poucos estudos que trazem os
efeitos do EA durante a gestagao, podemos observar melhoras no metabolismo
celular (Duran-Carabali; Odorcyk; Grun; Schmitz et al., 2024), assim como efeito
de protecdo contra respostas inflamatérias no cérebro da prole (Schander;
Marvaldi; Correa; Wolfson et al., 2021).

Ainda, ja foi demonstrado que o EA € capaz de modular a memodria
espacial de animais a partir de receptores CB1 (Rico-Barrio; Penasco;
Lekunberri; Serrano et al., 2021). Um estudo recente que investigou os efeitos
do EA e de um protocolo de estresse crénico nos niveis de receptores CB1
hipocampais de ratos Wistar verificou que houve redugéo dos niveis de CBr1 na
regidao CA1 do hipocampo de machos e fémeas submetidos aos estresse,
enquanto a exposi¢gao dos mesmos ao ambiente enriquecido foi capaz de mitigar

tal efeito (Dandi; Kesidou; Simeonidou; Spandou et al., 2024).

Tais resultados demonstram que, assim como o exercicio fisico
controlado e voluntario durante a gestagédo modulam a meméria e as respostas
ao estresse da prole, o ambiente enriquecido pode apresentar efeitos
semelhantes. Desta forma, nesta tese buscaremos elucidar os efeitos do EM na
protecdo dos déficits de memoria relacionados a PM na prole, e o papel do

sistema endocanabindide nestes efeitos.
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3. Justificativa e Objetivos

Devido a dificuldade de acompanhamento de estudos com humanos
nesta area, o modelo de PM em roedores tem sido utilizado para estudar os
efeitos do estresse nos primeiros dias de vida, bem como os mecanismos
neurais envolvidos em eventos que se assemelham aos maus tratos durante a
infancia, institucionalizagdo em orfanatos, ou outros eventos onde a prole seja
submetida a periodos sem a possibilidade de contato com algum cuidador
(Marco, 2017).

Ainda, € importante ressaltar que sujeitas de pesquisa fémeas/mulheres
ainda nao sao utilizadas em mesmo numero que machos/homens em
experimentos, desconsiderando a possibilidade de diferentes respostas de
acordo com o sexo, levando em consideragéo as variaveis fisiologicas. Dessa
forma, s&o poucos os trabalhos que estudam o exercicio fisico na transicao do
periodo pré-gestacional para o periodo gestacional, assim como as respostas
induzidas por diferentes intensidades de exercicio durante esse periodo tao
sensivel. Também, levando em consideracdo que nem todas as maes possuem
capacidade de realizar exercicio fisico durante a gestacdo, é importante avaliar
os efeitos do ambiente enriquecido como opc¢éao de estratégia durante a gestacao

como potencial modulador da memdria da prole privada de cuidado neonatal.

Nao obstante, diferentes respostas dos sexos em testes de memoaria sao
demonstradas na literatura, e pouco se sabe das diferencas de resposta do EM
e do ambiente enriquecido durante a gestagao sobre a cognicdo de machos e

fémeas da prole.

3.1 Objetivo geral

A luz dessas consideracdes, que sdo altamente relevantes tanto para
pesquisas translacionais quanto para aplicagdes praticas, nosso objetivo
principal nesta tese é investigar os efeitos de diferentes estratégias de exercicio
antes e/ou durante a gestacao, assim como o ambiente enriquecido durante a
gestacdo, sobre a memoédria de maes e filhotes machos e fémeas adultos

expostos a PM, além do comportamento e preferéncia maternal pela prole.
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3.2 Objetivos especificos

o Avaliar se diferentes estratégias de exercicio antes e/ou durante a
gestacdo modulam de forma diferente a memoria e o comportamento maternal,

o Avaliar se o exercicio maternal, assim como a falta de contato
neonatal com a prole, alteram aproximag¢ao mae-filhote apés o desmame;

o Avaliar se o destreino durante a gestacao causa déficit de memoria
na prole privada de cuidado neonatal;

o Avaliar se o exercicio maternal realizado antes e/ou durante a
gestacdo € capaz de proteger a prole dos efeitos deletérios na memoria
causados pela PM;

o Avaliar se os possiveis efeitos observados sdo semelhantes ou
diferem entre a prole de machos e de fémeas;

o Avaliar como a PM e diferentes estratégias de exercicio antes e/ou
durante a gestacdao modulam o equilibrio oxidativo hipocampal;

o Avaliar se o enriquecimento ambiental durante a gestagcdo modula
a memoria e comportamento da prole submetida a PM,;

o Avaliar os efeitos da administragdo de um agonista de receptores
canabinoides, e sua combinagdo com o EA durante a gestacédo e a PM, sobre a

memoria da prole.

21



4. Materiais e Métodos
4.1 Estudos 1e 2
4.1.1 Manejo dos animais e desenho experimental

Os estudos 1 e 2 foram realizados integralmente na Universidade Federal
do Pampa. Para tal, inicialmente, 120 ratas Wistar fémeas e 40 machos foram
adquiridos de um biotério registrado. Os experimentos foram conduzidos de
acordo com o National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (1996) e foram aprovados pelo Comité de Cuidado e Uso de
Animais da Universidade (protocolo 020/2021; Anexo 1). Os animais foram
alojados sob condi¢des padrao (ciclo claro/escuro de 12 h, 23 £ 2°C e 50 £ 10%

de umidade), com acesso livre a alimentagao e agua.

Ap6s uma semana de adaptacdo ao ambiente do laboratério, as ratas
adultas fémeas passaram por uma adaptacao a esteira por 4 dias. No quinto dia,
foi realizado um teste indireto de consumo maximo de oxigénio (VO2max;
conforme descrito abaixo). Em seguida, as ratas maes foram aleatoriamente
distribuidas nos grupos experimentais abaixo (n = 12/grupo), com base nas

intervengdes com as maes e seus filhotes.

i. Nao exercitadas (NE + CT): maes nado submetidas a qualquer
protocolo de exercicio de corrida e filhotes ndo submetidos a privacdo maternal
(PM; conforme descrito abaixo);

ii. Privacao maternal (NE + PM): m&es ndo submetidas a exercicio de
corrida e filhotes submetidos a privagao maternal (PM);

iii. PRE + CT: maes submetidas a exercicio de corrida por 4 semanas
antes da gestagao, sem realizar exercicio durante a gestagao, e os filhotes ndo
submetidos a privagcao maternal;

iv. PRE + PM: mé&es submetidas a exercicio de corrida por 4 semanas
antes da gestagao, sem realizar exercicio durante a gestagao, e os filhotes
submetidos a privagcao maternal;

V. RED + CT: maes submetidas a exercicio de corrida por 4 semanas
antes da gestacao e 3 semanas durante a gestagado com intensidade reduzida,

e os filhotes ndo submetidos a privagédo maternal;
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Vi. RED + PM: maes submetidas a exercicio de corrida por 4 semanas
antes da gestagao e 3 semanas durante a gestagdo com intensidade reduzida,
e os filhotes submetidos a privacdo maternal;

Vii. IGUAL + CT: maes submetidas a exercicio de corrida por 4
semanas antes e 3 semanas durante a gestagcdo (na mesma intensidade), e os
filhotes nao submetidos a privagédo maternal;

viii. IGUAL + PM: méaes submetidas a exercicio de corrida por 4
semanas antes e 3 semanas durante a gestagcdo (na mesma intensidade), e os
filnotes submetidos a privacdo maternal;

iX. GEST + CT: maes submetidas a exercicio de corrida apenas
durante as 3 semanas de gestacao, e os filhotes ndao submetidos a privacéao
maternal;

X. GEST + PM: maes submetidas a exercicio de corrida apenas

durante as 3 semanas de gestacgao, e os filhotes submetidos a privagao maternal.

Para acasalamento, os animais foram colocados em caixas com 1 macho
e 2 fémeas, durante 72h. Ao inicio e fim dos ciclos claros foram realizados testes
para confirmagao da gestacao por visualizacdo de plug copulatério (Paronis;
Samara; Polyzos; Spyropoulos et al., 2015). Apdés o acasalamento as ratas
voltaram as caixas, com as mesmas ratas que anteriormente, e, apos o final do

teste de memaria na ultima semana gestacional foram alojadas individualmente.

Apods o nascimento dos filhotes, o numero de filhotes foi padronizado em
8-10 por maes, tentando manter uma proporcao de 1:1 macho:fémea, e as maes
e a prole foram novamente dividida em CT (méaes e prole mantidas juntas até o
desmame) e PM (mae e prole submetidas a PM durante os 10 primeiros dias de

vida; conforme descrito a seguir).

O comportamento maternal de parte das maes CT e PM foi observado
durante 30 minutos apos o retorno ao ninho do dia pds natal (DPN) 1 ao DPN 5

(no caso das méaes PM; maes CT foram observadas em horario equivalente).

A divisdo inicial e velocidade de corrida de cada um dos grupos nas
diferentes fases antes/durante a gestagao (Fig. 2A), além da linha do tempo dos
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testes comportamentais, de memoria, e bioquimicos com as mées (Fig. 2B) e

com a prole (Fig. 2C) esta representada na figura 2.

Figura 2. Delineamento experimental e protocolos de exercicio fisico dos estudo 1 e 2.
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Fonte: O autor (2025).

Legenda: Figura 2. A — Protocolos de exercicio maternal. Os grupos NE n&o realizaram
exercicio em nenhum momento. Os grupos PRE e RED realizaram o exercicio pré-gestacao,
durante 4 semanas, em intensidade similar. Apés o acasalamento, os grupos PRE cessaram a
pratica, enquanto os grupos RED reduziram a velocidade de corrida para 8m/min. As maes dos
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grupos IGUAL realizaram tanto o exercicio pré-gestacdo, quanto durante a gestagdo na
velocidade de 12m/min. Ja os grupos GEST realizaram o exercicio somente durante a gestacao
na velocidade de 8m/min. B — Linha temporal dos experimentos realizados com as maes
(Estudo 1). Todos os grupos realizaram 4 testes de VO2amax indireto: um apds uma semana de
habituagao a esteira, outro apés duas semanas de exercicio dos grupos PRE e RED, outro apds
4 semanas de exercicio dos grupos PRE e RED (antes do acasalamento), e outro apds o
desmame. Apds o nascimento dos filhotes, metade das maes de cada grupo foi submetida a
privacao de contato com os filhotes por 3 horas por dia, durante os 10 primeiros dias dos filhotes.
Apos o retorno para a caixa moradia, o comportamento maternal foi filmado por 3 minutos para
posterior analise. Apdés o desmame, as maes passaram pelos testes de campo aberto,
reconhecimento de objetos, labirinto em cruz elevado e preferéncia maternal. Apds o final dos
experimentos, as maes foram eutanasiadas para retirada bilateral do hipocampo. C — Linha
temporal dos experimentos com a prole (Estudo 2). Apés o desmame, a prole foi separada
em caixas de acordo com 0 sexo € com o grupo experimental, e foi submetida aos mesmos testes
que as maes (exceto preferéncia maternal), ao alcangar a idade adulta. CA = Campo aberto. RO
= Reconhecimento de objetos. LCE = labirinto em cruz elevado. TBARS = teste de peroxidagéo
lipidica. PM = Privagao maternal.

Apos o desmame (DPN 22), as méaes foram submetidas aos testes de
campo aberto (CA), reconhecimento de objetos (RO), labirinto em cruz elevado
(LCE) e preferéncia maternal. A prole foi submetida aos mesmos testes (exceto

preferéncia maternal, quando atingiu a idade adulta (DPN 90).

4.1.2 Protocolos experimentais

4.1.2.1 Habituagao ao exercicio fisico e medida indireta de consumo

de oxigénio (VO2max indireto)

Nos estudos 1 e 2, as ratas maes de todos os grupos foram habituadas a
esteira rolante por 4 dias, na velocidade de 10m/min. No quinto dia, a medida do
VO2max indireta foi realizada utilizando o protocolo de Brooks & White (Brooks;
Donovan; White, 1984). As ratas foram colocadas na esteira na velocidade inicial
de 3m/min. A cada 3 minutos, a velocidade foi aumentada em 5m/min até as

ratas chegarem a exaustao.

O tempo de fadiga em minutos e a velocidade maxima atingida em metros
por minuto (m/min) foi anotada, e a ultima velocidade mantida por pelo menos
um minuto foi utilizada para calcular a velocidade equivalente a 60%-70 do
VO2max indireto de cada animal (Brooks; Donovan; White, 1984).

Novos testes foram realizados com todos os grupos apds duas semanas
de treino (intra treino), quatro semanas de treino (pré acasalamento), e uma

semana apos o desmame (pés-desmame).
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4.1.2.2 Protocolos de exercicio fisico

Nos estudos 1 e 2, as ratas PRE e RED foram submetidas a 4 semanas
de exercicio fisico antes do acasalamento, na intensidade de 60-70% do VOz2max
indireto (~24-28m/min), por 50 minutos por dia, 5 dias por semana. A intensidade
foi ajustada no comecgo da terceira semana levando em consideragao o teste de
VO2zmax realizado no final da segunda semana de treino (~28-31m/min). Apos o
acasalamento, o grupo PRE parou de realizar exercicio fisico, enquanto o grupo

RED reduziu a velocidade para 8m/min durante toda gestagéo.

O grupo IGUAL realizou tanto o exercicio antes, quanto durante a

gestacao, na velocidade de 12m/min, independente do seu VO2zmax indireto.

O grupo GEST realizou o exercicio somente durante a gestagéo, na

velocidade de 8m/min, independente do seu VO2max indireto.

Os grupos NE realizaram todos os testes de VO2zmax indireto, mas nao

realizaram exercicio fisico em momento nenhum.

4.1.2.3 Privagao Maternal (PM)

Nos estudos 1 e 2, o dia do parto foi considerado como DPN 0. Para o
protocolo de privagdo maternal (PM), as maes foram removidas da gaiola por 3
horas diarias, e a prole transferida para uma sala separada com um ambiente
controlado (~29°C e 60% de umidade) para prevenir a perda de calor corporal
materno (Benetti; Mello; Bonini; Monteiro et al., 2009) e evitar interferéncias de

odores ou vocalizagdes ultrassOnicas durante esse periodo.

Ao final de cada sessdo de PM, a gaiola dos filhotes era devolvida ao
ambiente original, e as maes realocadas com os filhotes. Apés o DPN 10, todos
os filhotes permaneceram sem perturbacbes na gaiola com suas respectivas
méaes até o desmame no DPN 21.
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4.1.2.4 Comportamento maternal (CM)

Nos estudos 1 e 2, do DPN 1 ao DPN 5, o CM foi observado durante os
30 primeiros minutos apdés o retorno das mesmas a caixa-moradia. Nesse
periodo, o tempo e a frequéncia for a do ninho, o tempo lambendo os filhotes, e
o tempo em self-grooming foram observados como parametros de CM (Alves;
Portugal; Summavielle; Barbosa et al., 2020; Czarnabay; Dalmago; Martins;
Queiroz et al., 2019).

4.1.2.5 Tarefa de reconhecimento de objetos (RO)

Para avaliar a memoria de reconhecimento de objetos, nos estudos 1 e 2
foi utilizada a tarefa de RO (Ennaceur; Delacour, 1988), conduzida em uma caixa
de madeira com paredes brancas (60cm x 60cm x 60cm). O procedimento inicial
consistiu na habituagédo dos animais a caixa durante 4 dias consecutivos, por um

periodo de 20 min/dia.

Apos os quatro dias de habituacao, dois objetos diferentes (A e B) foram
colocados na caixa para que o0s animais pudessem explora-los livremente
durante 5 min (sessao de treino). Apos 24 horas da sesséo de treino, um dos
objetos foi substituido por um novo objeto (C) e os animais colocados novamente
no aparato por mais 5 min para livre exploragao (sessao de teste). As sessdes
da tarefa foram filmadas para posterior analise utilizando o software livre Boris
(Universidade de Torino, Italia; Olivier Friard, 2016 #152}.

Apos analise, o tempo de exploragao de cada objeto, em segundos, foi
anotado e transformado em porcentagem do tempo total de exploragcédo. Aqui,
caso o0 animal passe mais de 50% do tempo total de exploragao explorando o
objeto novo (C), é considerado que o animal consolidou a memaria, uma vez que

reconheceu o objeto ja familiar, preferindo explorar o novo.

4.1.2.6 Preferéncia maternal

Para avaliar se o exercicio antes e/ou durante a gestagdo, bem como
alteragdes na intensidade do exercicio, em conjunto com PM, modificam a

preferéncia materna apds o desmam nos estudos 1 e 2, realizamos um teste de
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preferéncia maternal adaptado de Stroobants et al. (Stroobants; Creemers;

Bosmans; D'hooge, 2020).

Vinte e quatro horas apds a sessao de teste de RO, as maes retornaram
ao mesmo aparato de paredes brancas, agora com duas pegas cilindricas,
transparentes, medindo 25cm x 25cm, e colocamos um rato com

aproximadamente 30 dias de idade dentro de cada cilindro (idade da prole).

No primeiro dia, um macho nao familiar e uma fémea nao familiar. No
segundo dia, uma fémea no familiar e uma fémea familiar (da ninhada). No
terceiro dia, um macho n&o familiar e um macho familiar (da ninhada). No quarto
dia, um macho familiar e uma fémea familiar (ambos da ninhada). As sessdes do
teste foram filmadas para posterior analise utilizando o software livre Boris
(Universidade de Torino, Italia; Olivier Friard, 2016 #152}.

Aqui, usamos o0 mesmo conceito do teste de RO para medir a preferéncia
materna. Caso as maes passassem mais de 50% do tempo total de exploragao

em um dos animais, ele é considerado o preferido.

4.1.2.7 Campo aberto (CA)

Para avaliar a atividade locomotora e o comportamento exploratorio dos
animais, utilizamos a analise do comportamento de locomocgao/exploragao no
esquema conhecido como campo aberto (CA) (Benetti; Mello; Bonini; Monteiro
et al., 2009). Para isto, nos estudos 1 e 2 foi utilizado o mesmo aparato que para
o RO, agora com o assoalho da caixa dividido em 12 quadrantes com igual area

de superficie.

O animal foi gentilmente colocado no aparato e pode explora-lo livremente
por 5 minutos. A atividade foi gravada, e durante analise posterior utilizando o
software Boris (Olivier Friard, 2016) foi registrado o numero de linhas cruzadas
e o numero de elevagdes sobre as patas traseiras, comportamentos que nos

roedores denotam exploragao.
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4.1.2.8 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Para avaliar o comportamento tipo ansioso, utilizamos a tarefa do LCE
(File; Pellow, 1985). O labirinto consiste em uma plataforma em cruz, que, nos
estudos 1 e 2 tinha 40 centimetros de comprimento em cada braco, posicionada
a 1 metro de altura, com dois bragcos contralaterais do labirinto possuindo
paredes elevadas, sendo denominados bragos fechados, e os outros dois ndo

possuiam paredes, sendo denominados bragos abertos.

Cada animal foi colocado no centro do labirinto e deixado livre para
explora-lo por 5 minutos. Novamente, os testes foram gravados e analisados
posteriormente utiizando o software Boris (Olivier Friard, 2016) para registro do
tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bragos abertos. Aqui,
assumimos que quanto mais ansioso estiver o animal, menor o tempo de
permanéncia nos bragos abertos e o numero de entradas nos mesmos (File;
Pellow, 1985).

4.1.2.9 Analises bioquimicas do hipocampo

Nos estudos 1 e 2, 24 horas apés o Ultimo teste, os animais foram
eutanasiados, e o hipocampo bilateral foi dissecado do cérebro e
homogeneizado em Tris HCI 50 mM (pH 7,4). As amostras foram centrifugadas

a 3000xg por 10 minutos, e os sobrenadantes foram utilizados para os ensaios.

A concentracao total de proteinas foi avaliada usando a quantificacédo

baseada em cobre de acordo com as instrucdes do fabricante (Bradford, 1976).

A peroxidacao lipidica foi mensurada pelo teste de substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Para o TBARS (Gutteridge; Tickner, 1978), o
sobrenadante (w/v 1:10) foi incubado com &acido tiobarbitarico 0,8% (pH 3,5),
tampéao de acido acético (pH 3,2) e solucéo de dodecil sulfato de sodio (SDS 8%)
a 95°C por 1 hora. A reacéo colorimétrica foi medida por valores de absorbancia

em 535 nm e comparada a uma curva padréo.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi avaliada conforme descrito por
Aebi (Aebi). O sobrenadante (w/v 1:5) foi incubado com TFK 50 mM (pH 7,0) e

H202, e a medi¢cédo da CAT foi realizada ao longo de 2 minutos. A diferenca na
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absorbancia em 240 nm entre os tempos 0 e 120 segundos, dividida por 2, foi

utilizada como medida da atividade da CAT.

4.1.3 Analise estatistica

Para avaliar a distribuicdo dos dados, noés utilizamos o teste de

normalidade de Shapiro-Wilk.

Os resultados da tarefa de RO e de preferéncia maternal foram analisados
utilizando o teste de uma amostra de Student ou Wilcoxon Signed-Rank test,

comparado a média tedrica de 50%, dependendo da normalidade dos dados.

Os resultados dos testes de CM, VO2max, CA e LCE foram analisados com

ANOVA de duas vias de medidas repetidas com post-hoc de Tukey.

Os dados de TBARS foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis

seguido de post-hoc de Dunn.

Os dados de CAT foram avaliados com ANOVA de uma via com post-hoc
de Fisher.

4.2 Estudo 3
4.2.1 Manejo dos animais e desenho experimental

O estudo 3 foi realizado integralmente na Katholieke Universiteit Leuven
(KUL), Bélgica, durante o periodo de doutorado sanduiche. Para tal,
camundongas prenhas C57BL/6J (n = 10) com 90 dias de vida foram obtidas do
biotério da Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, FR). Inicialmente, os animais
foram mantidos no Biotério da KUL, em ambiente com temperatura controlada
(23 £ 2°C), em ciclo claro/escuro de 12h, com alimento e agua a vontade. Todos
procedimentos foram realizados de acordo com o comité de ética em pesquisa

animal da instituicado (protocolo 024/2023; Anexo 2).

As fémeas adultas (maes) foram divididas igualmente em dois grupos, de
acordo com o ambiente que viveram durante a gestagdo: enriquecimento

ambiental na caixa Marlau (EA) e controle (CT; caixa moradia padrao), onde
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foram mantidas até o 18° dia de gestacdo. Apds, as fémeas foram alojadas

individualmente em caixas moradia padrao.

Apods o nascimento da prole, a ninhada de cada mae foi padronizada em

n = 8, na proporcéo de 1:1 (macho/fémea), quando possivel. Para a realizagéo

dos experimentos com a prole na fase jovem adulta foram utilizados 116 animais

(60F/56M) oriundos das proles das fémeas maes, divididos nos seguintes

grupos:

1.

Veiculo: maes alojadas em caixa moradia padrdo durante a gestagao,
com a prole ndo submetida a PM na fase neonatal, com infusao do veiculo
de agonista canabindide durante os testes na fase adulta (PBS);
Privagao maternal (PM): méaes alojadas em caixa moradia padrao durante
a gestacdo, com a prole submetida a PM na fase neonatal, com infuséo
do veiculo de agonista canabindide durante os testes na fase adulta
(PBS);

WIN: maes alojadas em caixa moradia padrao durante a gestagcdo, com a
prole ndo submetida a PM na fase neonatal, mas infundidos com agonista
canabinoide (WIN 55-2,1,2; 0,5mg/kg) durante os testes na fase adulta;
Enriquecimento ambiental + PM (EA+PM): maes alojadas em ambiente
enriquecido durante a gestagdo, com a prole submetida a PM na fase
neonatal, e infundida com o veivuclo do agonista canabindide durante os
testes na fase adulta (PBS);

PM + WIN: maes alojadas em caixa moradia padrao durante a gestacao,
com a prole submetida a PM na fase neonatal e infundida de agonista
canabindide durante os testes na fase adulta;

EA + PM + WIN: mé&es alojadas em ambiente enriquecido durante a
gestacdo, com a prole submetida a PM na fase neonatal e infundida de
agonista canabinodide durante os testes na fase adulta.

O delineamento experimental do estudo 3 esta representado na figura 3,

a sequir.
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Figura 3 - Delineamento experimental e modelo de moradia complexa com exercicio fisico
voluntério empregada no estudo 3
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Fonte: O autor (2024).

Figura 3 - Modelo de moradia complexa com exercicio fisico voluntario empregada durante
a gestagdo em parte das maes - As maes submetidas ao EA foram alojadas em caixas com 6-
8 animais até o dia gestacional 18. B - Delineamento experimental do estudo 3 — |.p = inje¢cbes
intraperitoniais. Atividade = caixa moradia monitorada por sensores infravermelhos. CA = campo
aberto. EA = enriquecimento ambiental. LCE = labirinto em cruz elevado. LAM = Labirinto
aquatico de Morris. PM = privagdo maternal

Enquanto as maes EA conviveram com 6-8 animais na caixa Marlau (Fig.
3A), as maes controle foram alojadas na moradia convencional e conviveram

com 4 animais até o dia gestacional 18.

Apods o0 nascimento da prole, os animais PM foram submetidos ao mesmo
protocolo de PM dos estudos 1 e 2, sendo a méae retirada da caixa moradia por
3 horas por dia, do dia pés natal 1 ao 10, e retornando a caixa apos o final das

trés horas.

No DPN 21, os animais foram desmamados, e os machos e fémeas do
mesmo grupo foram separados por sexo em caixas moradia convencias com 4-

5 animais em cada caixa, até a idade adulta.
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Ao atingir 80 dias de idade, os animais dos grupos WIN foram submetidos
a injegdes via intraperitoneal do agonista canabinoide WIN 55-2,1,2 (0,5 mg/kg),
10 minutos antes do inicio dos testes de cada dia, sendo eles performados na
seguinte ordem, em dias diferentes: caixa de atividade, campo aberto (CA),

labirinto em cruz elevado (LCE), e o labirinto aquatico de Morris (LAM).

4.2.2 Protocolos experimentais

4.2.2.1 Enriquecimento ambiental com exercicio fisico voluntario

(moradia complexa Marlau)

No estudo 3, as camundongas dos grupos EA foram alojadas na caixa
Marlau durante a gestagao (ambiente enriquecido com exercicio fisico voluntario;
Fig. 3A). A caixa Marlau é uma caixa moradia para camundongos dividida em 3
compartimentos: dois no andar de baixo, e um no segundo andar (Fares;
Belmeguenai; Sanchez; Kouchi et al., 2013). No primeio compartimento do
primeiro andar, os animais tinham acesso a comida. No segundo compartimento
do primeiro andar, os animais tinham acesso a agua e a 3 rodas de corrida com
um pequeno objeto tipo labirinto no centro do compartimento. Para subir ao
segundo andar os animais deveriam subir uma escada e passar por um labirinto
(a orientagcao do labirinto foi trocada duas vezes por semana para instigar o
exercicio cognitivo a partir da flexibilidade cognitiva espacial) para conseguir
acessar a escada que leva ao compartimento da agua, novamente no primeiro

andar.

4.2.2.2 Drogas e protocolo de infusdo

A fim de investigar os efeitos da manipulacdo do sistema canabindide na
memoria de animais privados de cuidado nenonatal, assim como sua
combinagdao com o EA durante a gestagao, os animais dos grupos WIN foram
infundidos intraperitonealmente (via i.p) com o agonista n&o-seletivo de
receptores CB1 e CB2 WIN 55-2,1,2 (0,5 mg/kg), 10-15 minutos antes do inicio
de cada teste, totalizando uma infusao diaria entre 08h00 e 10h00 da manha,
em um periodo de 17 dias; (An; Carrazoni; Souto Das Neves; D'hooge et al.,
2024; Tomas-Roig; Agbemenyah; Celarain; Quintana et al., 2020). Os animais
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dos grupos ndo-WIN também foram infundidos via i.p com a mesma solucéo de
diluicao da droga (veiculo; PBS).

4.2.2.3 Caixa de atividade

Para analisar a atividade dos animais dentro da caixa moradia, cada
animal foi colocado em uma caixa moradia padrao, cercada por 3 sensores
infravermelhos ao redor da caixa que mensuraram cada vez que 0s animais
passavam pelos sensores, servindo como parametro de atividade (Callaerts-

Vegh; Ahmed; Vermaercke; Marynen et al., 2015).

A mensuracado do numero de sensores cruzados foi realizada a cada 30
minutos, das 10h00 da manha do dia 1 as 09h00 da manha do dia 2.

4.2.2.4 Campo aberto

Logo apds serem retirados da caixa de atividades, os animais foram
submetidos ao campo aberto (CA; (Callaerts-Vegh; Ahmed; Vermaercke;
Marynen et al., 2015)). Diferentemente da tarefa de CA dos estudos 1 e 2, no
estudo 3 nés mensuramos a distancia total percorrida pelos animais, assim como
o tempo que os animais passaram na zona central do aparato (caixa acrilica
transparente medindo 50x50x50 cm). Apds passarem 30 minutos em um
ambiente escuro, a exploracdo no CA foi mensurada durante 10 minutos, e

analisada automaticamente por meio do software EthoVision (Noldus, Holanda).

4.2.2.5 Labirinto em cruz elevado

Vinte e quatro horas apdés o CA, os animais foram submetidos ao LCE.
Aqui, diferentemente dos estudos 1 e 2, nds mensuramos 0 tempo que o0s
animais passaram nos bragos abertos e fechados do LCE (5¢cm x 30cm) como
parametros do estado tipo-ansioso (Callaerts-Vegh; Ahmed; Vermaercke;
Marynen et al., 2015), também analisado automaticamente por meio do software
do EthoVision (Noldus, Holanda).
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4.2.2.6 Labirinto aquatico de Morris

Como medida de memoria, no estudo 3, nés utilizamos o labirinto aquatico
de Morris (LAM) para avaliar a aprendizagem e memoria espacial dos animais
(An; Carrazoni; Souto Das Neves; D'hooge et al., 2024; Callaerts-Vegh; Ahmed;
Vermaercke; Marynen et al., 2015).

O LAM foi realizado em uma piscina circular de 150 cm diametro cheia
com agua. A piscina foi opacificada com tinta branca atéxica, mantida a 26°C,
sendo a agua e o opacificador trocados a cada 7 dias. Uma plataforma redonda
de 15 cm foi escondida 1 cm abaixo da superficie da agua em uma posicéo fixa

ao longo de cada semana.

Os animais passaram por 10 sessdes de treinamento, e duas sessdes de
testes. Cada sessdo de treinamento consistiu em quatro tentativas para
encontrar a plataforma submersa, com intervalo de 15 min entre as tentativas,
comegando aleatoriamente em uma das quatro posi¢gdes iniciais a cada dia
(lados sul, norte, leste e oeste da psicina). Os camundongos que néo
conseguiram encontrar a plataforma em 100 segundos foram guiados
gentilmente até ela. Ao encontrar a plataforma, os animais permaneciam sobre

ela por 30 segundos antes de serem retirados da piscina.

Os animais passaram por 5 dias de aprendizagem consecutivos, com dois
dias de descanso antes do primeiro teste de memoria espacial. No 8° e 15° dia
do LAM, a plataforma foi removida da piscina para o teste de memoaria espacial.
Durante as sessbes de aprendizagem, analisamos a média de tempo para
encontrar a plataforma nas 4 tentativas diarias. Nas sessdes de teste, o tempo
de permanéncia no quadrante alvo (aquele onde antes estava a plataforma) foi

analisado como parametro de consolidagdo da memoria espacial.

4.2.3 Analise estatistica

As tarefas de CA e LCE foram analisadas utilizando ANOVA de duas vias

com post-hoc de Tukey.
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As analises da caixa de atividade e da fase de aprendizagem do LAM
foram realizadas utilizando ANOVA de duas vias de medidas repetidas, com

post-hoc de Fisher.

Testes 1 e 2 do LAM foram analisados utilizando teste T de uma amostra
comparado com média tedrica de 25%, representando o QA onde a plataforma
se encontrava durante os cinco primeiros dias de aprendizagem. Dessa forma,
espera-se que caso o animal tenha aprendido onde a plataforma se encontrava,

ele passe mais de 25% do tempo total de teste (100s) no QA.
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5. Resultados

Para melhor vizualizacdo dos dados, dividimos a presente tese em trés
estudos, conforme previamente anunciado. Dessa forma, os resultados de cada

estudo estdo apresentados abaixo de forma separada.

5.1 Estudo 1

No primeiro estudo que compde a presente tese investigamos os efeitos
do treino aerdbico de corrida e destreino durante a gestagcédo sobre a memodria,
comportamento, e preferéncia maternal em trés tempos distintos: antes, durante,

e apos a gestacao, nas maes.

5.1.1 Parar ou diminuir a intensidade do exercicio durante a gestacao

causa destreino apos o desmame

Inicialmente, nds avaliamos como os protocolos de exercicio fisico de
corrida afetaram o VO2max das fémeas adultas, investigando se houve diferenca

entre 0s grupos em qualquer um dos quatro testes realizados.

Em relacdo a velocidade maxima de corrida dos grupos durante os testes
verificamos, através de uma ANOVA de duas vias, um efeito significativo para
tempo (F2.838,144.8) = 34,77, p < 0,0001; Fig. 4) e intervencéo (F518 = 11,83, p <
0,0001; Fig. 4), além de interacdo entre os fatores (tempo x intervencao: Fs, 153)
= 4,947, p < 0,0001; Fig. 4).
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Figura 4 - Desempenho no teste incremental de corrida antes e apds a gestagéo do

estudo 1
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Fonte: O autor (2024).

Figura 4 — Desempenho no teste incremental de corrida antes e apds a gestagao. Correr a
60-70% do VO:zmax indireto aumenta a velocidade maxima apds 4 semanas de treinamento.
Interromper a corrida no inicio da gestagao retorna o desempenho ao nivel pré-treinamento apos
o desmame; sendo que reduzir a intensidade do exercicio durante a gestagao evita esse declinio.
*p < 0,05 ANOVA de dois fatores para medidas repetidas com post-hoc de Tukey. Linhas
coloridas indicam os grupos com diferengas. Dados apresentados como média + DP, n = 5-7 por
grupo. Adaptacao: teste apds 1 semana de adaptagéo a esteira; Intra treino: apds 2 semanas;
Pré-acasalamento: apds 4 semanas; Pds-desmame: 3 semanas apds o parto. NE = nao-
exercitadas. PM = privacdo maternal. PRE+PM maes que se exercitaram somente antes da
gestacéo e passaram pela privagdo de contato com os filhotes. RED+PM = mées que reduziram
a intensidade do exercicio na gestacdo e passaram pela privacdo de contato com os filhotes.
IGUAL+PM = mé&es que mantiveram a intensidade do exercicio na gestacdo e passaram pela
privagdo de contato com os filhotes. GEST+PM = mées que realizaram o exercicio somente
durante a gestagao e passaram pela privagao de contato com os filhotes.

No primeiro teste de VO2zmax indireto, ndo houve diferenca entre os grupos
(p > 0,05 para todas as comparacdes; Fig. 4 Adaptacdo). No segundo teste (apds
duas semanas de treinamento dos grupos PRE+PM e RED+PM), todos os
grupos que treinaram antes da gestacdo (PRE+PM, RED+PM e IGUAL+PM)
apresentaram maior capacidade aerobica em comparagéo aos grupos NE e PM
(p < 0,05 para todas as comparacdes; Fig. 4 Intra treino). No teste realizado
guatro semanas apos o inicio do treinamento (pré acasalamento), as diferencas
dos grupos PRE+PM e RED+PM em relacdo a NE e PM persistiram (p < 0,05
para todas as comparagles; Fig. 4 Pré-acasalamento), enquanto ndo houve
mais diferenca entre IGUAL+PM e os grupos NE e PM (vs NE: p = 0,98; vs PM:

38



p = 0,99; Fig. 4 Pré-acasalamento). ApGs o desmame (4 semanas apds o parto),
todos os grupos retornaram ao mesmo nivel de capacidade aerdbica, sem
diferenca entre os grupos (p > 0,05 para todas as comparacoes; Fig. 4 Pos-

desmame).

Em seguida, investigamos como a capacidade aerdbica dos grupos
mudou ao longo do tempo dos testes. NE, PM e GEST+PM néo alteraram sua
velocidade maxima (VO2zmax indireto) em nenhum tempo (p > 0,05 para todas as
comparacdes). PRE+PM e RED+PM aumentaram sua velocidade maxima apoés
duas semanas de treinamento (PRE+PM: p = 0,004; RED+PM: p = 0,009),
mantendo a diferenca até o teste antes do acasalamento (PRE+PM: p = 0,0006;
RED+PM: p = 0,0001). Como hipotetizado, 0 VO2zmax indireto de tais grupos
retornaram ao nivel do grupo NE ap6s o desmame (p = 0,99 para ambos),
denotando destreino durante a gestacao/lactacéao. Por outro lado, IGUAL+PM
apresentou um resultado surpreendente, com uma diminuicio em seu
desempenho maximo apds o desmame em comparacao a duas semanas apos

0 inicio do exercicio (p = 0,005), demonstrando destreino.

5.1.2 Parar de correr no inicio da gestagcao causa déficit de memoria
na ultima semana de gestagdo; manter a intensidade, ou comecgar a correr

durante a gestacao, previnem déficit de meméria apés o desmame

No primeiro teste de RO (pré acasalamento), todos os grupos exploraram
por mais de 50% do tempo total de exploragéo o novo objeto (NE: t(10)=4,514; p
= 0,004; PM: y9) = 2,828; p = 0,03; PRE+PM: t10) = 2,844; p = 0,046; RED+PM:
t8)= 2,783; p = 0,049; IGUAL+PM: s)= 3,842; p = 0,018; GEST+PM: t(10)= 4,087,
p = 0;015; Fig. 5A), demonstrando que as fémeas de todos os grupos néo
apresentavam problemas de consolidagdo de memoria de reconhecimento antes

do acasalamento.
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Figura 5 — Resultados da tarefa de reconhecimento de objetos do estudo 1
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Fonte: O autor (2024).

Figura 5 — Efeitos do exercicio maternal antes e/ou durante a gestagio na meméria de
reconhecimento de objetos de fémeas antes, durante e apds a gestagdo. A — Performance
similar no teste de reconhecimento de objetos (RO), com memdria consolidada nas ratas de
todos os grupos antes da gestacdo. B — Parar de se exercitar no inicio da gestacao causa deficit
de memdria de RO ao final da gestacdo. C — Ratas apresentam déficit de memoéria apds o
desmame. Realizar exercicio antes da gestacdo e manter a intensidade dele durante, assim
como iniciar a pratica ao inicio da gestacéo, previnem o déficit de meméria de RO. Os pontos
demonstraram a porcentagem de tempo que cada mée passou explorando o objeto novo. * p <
0,05 teste de uma amostra de Student comparado a média tedrica de 50%. Dados mostrados
como Média + DP (n = 7-12 por grupo). NE = ndo-exercitadas. PM = privagdo maternal. PRE+PM
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maes que se exercitaram somente antes da gestagéo e passaram pela privagao de contato com
os filhotes. RED+PM = maes que reduziram a intensidade do exercicio na gestagao e passaram
pela privagdo de contato com os filhotes. IGUAL+PM = mé&es que mantiveram a intensidade do
exercicio na gestagao e passaram pela privagdo de contato com os filhotes. GEST+PM = méaes
que realizaram o exercicio somente durante a gestagédo e passaram pela privagado de contato
com os filhotes.

No teste realizado na ultima semana de gestacgéao, todos os grupos, exceto
o PRE, exploraram por mais de 50% do tempo total de exporagéo o objeto novo
(NE: tr1o)= 3,879; p = 0,008; PM: 9) = 2,815; p = 0,048; PRE+PM: t(11)=2,19; p =
0,072; RED+PM: ) = 3,222; p = 0,032; IGUAL+PM: t10) = 2,830; p = 0,047;
GEST+PM: t10)= 3,784; p = 0,02; Fig. 5B), o que denota déficit de memoria neste
grupo.

Ja no teste realizado apds o desmame, tanto as mées que mantiveram a
intensidade de exercicio durante a gestagao (IGUAL+PM: s = 3,519; p = 0,008;
Fig. 5C), quanto as que comecaram a se exercitar durante a gestacao
(GEST+PM: y9)=4,103; p = 0,014; Fig. 5C) demonstraram consolidar a memoria
de RO. Por outro lado, as ratas do grupo NE (te) = 1,962; p = 0,10; Fig 3C), PM
(t7y = 1,154; p = 0,30; Fig. 5C) e PRE+PM (19 = 0,477; p = 0,657; Fig. 5C)
demonstraram déficit de memdria, explorando por tempo similar ambos objetos.
Tal resultado demonstra que ha déficit de memodria apoés o desmame, e que
manter a intensidade ou comecgar a se exercitar durante a gestacdo pode
prevenir tal déficit.

Nés também comparamos o tempo total de exploracdo na tarefa de RO
entre os grupos, como um parametro controle. Uma ANOVA de duas vias de
medidas repetidas com post-ho de Tukey demonstrou nao haver diferencas entre

eles (p > 0,05 para todas comparacdes; Tabela 1).
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Reconhecimento de objetos Grupos P

NE PM PRE+PM RED+PM IGUAL+PM GEST+PM Valor
Tempo total de exploragéo na sessao de 374’_71 23;71 32,80 + 42,40 + 43,20 £ 47,20 £ 0.22
treino (s) 12,88 6.67 9,497 7,470 12,99 14,96
Pré acasalamento
33,29 33,86
Tempo total de exploragao na sessao de teste + + 41266?1i 473 723 1i 42’;}39; 426é6505i 0,572
(s) 12,65 7,42 ’ ' ’ ’
29,65 29,43
) Tempo total de exploragéo na sessao de + + 417 802 4i 5:?6024i 412é428i 351’1;; 0,22
Ultima semana de treino (s) 18,48 10,81 ’ ’ ’ ’
gestagao
28,43 33,29
Tempo total de exploragéo na sessao de teste + + 321(’)825 33 1’6;),; 3,;810 8i 413:’32100i 0,572
(s) 8,71 11,84 ’ ’ ’ ’
31,57 29,86
Tempo total de exploragao na sesséo de + + 215%855 411 é4§8i i‘é%f 41262g2i 0,22
treino (s) 14,55 8,63 ’ ’ ’ ’
Pés-desmame
41,00 42,80
Tempo total de exploragcéo na sessao de teste + + 3146835 4;1'60;); 613588; 35214,?; 0,572
(s) 16,08 26,75 ’ ’ ' '

Tabela 1 — A privagdo maternal e o exercicio maternal nao alteram a exploragao de objetos antes, durante ou apds a gestagado. Dados drescritos na forma de
Média £ DP (n = 7-11 por grupo). NE = Méaes controle; PM = Maes submetidas a privagdo maternal; PRE+PM = Maes que se exercitaram apenas antes da
gestagéo e foram submetidas a PM; RED+PM = Mées que reduziram a intensidade do exercicio durante a gestacao e foram submetidas a PM; IGUAL+PM =
Maes que mantiveram a intensidade do exercicio durante a gestacdo e foram submetidas 8 PM; GEST+PM = Maes que se exercitaram apenas durante a
gestagao e foram submetidas a PM. P > 0,05 em todos os testes de ANOVA de duas vidas de medidas repetidas com post-hoc de Tukey.
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5.1.3 PM aumenta o tempo das maes no ninho e lambendo os
filhotes; a pratica de exercicio fisico antes e/ou durante a gestagao previne

o aumento do self-grooming apés a PM

Quanto ao tempo que as maes passaram no ninho, ANOVA de duas vias
de medidas repetidas mostrou efeito da PM (Fs, 28) = 8,691; p < 0.0001). Post-
hoc de Tukey nao demonstrou diferenga entre os grupos no primeiro dia pos-
natal (p > 0,05 para todas as comparagdes). No segundo dia, as ratas dos grupos
PM (p = 0,007; Fig. 6A), PRE+PM (p = 0,0039; Fig. 6A) e RED+PM (p = 0,0032;
Fig. 6A) passaram mais tempo no ninho em comparagao ao grupo NE, diferenca
que permaneceu no terceiro dia (PM: p = 0.01; PRE+PM: p = 0.005; RED+PM:
p = 0.01; Fig. 6A). No quarto dia, o grupo PRE+PM ainda permaneceu mais
tempo no ninho comparado ao grupo NE (p = 0.02; Fig. 6A). No quinto dia, os
grupos PM (p = 0,012; Fig. 6A), PRE+PM (p = 0,032; Fig. 6A), GEST+PM (p =
0,047; Fig. 6A) e IGUAL+PM (p = 0,044; Fig. 6A) passaram mais tempo no ninho

em comparagao ao grupo NE.

Figura 6 — Resultados do teste de comportamento maternal do estudo 1
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Fonte: O autor (2024).
FIGURE 6 — Comportamento maternal apés a PM nos cinco primeiros dias de vida. A —
Tempo que as mées passaram no ninho. B — Numero de vezes que as maes deixaram o ninho.
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C — Tempo que as maes passaram lambendo a prole. D — Tempo em self-grooming. " p < 0.05
comparado ao grupo NE. # p < 0.05 comparado ao grupo PM. ANOVA de duas vias de medidas
repetidas seguido de post-hoc de Tukey. Dados mostrados como Média £ DP (n = 5-7 por grupo).
NE = Maes controle; PM = Maes submetidas a privagdo maternal; PRE+PM = Maes que se
exercitaram apenas antes da gestagdo e foram submetidas a PM; RED+PM = Maes que
reduziram a intensidade do exercicio durante a gestagao e foram submetidas a PM; IGUAL+PM
= Maes que mantiveram a intensidade do exercicio durante a gestagédo e foram submetidas a
PM; GEST+PM = Maes que se exercitaram apenas durante a gestagido e foram submetidas a
PM.

ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou efeito do tempo para
0 numero de saidas das maes do ninho (F (3,493, 97,80) = 4,555; p = 0.003). Porém,
post-hoc de Tukey ndao demonstrou diferenga na frequéncia de saida do ninho
entre os grupos em nenhum dos dias avaliados, assim como n&o houve diferenga
intra-grupo ao longo do tempo (p > 0,05 para todas as comparagdes em todos
os dias; Fig. 6B).

Em relacdo ao tempo gasto lambendo os filhotes, ANOVA de duas vias
de medidas repetidas mostrou interagdo de fatores (tempo x intervengao: F 2o,
112) = 2,000; p = 0.012). Post-hoc de Tukey mostrou diferengas entre os grupos
ao longo dos dias. No primeiro dia, as ratas PM (p = 0,045; Fig. 6C) e RED+PM
(p =0,0003; Fig. 6C) passaram mais tempo lambendo os filhotes do que as ratas
NE. Além disso, as ratas RED+PM passaram mais tempo lambendo os filhotes
do que as PM (p = 0,0321; Fig. 6C), GEST+PM (p = 0,001; Fig. 6C) e PRE+PM
(p = 0,0152; Fig. 6C). No segundo dia, as ratas dos grupos PM (p = 0.04; Fig.
6C), PRE+PM (p = 0,0479; Fig. 6C) e RED+PM (p = 0.036; Fig. 6C) passaram
mais tempo lambendo os filhotes do que o grupo NE. Nao houve diferenca entre
0s grupos no terceiro, quarto e quinto dias (p > 0,05 para todas as comparagoes;
Fig. 6C). Ainda, o unico grupo a demonstrar mudanga no tempo em licking ao
longo do tempo foi o grupo RED+PM, que diminui o tempo nos dias 4 (p = 0.01;
Fig. 6C) e 5 (p = 0.04; Fig. 6C) quando comparado ao dia 1.

Quanto ao tempo gasto em self-grooming, ANOVA de duas vias de
medidas repetidas mostrou interagao de fatores (tempo x intervengao: Fo, 112) =
2,829; p =0.0003). Post-hoc de Tukey mostrou que no primeiro dia o grupo PM
passou mais tempo em self-grooming que os grupos IGUAL+PM (p = 0.041; Fig.
6D) e GEST+PM (p = 0.039; Fig. 6D). Nao houve diferenga entre grupos nos dias
2 e 3 (p> 0,05 para todas as comparacgoes; Fig. 6D). No entanto, todos os grupos

que se exercitaram passaram menos tempo em self-grooming em comparag&o
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ao NE no quarto dia (NE vs.: PRE+PM p = 0,017; RED+PM p = 0,046;
IGUAL+PM p =0,031; GEST+PM p = 0,024; Fig. 6D). No quinto dia, as ratas dos
grupos PRE+PM (p = 0,035; Fig. 6D) e IGUAL+PM (p = 0,026; Fig. 6D) ainda
passaram menos tempo em self-grooming em comparagao ao grupo NE. O unico
grupo a demonstrar diminuicdo do self-grooming ao longo do tempo foi o grupo
PM, diminuindo o tempo nos dias 2 (p = 0.032; Fig. 6D) e 3 (p = 0.039; Fig. 6D)

comparado ao primeiro dia.

5.1.4 Maes que se exercitam durante a gestacao preferem sua prole
de machos a um macho desconhecido; aquelas que se exercitam somente

na gestacao preferem sua prole de fémeas a uma fémea desconhecida

No primeiro dia de teste de preferéncia maternal, nés avaliamos se havia
preferéncia das mées entre machos e fémeas néo-familiares. Nenhum grupo
mostrou preferéncia por algum dos sexos, explorando por cerca de 50% do
tempo o animal de cada um deles (NE: te) = 0,466; p = 0,657; PM: )= 0,492; p
= 0,639; PRE+PM: t4) = 1,875; p = 0,134; RED+PM: «4) = 0,228; p = 0,83;
IGUAL+PM: y4)= 0,338; p = 0,421; GEST+PM: 4)= 0,895; p = 0,421; Fig. 7A).

Figura 7 — Resultados do teste de preferéncia maternal do estudo 1
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Fonte: O autor (2024).

FIGURE 7 — Preferéncia maternal. A — Avaliacdo da preferéncia entre fémea nao-familiar e
macho nao-familiar. B — Avaliacdo da preferéncia entre fémea familiar e fémea nao-familiar. C —
Avaliagao da preferéncia entre macho familiar e macho nao-familiar. D — Avaliagao da preferéncia
entre fémea familiar e macho familiar. * p < 0,05 Teste t de Student comparado a media tedrica
de 50%. Dados descritos como Média + DP (n = 5-7 por grupo). NE = Méaes controle; PM = Maes
submetidas a privagdo maternal; PRE+PM = Maes que se exercitaram apenas antes da gestacao
e foram submetidas a PM; RED+PM = Maes que reduziram a intensidade do exercicio durante a
gestacdo e foram submetidas a PM; IGUAL+PM = Maes que mantiveram a intensidade do
exercicio durante a gestagcao e foram submetidas a PM; GEST+PM = Maes que se exercitaram
apenas durante a gestagéo e foram submetidas a PM.

No segundo dia, avaliamos a preferéncia entre uma fémea familiar e uma
nao familiar. Apenas o grupo de maes que se exercitou durante a gestacao
mostrou preferéncia por sua prole, explorando por de 50% do tempo total de
exploragéo a fémea familiar (GEST+PM: 4) = 4,442; p = 0,011; Fig. 7B). Todos
0S outros grupos ndo mostraram preferéncia por nenhum animal (NE: te) = 1,063;
p =0,328; PM: t6) = 1,463,; p = 0,193; PRE+PM: t4) = 2,636; p = 0,074; RED+PM:
ta) = 1,242; p = 0,282; IGUAL+PM: 14) = 1,511, p = 0,205; Fig. 7B).

No terceiro dia, avaliamos a preferéncia entre um macho familiar e um nao
familiar. Todos 0s grupos que se exercitaram durante a gestacdo mostraram
preferéncia por sua prole (RED+PM: 4 = 3,191; p = 0,0332; IGUAL+PM: @4) =
3,172; p = 0,0338; GEST+PM: 4) = 2,879; p = 0,0451; Fig. 7C), enquanto 0s
grupos que ndo realizaram exercicio durante a gestacdo ndo mostraram
preferéncia por nenhum animal (NE: te) = 1,559; p = 0,170; PM: s = 0,809; p =
0,449; PRE+PM: y4) = 0,563; p = 0,603; Fig. 7C).

No quarto dia, avaliamos a preferéncia pelo sexo dentro da prole (macho
familiar vs. fémea familiar). O grupo de mées que manteve a mesma intensidade
de exercicio antes e durante a gestacdo mostrou preferéncia pelos filhotes
machos (IGUAL+PM: w4 = 3,994; p = 0,0162; Fig. 7D). Todos 0S outros grupos
nao mostraram preferéncia pelo sexo dentro da prole (NE: t) = 0,829; p = 0,438;
PM: te = 0,662; p = 0,544; PRE+PM: t4) = 1,663; p = 0,171; RED+PM: tw) =
0,306; p =0,771; GEST+PM: t4) = 1,031; p = 0,360; Fig. 7D).
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5.1.5 Interromper o exercicio no inicio da gestagdao aumenta a
peroxidagao lipidica no hipocampo apdés o desmame; ja a privagao

maternal eleva os niveis de catalase no hipocampo ap6s o desmame.

Analisamos a peroxidagdo lipidica (usando TBARS) e os niveis de
catalase (CAT) apds o desmame para compreender como as intervencdes
poderiam afetar o equilibrio oxidativo no hipocampo, fornecendo evidéncias de
um possivel mecanismo envolvido nos desfechos comportamentais. ANOVA de
duas vias com post-hoc de Kruskal-Wallis mostrou diferenga entre os grupos no
teste de TBARS (H = 11,82; p = 0,037, Fig. 8A). Apesar da PM néo alterar a
peroxidacao lipidica hipocampal, o post-hoc de Dunn mostrou que as ratas do
grupo PRE+PM apresentaram aumento na peroxidac¢dao lipidica em comparacéo
ao grupo NE (p = 0,0236; Fig. 8A). Nenhuma outra diferenca significativa foi
encontrada (p > 0,05 para todas as outras comparacoes).

ANOVA de uma via também mostrou que havia diferenca entre os grupos
para os niveis de CAT (F, 24) = 6,971, p = 0,0004; Fig. 8B). A PM aumentou 0s
niveis de CAT em comparagdo ao grupo CT (p = 0,001; Fig. 8B). Os grupos
PRE+PM, RED+PM, IGUAL+PM e GEST+PM nao apresentaram diferencas em
relacdo ao grupo controle NE, mas mostraram reducao na atividade de CAT em
relacdo ao grupo PM (p < 0,05 para todas as comparacdes contra PM; Fig. 8B).
Além disso, verificamos que o grupo GEST+PM apresentou maior atividade de
CAT em comparacgéao aos grupos PRE+PM e IGUAL+PM (p < 0,05 para ambas

as comparacoes; Fig. 8B).

Figura 8 — Resultados de marcadores de estresse oxidativo do estudo 1
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FIGURA 8 — Marcadores de equilibrio oxidativo no hipocampo apés o desmame mudam
em maes submetidas a PM e a diferentes protocolos de exercicio fisico. A— A PM nao altera
a peroxidacao lipidica hipocampal das maes, mas interromper a pratica de corrida no inicio da
gestacdo aumenta este marcador de dano oxidativo. *p < 0,05 teste de Dunn. B — A PM eleva
niveis de CAT, e iniciar exercicios na gestacdo aumenta CAT comparado a interromper ou
manter intensidade. *p < 0,05 teste de Tukey. Dados mostrados como média + DP (n = 5 por
grupo). NE = Maes controle; PM = Maes submetidas a privagdo maternal; PRE+PM = Maes que
se exercitaram apenas antes da gestacdo e foram submetidas a PM; RED+PM = Maes que
reduziram a intensidade do exercicio durante a gestagao e foram submetidas a PM; IGUAL+PM
= Maes que mantiveram a intensidade do exercicio durante a gestagédo e foram submetidas a
PM; GEST+PM = Maes que se exercitaram apenas durante a gestagédo e foram submetidas a
PM.

5.1.6 A gestacao reduz o comportamento exploratério das maes apoés
o desmame; a pratica de exercicio fisico em qualquer momento antes ou
durante a gestagao garante um comportamento exploratério semelhante ao

nivel pré-gestacao

Inicialmente, comparamos o nimero de cruzamentos dos diferentes nos
quadrantes virtuais. Uma ANOVA de duas vias para medidas repetidas mostrou
uma interacdo de fatores (tempo e grupo: Fo, s6) = 2,981; p = 0,004; Tabela 2),
com efeito para o grupo (Fs, 28) = 8,117; p < 0,0001; Tabela 2) e para o tempo
(Fa,528,42,79) = 321,8; p < 0,0001; Tabela 2). Nao houve diferenca entre 0os grupos
nos testes antes e durante a gestacéo (p > 0,05 para todas as comparagoes;
Tabela 2). No entanto, as comparacfes multiplas de Tukey mostraram
diferencas no teste CA apés o desmame. Os grupos RED+PM e IGUAL+PM
cruzaram mais quadrantes virtuais em comparagdo com os grupos NE e PM
(RED+PM vs. NE: p =0,0039; RED+PM vs. PM: p = 0,0035; IGUAL+PM vs. NE:
p = 0,005; IGUAL+PM vs. PM: p = 0,0045; Tabela 2).
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Teste de campo aberto Grupos p

NE PM PRE+PM _ RED+PM _ IGUAL+PM __ GEST+PM __ Valor
9155 + 9480+ 90,55 + 08,89 + 1004 + 1054 + 0,0001
Cruzamentos (n) 13.46 761 538 22,76 22.72 27,74
Pré acasalamento
] 2164 + 2310+ 20,01 + 21+ 1771 + 20,86 + 0,0196
Elevagdes (n) 7,61 7,47 7,90 7,01 3,71 6,42
4027 + 3550+ 20.82 + 40,56 + 4618 + 28,73 +
. Cruzamentos (n) 6,78 4,39 5,52 6,2 4,56 6,34 0,0001
Ultima semana de gestagao 1160 + 1310+ 11.20 + 122 + 144 + 1+ 0,0196
Elevagdes (n) 281 4,46 2.95 414 598 3,64
3150+ 4644+ #5320+ #6775+ 57,78 + 50,2 +
Cruzamentos (n) 9.1 22,98 12,88 9,16 23,87 12,73 0,0001
P6s-desmame Elevagdes (n) 1525 + 1811+ 2320 + 26.25 + 1722 + 154 + 0,0196
¢ 4.31 432 7.12 7.51 7.5 4.43

Tabela 2 — A gestagao reduz o comportamento exploratério; a pratica de exercicio fisico antes ou durante a gestagcéo retoma a exploragéo aos niveis pré-
gestagédo apds o desmame. Dados expressos como média + DP (n = 8-11 por grupo). NE = Maes controle; PM = Maes submetidas a privagdo maternal;
PRE+PM = Maes que se exercitaram apenas antes da gestagao e foram submetidas a PM; RED+PM = Maes que reduziram a intensidade do exercicio durante
a gestacao e foram submetidas a PM; IGUAL+PM = M&es que mantiveram a intensidade do exercicio durante a gestacao e foram submetidas a PM; GEST+PM
= Maes que se exercitaram apenas durante a gestagao e foram submetidas & PM. ANOVA de duas vidas de medidas repetidas com post-hoc de Tukey. NE
= Maes controle; PM = Maes submetidas a privagdo maternal; PRE+PM = Maes que se exercitaram apenas antes da gestagédo e foram submetidas a PM;
RED+PM = Maes que reduziram a intensidade do exercicio durante a gestacao e foram submetidas a PM; IGUAL+PM = Maes que mantiveram a intensidade
do exercicio durante a gestagéo e foram submetidas a PM; GEST+PM = Maes que se exercitaram apenas durante a gestagao e foram submetidas a PM.
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Depois, analisamos se havia diferenca dentro dos grupos ao longo dos
testes. Todos 0s grupos cruzaram menos quadrantes virtuais durante a gestacao
em comparacdo com antes da gestacdo (NE: p < 0,0001; PM: p < 0,0001;
PRE+PM: p < 0,0001; RED+PM: p = 0,0007; IGUAL+PM: p = 0,008; GEST+PM:
p = 0,005; Tabela 2). Quando comparamos 0 humero de cruzamentos apos o
desmame com os durante a gestacdo, observamos que todos 0s grupos que
realizaram exercicios cruzaram mais quadrantes apés o desmame (PRE+PM: p
= 0,003; RED+PM: p = 0,006; IGUAL+PM: p = 0,009; GEST+PM: p = 0,034,
Tabela 2).

Em seguida, comparamos o numero de elevacbes realizados pelos
grupos durante os testes no CA. Uma ANOVA de duas vias para medidas
repetidas mostrou um efeito para o tempo (F(,s44, 51,63 = 30,12; p < 0,0001;
Tabela 2). No entanto, o pés-teste de Tukey ndo mostrou nenhuma diferenca
entre os grupos (p > 0,05 para todas as comparac¢fes). Quando realizamos uma
comparacao intragrupo ao longo do tempo, vimos que os grupos NE, PM e
IGUAL+PM realizaram mais elevacfes antes da gestacdo do que na ultima
semana de gestacao (NE: p =0,007; PM: p=0,02; IGUAL+PM: p =0,001; Tabela
2). Os grupos PRE+PM e RED+PM realizaram mais eleva¢cdes apos o desmame
do que antes da gestacdo (PRE+PM: p = 0,02; RED+PM: p = 0,041; Tabela 2).
O grupo GEST+PM néo apresentou diferencas entre os testes (p > 0,05 para
todas as comparag0des; Tabela 2).

5.1.7 O exercicio fisico, a PM, ou a sua combinagao nao alteram o
comportamento tipo-ansioso em fémeas adultas, antes, durante, ou apés a

gestacao

Analisamos se havia diferenca no tempo gasto nos bragos abertos entre
0s grupos e dentro dos grupos ao longo do tempo utilizando o LCE. Uma ANOVA
de duas vias para medidas repetidas mostrou que ndo houve diferenca em
nenhuma das comparacoes (Fqo, s6) = 0,399; p = 0,927; Tukey: p > 0,05 para

todas as comparac0Oes; Tabela 3).

Em seguida, analisamos se havia diferenga no numero de entradas nos

bracos abertos entre 0s grupos nos testes e dentro dos grupos ao longo do

50



tempo. Uma ANOVA de duas vias para medidas repetidas mostrou efeito para o
tempo (Fe671, 46,79) = 8,11; p = 0,001) e para o grupo (Fs, 28) = 2,65; p = 0,044),
mas sem interac¢ao entre os fatores (Fo0, 56) = 0,66; p = 0,752). No entanto, o0 pos-
teste de Tukey ndo mostrou nenhuma diferenga entre os grupos (p > 0,05 para
todas as comparag0Oes; Tabela 3).
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Labirinto em cruz elevado Grupos p
NE PM PRE+PM RED+PM |IGUAL+PM GEST+PM Valor
Tempo nos bragos abertos (s) 107,3 98,13 + 100 + 112,3 + 101 + 108,4 + 0,932
) P ¢ 29,99 43,11 22,54 29,81 15,69 21,60
Pré acasalamento
Entradas nos bragos abertos (n) 71,472198i 20551 8:,32201 112’g%i 8é52i 9é4;8i 0732
) Tempo nos bragos abertos (s) 91,29 + 82,25 + 103 + 98,13 + 103,5 + 102,8 + 0,932
Ultima semana de P ¢ 26,25 32,43 16,23 12,39 30,58 33,04
gestagao
Entradas nos bragos abertos (n) 7;;,]4; 7:’38(;; 7é883i 8:’365; 81’6§2i Sézfgi 0,732
98,14 + 96,13 + 103,4 + 104,4 + 93,5+ 105,7 + 0932
Tempo nos bragos abertos (s) 14,79 11,57 24,09 19,23 13,19 34,34 ’
Pos-desmame 9571+ 1125+ 985+ 11,63 + 11,63 + 9.4+ 0.732
Entradas nos bragos abertos (n) 2,070 2,76 4,59 4,06 4,06 2,61 ’

Tabela 3 - Nem a privacdo maternal (PM), nem o exercicio afetaram o tempo gasto ou o nimero de entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz
elevado em nenhum momento avaliado.. NE = M&es ndo submetidas a exercicio fisico. PM = Maes submetidas a privacdo maternal. PRE+PM = Mées que
se exercitaram apenas antes da gestacao e foram submetidas a PM. RED+PM = Mées que reduziram a intensidade do exercicio durante a gestacéo e foram
submetidas a PM. IGUAL+PM = Maes que mantiveram a intensidade do exercicio durante a gestacdo e foram submetidas a MS. GEST+PM = Maes que se
exercitaram apenas durante a gestacao e foram submetidas a PM. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Os
dados séo expressos como média + DP (n = 7-9 por grupo). NE = Maes controle; PM = Maes submetidas a privagdo maternal; PRE+PM = Maes que se
exercitaram apenas antes da gestagdo e foram submetidas a PM; RED+PM = Méaes que reduziram a intensidade do exercicio durante a gestagéo e foram
submetidas a PM; IGUAL+PM = Maes que mantiveram a intensidade do exercicio durante a gestagédo e foram submetidas a PM; GEST+PM = Maes que se

exercitaram apenas durante a gestagéo e foram submetidas a PM.
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5.2 Estudo 2

No segundo estudo que compde a presente tese, investigamos os efeitos
do treino aerobico e destreino durante a gestacéo, assim como da PM, sobre a

memoria e comportamento da prole de ambos os sexos ja na fase adulta da vida.

No presente estudo, além de avaliar os impactos do EM e da PM sobre a
prole, um dos nossos objetivos foi avaliar se 0 EM por si s6 poderia melhorar a
memoria da prole. Para isso, 4 grupos foram adicionados em comparagao ao
estudo 1: PRE+CT, RED+CT, IGUAL+CT, e GEST+CT.

5.2.1 Parar ou reduzir a intensidade do exercicio no inicio da

gestacao causa destreino das maes apés o desmame

Embora esta analise ja tenha sido considerada no primeiro estudo, foi
realizada novamente considerando que o segundo estudo inclui mais grupos

experimentais.

Inicialmente, analisamos se havia diferengas na capacidade aerébica das
maes nos trés momentos em que foram testadas: um més antes da gestagéo
(quando apenas os grupos PRE, RED e IGUAL comegaram a se exercitar), duas
semanas antes da gestacao, imediatamente antes do acasalamento, e apos o
desmame. Uma ANOVA de dois fatores para medidas repetidas revelou efeitos
significativos para o fator tempo (F2921, 2483) = 45,09; p < 0,0001; Fig. 9), e
intervencao (F,85=11,17; p <0,0001; Fig. 9), além de interagao entre os fatores
(F7, 255 = 3,69; p < 0,0001; Fig. 9).
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Figura 9 — Resultados dos testes de VO2max das mées do estudo 2
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Figura 9 - Correr a 60-70% do VO,max indireto aumentou a velocidade maxima de corrida
apos duas semanas de treinamento. Parar ou reduzir a intensidade da corrida durante a
gestacao causou destreinamento apés o desmame. p < 0,05, ANOVA de dois fatores para
medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Tukey. As cores das linhas indicam os grupos
nos quais foram encontradas diferengas entre os testes. Os dados sdo apresentados como média
+ DP (n =8-10 por grupo). Adaptacgéo = teste realizado ap6s uma semana de adaptacao a esteira;
Intra treino = teste realizado apdés duas semanas de treinamento; Pré-acasalamento = teste
realizado apds quatro semanas de treinamento; Pdés-desmame = teste realizado apés o
desmame. NE = Mées ndo submetidas a exercicio fisico. NE = maes nao-exercitadas. PM =
Mées submetidas a privacdo maternal. PRE = mées exercitadas somente antes da gestacéo,
ndo submetidas a PM. RED = maes que reduziram a intensidade do exercicio de antes para
durante a gestagdo. IGUAL = maes que realizaram exercicio antes e durante a gestagdo em igual
intensidade. GEST = mées que se exercitaram somente durante a gestacdo. PRE+PM = Mées
que se exercitaram apenas antes da gestacao e foram submetidas a PM. RED+PM = Mées que
reduziram a intensidade do exercicio durante a gestacdo e foram submetidas a PM. IGUAL+PM
= Maes que mantiveram a intensidade do exercicio durante a gestacdo e foram submetidas a
PM. GEST+PM = Méaes que se exercitaram apenas durante a gestacao e foram submetidas a
PM.

No primeiro momento de teste do estudo (adaptacéo), as ratas de todos
0s grupos apresentaram valores similares de VO,max indireto (p > 0,05 para

todas as comparagdes ANOVA de dois fatores para medidas repetidas).

Duas semanas ap6s o inicio dos exercicios, as maes dos grupos PRE+CT
(p = 0,003), PRE+PM (p = 0,003), RED+CT (p = 0,005), RED+PM (p = 0,002) e
IGUAL+PM (p = 0,003) demonstraram maior capacidade aerébica em
comparagao ao grupo NE+CT (Fig. 9). Além disso, os grupos PRE+CT (p = 0,02),
PRE+PM (p = 0,02), RED+CT (p = 0,04) e RED+PM (p = 0,02) apresentaram

maior capacidade aerébica em comparagao ao grupo NE+PM. Por fim, os grupos
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PRE+PM (p = 0,005), RED+PM (p = 0,004) e IGUAL+PM (p = 0,044)
demonstraram maior capacidade aerébica em comparagao ao grupo GEST+PM
(Fig. 9).

Antes do acasalamento, os grupos PRE+CT, PRE+PM, RED+CT e
RED+PM mantiveram melhor capacidade aerébica em comparag&o aos grupos
NE+CT (PRE+CT p = 0,01; PRE+PM p = 0,0004; RED+CT p = 0,001; RED+PM
p = 0,0004) e NE+PM (PRE+CT p = 0,004; PRE+PM p = 0,0001; RED+CT p =
0,0004; RED+PM p = 0,0002) (Fig. 9). Ambos os grupos PRE também
apresentaram capacidade aerdbica superior aos grupos IGUAL (p < 0,05 para

todas as comparagdes; Fig. 9).

Apos o desmame, nao foram observadas diferengas significativas entre

os grupos (p > 0,05 para todas as comparagdes; Fig. 9).

Quando analisamos a mudanga de capacidade aerdbia de cada grupo,
observamos que NE+CT e NE+PM nao apresentaram mudangas na capacidade
aerobica ao longo do temo (p > 0,05 para todas as comparagdes; Fig. 9). Ja as
ratas dos grupos PRE+CT, PRE+PM, RED+CT e RED+PM aumentaram a
capacidade aerobica no momento pré-acasalamento em comparagdo ao
primeiro teste (PRE+CT p = 0,02; PRE+PM p = 0,02; RED+CT p = 0,01;
RED+PM p = 0,001; Fig. 9). Contudo, apés o desmame, todos 0s grupos
retornaram aos niveis iniciais (Adaptagao vs. Pés-desmame: PRE+CT p = 0,906;
PRE+PM p > 0,99; RED+CT p = 0,99; RED+PM p = 0,99; Fig. 9), indicando

destreinamento durante a gestagao ou lactacao.

As ratas dos grupos IGUAL+CT e IGUAL+PM nao apresentaram aumento
na capacidade aerdbica apds 4 semanas de treinamento em baixa intensidade
(Habitagao vs. Pré-acasalamento: IGUAL+CT p = 0,99; IGUAL+PM p = 0,99; Fig.
9). Contudo, o grupo IGUAL+PM mostrou destreinamento apdés o desmame
(Intra treino vs. Pds-desmame: IGUAL+PM p = 0,005; Fig. 9) enquanto o
IGUAL+CT néo (p = 0,58; Fig. 9), sugerindo que o estresse causado pela PM

pode impactar a capacidade aerébica devido ao estresse durante a lactacao.

Apesar de nao realizar exercicio antes da gestacgéo, o grupo GEST+CT
mostrou aumento na capacidade aerdbica antes do acasalamento em

comparacgao ao primeiro teste (Adptacao vs. Pré-acasalamento: p = 0,043; Fig.
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9), embora essa diferengca ndo tenha persistido apos o desmame (Pré-
acasalamento vs. Pés-desmame: p = 0,52; Fig. 9). Por fim, as ratas do grupo
GEST+PM nao apresentaram mudangas na capacidade aerébica em nenhum

momento (p > 0,05 para todas as comparagdes; Fig. 9).

5.2.2 A prole de machos CT e fémeas PM de maes que param de se
exercitar no inicio da gestacao apresentam déficit de memoéria na fase
adulta da vida; a PM causa déficit de memoéria em machos que sao

prevenidos por exercicio em qualquer intensidade durante a gestagao

Em relacdo a prole de fémeas, todos os grupos, exceto o PRE+PM,
demonstraram consolidagdo da memoaria, explorando por mais de 50% do tempo
total de exploragcdo o objeto novo, indicando capacidade de lembrar o objeto
apresentado 24 horas antes (CT: t(o0) = 4,84; p = 0,0007; PM: t@) = 3,27; p =
0,011; PRE: t¢10) = 9,07; p < 0,0001; PRE+PM: t@4) = 2,02; p = 0,089; RED: t¢) =
3,35; p = 0,012; RED+PM: t(11) = 4,61; p = 0,0007; IGUAL: t7) = 2,89; p = 0,023;
IGUAL+PM: t@g) = 2,46; p = 0,039; GEST: t4) = 3,12; p = 0,02; GEST+PM: t@4) =
4,56; p = 0,0038; Fig. 10A). Esses resultados sugerem que a combinagao de as
maes interromperem o exercicio no inicio da gestagédo, gerando destreino, e
serem separadas de sua prole por algumas horas diariamente (PM) afeta

negativamente a consolidagao da memdéria na prole de fémeas.
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Figura 10 — Resultados da tarefa de reconhecimento de objetos do estudo 2
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Figura 10 — O regime de exercicio fisico das maes durante a gestacdo afeta de forma
diferente a meméria de reconhecimento de objetos (RO) da prole de fémeas e de machos
na idade adulta. A — Porcentagem do tempo gasto explorando o novo objeto durante o teste de
RO em fémeas. B — Porcentagem do tempo gasto explorando o novo objeto durante o teste de
RO em machos. Os pontos representam a porcentagem do tempo total de exploracédo de cada
animal dedicada ao novo objeto. NE = mées ndo-exercitadas. CT = prole controle. PM = Maes
submetidas a privacdo maternal. PRE = maes exercitadas somente antes da gestacéo, ndo
submetidas a PM. RED = mées que reduziram a intensidade do exercicio de antes para durante
a gestacdo. IGUAL = maes que realizaram exercicio antes e durante a gestacdo em igual
intensidade. GEST = mées que se exercitaram somente durante a gestacdo. * p < 0,05, teste t
de Student comparado a uma média tedrica de 50%. Os dados sao apresentados como média +
DP (n = 7-12 por grupo).

Em relagéo a prole de machos, a PM causou déficits de memoria (CT: t(10)
=3,14; p = 0,01; PM: t9) = 1,97; p = 0,079; Fig. 10A). Interromper os exercicios

no inicio da gestagao, combinado ou nao com PM, também levou a déficits de
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reconhecimento de objetos (RO) (PRE: tz) = 2,0; p = 0,085; PRE+PM: t(10) = 1,86;
p = 0,092; Fig. 10A). Por outro lado, todos os outros protocolos de exercicio
foram capazes de manter a memaria de animais controle ndo submetidos a PM,
e de prevenir os déficits de memoria induzidos por PM na prole masculina (RED:
te) = 2,54; p = 0,034; RED+PM: t4) = 5,50; p = 0,001; IGUAL: t@) = 5,23; p =
0,0005; IGUAL+PM: tg) = 3,25; p = 0,01; GEST: tw) = 8,41; p = 0,0002;
GEST+PM: t4) = 3,35; p = 0,001; Fig. 10A).

Além disso, a ANOVA de dois fatores nao revelou diferengas no tempo
total gasto explorando os objetos durante o teste de RO na prole feminina (PM:
F1,799 = 0,002; p = 0,96; EM: F@4,79) = 0,93; p = 0,44; Interagao: Fu,79) = 1,02; p =
0,40; Tabela 4). Contudo, foi encontrado efeito da PM nos machos (F(1,77) = 5,61;
p = 0,02; Exercicio: Fua,77) = 2,43; p = 0,054; Interagao: Fu,77) = 1,19; p = 0,32;
Tabela 4), embora o teste post hoc de Tukey ndo tenha revelado diferencas

significativas entre os grupos.

58



Grupos

Tempo total de exploragao no teste de RO NE PRE RED IGUAL GEST P
Valor
60,73 + 59,55 + 69 =+ 43 + 62,71 +
Controle (s) 22,33 23,12 27,97 21,43 29
Fémeas 0,321
PM (s) 56,11 + 53,57 + 62 * 61,89 + 62,57 +
23,12 16,42 16,05 20,97 29
48,0 + 52,88 + 38,85 + 51,0 £ 72,86 +
Machos Controle (n) 22,59 29,09 13,17 21,10 21,75
44,0 + 44,73 + 41,14 + 38,43+ 47,43 + 0,401
PM (n) 10,65 13,40 7,24 13,17 21,98

Tabela 4 — A privagdo maternal e o regime de exercicio fisico materno durante a gestacdo nao alteram o tempo total de exploragao na tarefa de
reconhecimento de objetos pelos filhos na idade adulta. Dados expressos como média + DP (n = 7-12 por grupo). NE = N&o exercitado. PM = Privacao
maternal. PRE = Filhos de maes que se exercitaram apenas antes da gestacéo e ndo foram submetidas & PM. PRE+PM = Filhos de mées que se exercitaram
apenas antes da gestacédo e foram submetidas a PM. RED = Filhos de maes que se exercitaram antes e reduziram a intensidade do exercicio durante a
gestagdo e nao foram submetidas & PM. RED+PM = Filhos de mées que se exercitaram antes e reduziram a intensidade do exercicio durante a gestagéo e
foram submetidas & PM. IGUAL = Filhos de mées que se exercitaram antes e durante a gestacdo na mesma intensidade e ndo foram submetidas a PM.
IGUAL+PM = Filhos de maes que se exercitaram antes e durante a gestacdo na mesma intensidade e foram submetidas & PM. GEST = Filhos de mées que
se exercitaram apenas durante a gestagao e ndo foram submetidas a PM. GEST+PM = Filhos de maes que se exercitaram apenas durante a gestagéo e foram

submetidas a PM. ANOVA de dois fatores seguida de post-hoc de Tukey.

59



5.2.3 O EM, a PM e sua combinagao nao afetam a peroxidacgao lipidica
ou niveis de catalase em fémeas; ambros grupos de PRE e IGUAL

apresentam maiores niveis de catalase que o grupo CT em machos

Nao observamos efeitos do EM ou da PM no dano a membrana celular
hipocampal (TBARS; F4,48 = 1,015; p = 0,408; Fig. 11A) ou nos niveis de CAT
(F@,46) = 1,409; p = 0,241; Fig. 11B) em fémeas.

Figura 11 — Resultados de marcadores de estresse oxidativo do estudo 2
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FIGURA 11 — O EM e a PM provocam alteragdes no equilibrio oxidativo hipocampal da
prole masculina adulta, mas nao na feminina. A — Dano oxidativo a membrana celular
(TBARS) hipocampal em fémeas. B — Niveis de catalase (CAT) hipocampal na prole feminina. C
— Dano oxidativo @ membrana celular (TBARS) hipocampal em machos. D — Niveis de catalase
(CAT) hipocampal na prole de machos. NE = prole de mées ndo-exercitadas. CT = prole controle.
PM = prole submetida a privac@o maternal. PRE = prole de mées exercitadas somente antes da
gestacdo, nao submetidas a PM. RED = prole de méaes mées que reduziram a intensidade do
exercicio de antes para durante a gestacdo. IGUAL = prole de maes maes que realizaram
exercicio antes e durante a gestacdo em igual intensidade. GEST = prole de mdes mées que se
exercitaram somente durante a gestacdo. *p < 0,05 teste post-hoc de Tukey em comparagéo
com NE+CT. #p < 0,05 teste post-hoc de Tukey em comparagdo com NE+PM. Os dados séo
apresentados como média + DP (n = 4-6 por grupo).
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Por outro lado, observamos um efeito do PM nos resultados de TBARS
em machos (Fq, 42) = 4,856; p = 0,033; Fig. 11C), com uma interagdo entre os
fatores (Fu, 42) = 3,603; p = 0,01; Fig. 11C). O post-hoc de Tukey mostrou que a
prole de machos do grupo RED+PM apresentou aumento no dano a membrana

em comparagao com a do grupo IGUAL+PM (p = 0,0141; Fig. 11C).

Quando analisamos os niveis de CAT nos machos, observamos um efeito
significativo do EM (F4, 42) = 3,703; p = 0,011; Fig. 11D). O post-hoc de Tukey
indicou que os grupos PRE+CT (p = 0,0006), IGUAL+CT (p = 0,016), PRE+PM
(p = 0,0037) e IGUAL+PM (p = 0,037) apresentaram niveis mais altos de CAT
em comparagao com NE+CT (Fig. 11C). Além disso, os ratos do grupo PRE+CT
também apresentaram niveis mais elevados de CAT do que o grupo NE+PM (p
= 0,002; Fig. 11C).

5.2.4 O EM e a PM nao alteram o comportamento exploratério da

prole adulta

Inicialmente analisamos se os possiveis efeitos do EM e da PM no
comportamento exploratério e locomotor da prole de fémeas no CA. ANOVA de
dois fatores ndo mostrou efeito do EM (F4, 81) = 0,32; p = 0,86; Tabela 5) nem da
PM (F@,81)=0,345; p = 0,55; Tabela 5) sobre os cruzamentos ou elevagdes (EM:
Fwa, 80) = 0,66; p = 0,61; PM: F(1, 80 = 0,415; p = 0,52; Tabela 5). Resultados
semelhantes foram observados na prole de machos. Nem o EM nem a PM
tiveram qualquer efeito no comportamento da prole de machos na idade adulta,
conforme numero de cruzamentos (EM: F@4,76)=0,48; p = 0,74; PM: F(1,76) = 2,26;
p = 0,13; Tabela 5) ou elevagdes (EM: Fu,77)=0,67; p = 0,61; PM: F(1,77) = 0,098;
p = 0,75; Tabela 5).
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Grupos

Campo aberto NE PRE RED IGUAL GEST P
Valor
cT 7227+ 6545+ 6438+ 6444+ 67 +
Cruzamentos (s) 18,14 15,08 23,57 23,08 20,13 071
PM 69,7 + 7229+ 7392+ 7056+ 5971+
. 16,23 21,65 232 18,58 21,41
Fémeas
CcT 11,36 + 11,45 + 9,69 + 11,11+ 12,86 +
3,95 6,51 3,33 3.4 5,08
Elevacdes (n) 0,42
PM 10,44 + 942 + 13,25+ 13,89+ 13 +
3.64 4,54 7.04 5.06 6,83
CT 57 45 + 5425+ 7356+ 57,89+ 62,14+
Cruzamentos (s) 15,56 14,21 2243 20,36 17,85 030
PM 67,4+ 6791+ 6273+ 66+ 7329+
17,27 19,02 22.48 227 20,94
Machos
CT 13,00 + 12,13+ 10,78+ 10,70+ 10,71+
4,92 5,71 519 3,91 4,46
Elevacdes (n) PM 0,91
12,10 + 12,10+ 1243+ 1014+ 1014+
5,58 5,78 3,35 3,71 5,24

Tabela 5 — A privagao maternal e o exercicio nao alteram o comportamento exploratério e locomotor da prole de ratos machos e fémeas. Dados
expressos como média = DP (n = 7-12 por grupo). CT = prole de mées controle. PM = Maes submetidas a privagdo maternal. PRE+PM = Maes que se
exercitaram apenas antes da gestagao e foram submetidas a PM. RED+PM = Méaes que reduziram a intensidade do exercicio durante a gestacdo e foram
submetidas a PM. IGUAL+PM = Maes que mantiveram a intensidade do exercicio durante a gestagado e foram submetidas a PM. GEST+PM = Maes que se
exercitaram apenas durante a gestagéo e foram submetidas a PM. ANOVA de dois fatores seguida de post-hoc de Tukey.
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5.2.5 O EM e a PM nao alteram o comportamento tipo-ansioso da

prole na idade adulta

Nao observamos nenhum efeito de qualquer intervengao no tempo gasto
nos bragos abertos (EM: Fga, 81) = 1,15; p = 0,33; PM: F(1,81) = 0,67; p = 0,41;
Tabela 6) ou no numero de entradas nos bragos abertos (EM: F@4,81) = 0,62; p =
0,64; PM: F¢1,81) = 1,38; p = 0,24; Tabela 6) na prole de fémeas, ou de machos
(Tempo: EM: Fu4,76) = 1,1; p = 0,36; PM: F(1,76) = 0,09; p = 0,76; Entradas: EM:
Fa, 76y = 0,77; p = 0,54; PM: F(1,76) = 2,06; p = 0,15; Tabela 6). O teste post-hoc
de Tukey também nao revelou diferengas significativas entre os grupos para

nenhum dos sexos (p > 0,05 para todas as comparacoes).
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Grupos

Labirinto em cruz elevado NE PRE RED IGUAL GEST P
Valor
CT
81,55 + 82,55 + 99,25 + 83,67 + 81,29 +
26,89 39,72 43,17 34,72 19,56
Tempo nos bragos abertos (s) 0.72
PM 75,20 + 96,86 + 95,42 + 95,44 + 90,43 +
. 25,39 27,02 17,46 20,48 15,51
Fémeas
cT 11,36 + 11,45 + 9,69 + 1111+ 12,86+
3,95 6,51 3,33 3,4 5,08
Entradas nos bragos abertos (n) PM 0,58
10,44 + 9,42 + 13,25+ 13,89 + 13+
3,64 4,54 7,04 5,06 6,83
cT 81,55 + 82,55 + 99,25 + 83,67 + 81,29 +
26,89 39,72 43,17 34,72 19,56
Tempo nos bragos abertos (s) 0.91
PM 75,20 + 96,86 + 95,42 + 95,44 + 90,43 +
25,39 27,02 17,46 20,48 15,51
Machos cT
8,9+ 8,27 + 8,12 + 9,11 + 8,14 +
4,36 4,31 5,56 6,03 2,73
Entradas nos bragos abertos (n) BM 0,88
11,20 £ 7,71+ 15,25 + 8,22 + 10 +
5,8 3,45 17,45 3,86 55

Table 6 — Nem a privagdao maternal (PM) nem o exercicio afetaram o tempo gasto ou o numero de entradas nos bragos abertos no EPM em qualquer
momento. Dados expressos como média + DP (n = 7-12 por grupo). NE = prole de maes nao exercitadas. PM = prole de maes submetidas a privagao maternal.
CT = prole controle, ndo submetida a PM. PRE+PM = prole de maes que se exercitaram apenas antes da gestagédo e foram submetidas a PM. RED+PM =
prole de maes que reduziram a intensidade do exercicio durante a gestacdo e foram submetidas a PM. IGUAL+PM = prole de mées que mantiveram a
intensidade do exercicio durante a gestacao e foram submetidas a PM. GEST+PM = prole de mées que se exercitaram apenas durante a gestacao e foram

submetidas 8 PM. ANOVA de dois fatores seguida de post-hoc de Tukey.
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5.3 Estudo 3

No terceiro estudo que compde a presente tese investigamos os efeitos
da moradia complexa, uma intervengao que inclui pratica de exercicio fisico
voluntario, e de exercicio cognitivo associados ao enriquecimento ambiental,
sobre a memaria e comportamento da prole de ambos os sexos submetida a PM,

ja na fase adulta da vida.

5.3.1 Efeitos de combinacées de EA durante a gestacdao, PM, e

infusdo de agonista canabindide sobre a atividade na caixa moradia

ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou que houve efeito do
tempo durante as 23h de teste de atividade na caixa moradia (F15,28, 611,1) =
34,17; p < 0,0001). O post-hoc demonstrou que os filhotes machos PM que
receberam injegcdo de WIN 55 se moveram mais dentro da caixa moradia que o
grupo PM e Veiculo na primeira meia hora pos injegao (Fig. 12A; 10h; p = 0,04).
Ainda, a prole EA+PM também se moveu mais que a prole PM na primeira hora
pos injecao (Fig. 12A; 10h; p = 0,03).
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Figura 12 — Resultados da caixa de atividades do estudo 3
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Figura 12 - A — Sensores cruzados na caixa de atividades durante 23h apés a inje¢ao ou
nao de WIN 55 em machos. A prole PM+WIN se move mais durante o dia, e a prole EA+PM se
move mais durante a noite comparados a prole PM. B - Sensores cruzados na caixa de
atividades durante 23h apés a inje¢dao ou nao de WIN 55 em fémeas. O grupo EA+PM move-
se mais na caixa moradia comparado ao grupo veiculo 1h apés a injegdo de veiculo em ambos
os grupos. Veiculo = animais que receberam injegdo de PBS. PM = animais que foram
submetidos a privagdo maternal. EA = prole de maes que viveram em ambiente enriquecido
durante a gestagado. WIN = animais que receberam injegdo de WIN 55-2,1,2. * p < 0,05. ANOVA
de duas vias de medidas repetidas com post-hoc de Fisher. Dados mostrados como média + DP
(n =7-10 por grupo).
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Ainda, por algumas vezes durante o periodo noturno, o grupo WIN se
moveu mais na caixa moradia em comparacgao a prole PM (Fig. 12A; 20h30, p
=0.001; 22h, p = 0,03) e a prole PM+WIN (00h, p = 0.035; 0h30, p = 0.0004). Por
fim, o grupo EA+PM+WIN se movimentou mais na caixa moradia durante a
primeira hora do ciclo claro (22h apds a inje¢do) comparado ao grupo EA+PM
(Fig. 12A; 8h, p = 0.03; 8h30, p = 0,02) e PM (Fig. 12A; 8h, p = 0,01).

Analisando o comportamento das fémeas na caixa moradia encontramos
efeito do tempo (F(15,05, 707,8) = 36,80). O post-hoc demonstrou que o grupo
EA+PM moveu-se mais na caixa de atividades uma hora apés a injegdo quando
comparado ao grupo veiculo (11h, p = 0,03 e 11h30, p = 0,04; Fig. 12B), sem

maiores diferencas ao longo do restante do tempo de teste.

5.3.2 Nem o EA gestacional, nem a PM, nem a infusao de agonista
canabinoide, nem suas combinagdes, afetam o comportamento

exploratério em animais jovem-adultos

Quando avaliamos o comportamento exploratorio do animais a partir da
distancia percorrida no CA, n&do encontramos efeitos dos tratamentos nos
machos (F2, 41) = 2,046; p = 0,14; Fig. 13A), nem diferengas entre os grupos no
post-hoc (p > 0,05 para todas comparacgdes). Apesar da ANOVA de duas vias ter
mostrado interagédo de fatores (WIN x PM x EA; F, 44) = 3,260; p = 0,04; Fig.
13B) para o tempo que os animais passaram no centro do CA durante o teste, o
teste post-hoc nao encontrou diferencas entre os grupos (p > 0,05 para todas

comparacgdes).
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Figura 13 — Resultados do teste de campo aberto do estudo 3
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Figura 13. A e B — Distancia percorrida e tempo no centro durante o teste de campo aberto
(10min) apés a inje¢do de WIN 55 ou veiculo em machos. Sem efeitos para EA, PM ou
injecdes. C e D - Distancia percorrida e tempo no centro durante o teste de campo aberto
(10min) apés a injecdo de WIN 55 ou veiculo em fémeas. Sem efeitos para EA, PM ou
injecdes. Veiculo = animais que receberdo injecdo de PBS. PM = animais que foram submetidos
a privacdo maternal. EA = prole de maes que viveram em ambiente enriquecido durante a
gestacdo. WIN = animais que receberam injecdo de WIN 55-2,1,2. ANOVA de duas vias com
post-hoc de Tukey. Dados mostrados como média = DP (n = 6-10 por grupo).

Ao avaliarmos as fémeas, ndo encontramos nenhum efeito ou diferencgas
tanto na distancia percorrida durante o teste (F(1, 35 = 0,024; p = 0,87; Fig. 13C)
e no tempo que o0s animais passaram na regido central do aparato (F, 46) =
0,1844; p = 0,83; Fig. 13D).

5.3.3 EA gestacional, PM, infusdao de agonista CBr via i.p, ou suas

combinagoes, nao alteram o estado tipo-ansioso dos animais

Ao avaliar o estado tipo-ansioso dos animais observamos que, para a
prole de animais machos, ndo houve efeito ou interacdo entre os fatores no

tempo que os animais passaram nos bracgos abertos (F, 34) = 0,9522; p = 0,39;
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Fig. 14A), assim como tempo que 0s animais passaram nos bragos fechados
(F@ 32 =0,1372; p = 0,87; Fig. 14B).

Figura 14 — Resultados do labirinto em cruz elevado do estudo 3
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Figura 14. A e B — Tempo nos bracos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado
(10min) apés a inje¢cao de WIN 55 ou veiculo em machos. Sem efeitos para EA, PM ou
injecdes. C e D - Tempo nos bragos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado (10min)
apos ainjegcao de WIN 55 ou veiculo em fémeas. Sem efeitos para EA, PM ou injegbes. Veiculo
= animais que receberdo injecao de PBS. PM = animais que foram submetidos a privagao
maternal. EA = prole de maes que viveram em ambiente enriquecido durante a gestagédo. WIN =
animais que receberam injecdo de WIN 55-2,1,2. ANOVA de duas vias de medidas repetidas
com post-hoc de Tukey. Dados mostrados como média + DP (n = 6-11 por grupo).

Resultado similar foi observado nas fémeas, nas quais ndo encontramos
efeito para os tratamentos nem no tempo nos bracos abertos (F, 49) = 2,098; p
=0,13; Fig. 14C), nem nos bracgos fechados (F, 46) = 0,4031; p = 0,67; Fig. 14D).
Também n&o encontramos diferencas entres os grupos em nenhum dos

parametros avaliados (p > 0.05 para todas comparacgdes).
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5.3.4 A combinacao PM+WIN causa déficit de aprendizagem espacial

em machos; EA gestacional é capaz de prevenir esse efeito

Por ultimo, analisamos se alguma intervencao teve efeito sobre a
aprendizagem e memodria espacial dos animais. Ao analisar o resultado dos
machos encontramos efeito do tempo (F (2,060, 84,48) = 33,17; p < 0,0001). O post-
hoc mostrou que a combinagdo PM+WIN causou déficit de aprendizagem
espacial nos dias 4, 5, 7, 8, 9 (p < 0,05 para todas comparagdes vs. Veiculo; Fig.
15A). Enquanto o EA gestacional foi capaz de prevenir tal efeito (p > 0,05 para
todas comparag¢des EA+PM+WIN vs Veiculo nos dias 4, 5, 7, 8, 9; Fig. 15A).

Figura 15 — Resultados do labirinto aquatico de Morris do estudo 3
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Figura 15. A — Tempo para encontrar a plataforma submersa no labirinto aquatico de
Morris apés a inje¢dao de WIN 55 ou veiculo em machos. A injecdo de WIN em machos PM
causa déficit de aprendizagem. B — Tempo no quadrante alvo durante os testes de meméria
espacial. Os machos PM demonstraram déficit de memaria no primeiro teste, enquanto o grupo
PM+WIN demonstrou déficit de memadria em ambos os testes de memoaria espacial. C — Tempo
para encontrar a plataforma submersa no labirinto aquatico de Morris apés a injegao de
WIN 55 ou veiculo em fémeas. Nem a MC, nem a PM, nem inje¢cées de WIN ou veiculo causam
déficit ou melhora de aprendizagem em fémeas. D - Tempo no quadrante alvo durante os
testes de memaria espacial. A fémeas PM passam menos tempo no quadrante alvo comparado
ao grupo WIN no primeiro teste. Mesmo assim, todos os grupos aprenderam a localizagao da
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plataforma. Veiculo = animais que receberédo injegdo de PBS. PM = animais que foram
submetidos a privagdo maternal. EA = prole de maes que viveram em ambiente enriquecido
durante a gestagado. WIN = animais que receberam inje¢do de WIN 55-2,1,2. * p < 0.05. ANOVA
de duas vias de medidas repetidas com post-hoc de Fisher (A e C) e Tukey (B e D). Dados
mostrados como média + DP (n = 6-10 por grupo).

Ao verificarmos o desempenho no primeiro teste de memadria espacial,
observamos que o grupo Veiculo passou mais de 25% do tempo total de teste
no QA (t7=2,724 p = 0,029; Fig. 15B), demonstrando consolidagdo da memoéria.
Ja os grupos PM (t9)=1,669 p = 0,129; Fig. 15B) e PM+WIN (t7)=1,517 p = 0,173;
Fig. 15B) apresentaram déficit de memoria, denotado por ndo passarem mais de
25% do tempo total de teste no QA. O EA gestacional foi capaz de prevenir o
déficit induzido pela PM, ja que o grupo EA+PM+WIN passou mais de 25% do
tempo total de teste no QA (te)=7,27 p = 0,0003; Fig. 15B).

Quando analisamos os resultados do segundo teste de memdéria espacial,
verificamos que o grupo PM conseguiu consolidar a memoria (t9) = 3,108, p =
0,012; Fig. 15B). Porém, o grupo PM+WIN ainda apresentou déficit de memoaria,
mesmo apods 10 dias de treino (t7)= 1,155, p = 0,28; Fig. 15B).

Ainda, analisamos se algum grupo performou melhor que os outros
durante os testes de memoaria. Verificamos que houve efeito do tempo (F(1, 43) =
6,130; p = 0,017), e o post-hoc mostrou que no segundo teste de memodria
espacial, o grupo EA+PM+WIN performou melhor que os grupos Veiculo (p =
0,04; Fig. 15B) e PM+WIN (p = 0,008; Fig. 15B).

Apods, analisamos o desempenho das fémeas durante as sessbes de
aprendizagem. Verificamos efeito para o tempo (F (4,334, 199,4) = 54,02; p < 0,0001),
e 0 post-hoc mostrou que, no quinto dia, o grupo PM apresentou déficit de
aprendizagem, demorando mais tempo para encontrar a plataforma comparado
ao grupo Veiculo (p = 0,027; Fig. 15C), sendo que também demorou mais que o
grupo EA+PM (p = 0,002; Fig. 15C). Por fim, no mesmo dia, o grupo PM+WIN
demorou mais que o grupo PM (p = 0,006; Fig. 15C), demonstrando um
agravamento do déficit de aprendizagem causado no grupo PM pela infusao de
WIN 55. Ainda, de forma inesperada, no dias 8 e 9, o grupo WIN precisou de
menos tempo para encontrar a plataforma comparado ao grupo veiculo (dia 8, p
=0,04; dia 9, p=0,04; Fig. 15C), demonstrando uma facilitacdo da aprendizagem

espacial induzida pela infusdo de WIN 55 em animais fémeas.

71



Por fim, analisamos os efeitos dos tratamentos e suas interagdes na
memoria espacial das fémeas. Todos os grupos de fémeas consolidaram a
memoria espacial, e demonstraram lembrar da localizagdo da plataforma nos
dois testes, passando mais de 25% do tempo total de teste no QA (p < 0,05 para
todas as comparagdes). Ao compararmos se algum grupo performou melhor que
outro, verificamos que o grupo WIN performou melhor que os grupos Veiculo (p
= 0,04; Fig. 15D) e PM (p = 0,009; Fig. 15D) no primeiro teste de memaria. Nao
houve diferenga entre os grupos no segundo teste (p > 0,05 para todas

comparagdes).
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6. Discussao

De forma geral, nossos resultados mostram que tanto o EM, quando
realizado de forma estratégica durante a gestacao, quanto o EA nesta fase, séo
capazes de proteger a prole privada de cuidado neonatal dos déficits de memoéria
de reconhecimento e espacial causados pela PM. Ainda, demonstramos que
nenhuma das intervengdes com as maes afeta o comportamento exploratorio ou
o0 estado tipo-ansioso da prole. Ainda, o EM, especialmente quando realizado em
igual intensidade do periodo anterior para durante a gestacdo, assim como
quando iniciado durante a gestacdo, se mostra capaz de modular tanto o
comportamento maternal, quanto a relacdo mae-filhote apos o desmame, sendo
benéfico para ambos. Por outro lado, observamos que a modulacdo de
receptores canabindides a partir do agonista de CB1 e CB2 WIN 55-2,1,2 é
capaz de piorar a memoaria da prole PM em machos, ao mesmo tempo que, a

mesma dose, gera melhoras na memoria espacial de fémeas ndo-PM.

Especificamente em relagdo ao estudo 1, nossos resultados mostram que
parar de se exercitar no inicio da gestacdo leva destreino apos o desmame,
causando déficit de memoria durante a Ultima semana de gestacdo nas maes.
Ainda, o desmame causa déficit de memdédria em maes, sendo que parar ou
reduzir a intensidade do exercicio durante a gestacdo nao foi suficiente para

prevenir esse déficit, enquanto iniciar ou manter a intensidade do exercicio foi.

Além disso, os grupos de maes que pararam ou reduziram a intensidade
do exercicio durante a gestacdo aumentam o0 comportamento maternal
direcionado aos filhotes. Por outro lado, todos 0s grupos que se exercitaram
mostraram menos autolimpeza apdés a PM em comparacdo com as maes nao
exercitadas, o que pode ser indicador de um comportamento menos ansioso. Por
fim, o grupo de maes que parou de se exercitar durante a gestacao foi o Unico
gue nao mostrou preferéncia por seus filhotes machos no teste de preferéncia

materna.

Apesar da crenca popular, a gestacdo por si sO nhdo causou déficit de
memoria na semana do parto no nosso estudo. Este resultado esta de acordo
com a literatura, que mostra que, embora mulheres gravidas com certa
frequéncia relatem perda de memoéria no final da gestacao, testes objetivos ndo
mostram diferencas entre mulheres gravidas e ndo gravidas, exceto por um
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pequeno efeito na memaria de trabalho (Brown; Schaffir, 2019; Janes; Casey;
Huntsdale; Angus, 1999). Isso pode se dar devido a ma qualidade do sono ou
até mesmo a crenca em um mito que tem sido perpetuado por muito tempo e

tem impacto debativel na vida cotidiana (Brown; Schaffir, 2019).

Por outro lado, nossos resultados mostram que parar de se exercitar
durante a gestacdo promove déficit de memodria durante a ultima semana
gestacional. Embora ndo tenhamos medido o VO2zmax no final da gestacéo e
tampouco os niveis de BDNF, acreditamos que possa ter havido perda de
adaptacdes fisiologicas promovidas pelo exercicio durante a gestacao, e esta
possa levar a diminuicdo dos niveis de BDNF nas maes (Fernandes; Calegare;
Cavalcante-Silva; D'almeida, 2015; Radak; Toldy; Szabo; Siamilis et al., 2006).
O fato de que o grupo que apenas reduziu a intensidade, mas manteve a pratica
do exercicio fisico durante a gestacdo ndo mostrar tal prejuizo na memoria

reforca esse argumento.

Um achado critico do nosso estudo € que o periodo pds-desmame parece
ser um estressor mais significativo para as maes do que o final da gestacéo, ja
gue todos 0s grupos que nao se exercitaram durante a gestacao, submetidos ou
nao a PM, apresentaram déficit de memoaria nesse periodo. De alguma forma,
0S grupos que se exercitaram em qualquer intensidade durante a gestacdo

evitaram esse efeito no periodo pés-desmame.

Ainda, observamos que parar de se exercitar no inicio da gestacao
aumenta a peroxidacao lipidica das maes ap0s o desmame, o que é
acompanhado do déficit de memoria de reconhecimento. Por outro lado, a PM
por si s6 aumentou os niveis de CAT em relacao ao grupo de maes NE e todos
0s grupos exercitados, mesmo apresentando déficit de memoria. Tais
resultados, combinados com a consolidacdo da memdéria de reconhecimento
somente nas maes que realizaram o exercicio em igual intensidade antes e
durante a gestacdo, assim como as que iniciaram 0 exercicio na gestacao,
demonstra que outros mecanismos podem estar envolvidos na prevaléncia da

consolidagédo da memoria em maes com boa escolha de estratégia de EM.

Um estudo recente mostrou que maes submetidas a PM apresentam
déficits de aprendizado e memaria espacial de uma semana a um més apos o
desmame (Joushi; Sheibani; Esmaeilpour; Francis-Oliveira et al., 2021); o
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mesmo efeito foi observado na memoria testada na tarefa de esquiva inibitéria
(Aguggia; Suarez; Rivarola, 2013; Sung; Shin; Cho; Baik et al., 2010) sendo
acompanhado de diminuicao de proliferagao celular, assim como aumento do
processo de apoptose celular hipocampal. Embora esses estudos tenham
avaliado outros tipos de memoria, levando em consideragao que o exercicio é
conhecido por aumentar a proliferacdo celular nessa estrutura (Van Praag;
Kempermann; Gage, 1999; Yau; Lau; Zhang; Lee et al., 2012), este pode ser um
dos mecanismos pelo qual o exercicio durante a gestacdo mantém a memoria
das mées intacta apés o desmame, 0 que ndo aconteceria N0s grupos que nao

se exercitam.

Uma das novidades dos nossos estudos € que somos 0S primeiros a
investigar esses efeitos na memoéria de RO e na preferéncia materna pela prole.
No estudo 1, realizamos a avaliacdo de preferéncia materna por ultimo para
evitar estresse adicional antes dos testes de CA, RO e LCE, ja que as maes
veriam seus filhotes novamente, o que poderia desencadear uma carga de
estresse excessiva, afetando o comportamento e, portanto, os resultados
obtidos.

O que encontramos mais perto da mesma analise é um estudo anterior
gue avaliou a preferéncia dos filhotes por seus pais ou adultos desconhecidos
de ambos os sexos (Stroobants; Creemers; Bosmans; D'hooge, 2020),
mostrando que fémeas preferem contato com suas méaes, enquanto os machos
nao diferem no tempo de contato com uma fémea adulta desconhecida e com a
mae. Aqui, ao testar a preferéncia das maes, observamos que maes dos grupos
CT, PM e PRE+PM n&o mostraram preferéncia por seus filhotes em relacdo a
ratos machos/fémeas desconhecidos da mesma idade que seus filhotes. Por
outro lado, os grupos gque se exercitaram durante a gestacdo preferiram seus
filhotes machos em relacdo a um macho desconhecido. Pesquisas futuras sé&o
recomendadas para estudar os possiveis mecanismos por tras desses efeitos,
sendo potenciais alvos alteragbes nos niveis de estrogénio, ocitocina e
lactogénios, que podem ser modulados pelo exercicio e sinalizar um vinculo
materno maior entre maes e seus filhotes (Bridges, 2015; Scatliffe; Casavant;
Vittner; Cong, 2019).
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Em relacdo aos resultados do CM, nao nos surpreende que maes
submetidas a PM tenham passado mais tempo com os filhotes no ninho apés o
periodo de PM, ja que isso foi previamente verificado por outros pesquisadores
(Alves; Portugal; Summavielle; Barbosa et al., 2020; Czarnabay; Dalmago;
Martins; Queiroz et al., 2019). No entanto, descobrimos que parar de se exercitar
antes da gestacao nao foi capaz de prevenir completamente essas alteracdes
(persistem em 2 dos 5 primeiros dias de vida), enquanto 0s outros tipos de
exercicio foram capazes de mitigar tal efeito. Ainda assim, diminuir a intensidade
do exercicio parece aumentar o tempo de licking dos filhotes durante os
primeiros dias de vida. Esses resultados sdo importantes pois o aumento do CM
parece ser um mecanismo de defesa das méaes submetidas a PM em relacdo
aos filhotes, promovendo alteragbes no neurodesenvolvimento deles, mas
mesmo assim ndo é capaz de superar os efeitos duradouros da PM na cognicéo
da prole (Czarnabay; Dalmago; Martins; Queiroz et al., 2019), e, conforme
nossos resultados, também néo é capaz de manter ou melhorar a memaria das

maes intacta apdés o desmame.

Talvez o achado mais importante do nosso estudo primeiro estudo em
relacdo ao CM seja que qualquer forma de exercicio antes ou durante a gestacéo
pode diminuir o comportamento semelhante a ansiedade das méaes apos a PM
nos primeiros dias apds o parto. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a
avaliar a autolimpeza das mé&es como uma medida de comportamento
semelhante a ansiedade em um cenario naturalista onde elas cuidam de seus
filhotes (para a revisdo mais recente e completa sobre CM em roedores, veja
(Alves; Portugal; Summavielle; Barbosa et al., 2020). Embora se possa dizer que
a autolimpeza também é um comportamento de sobrevivéncia, ndo podemos
distinguir os dois objetivos deste comportamento em nosso estudo; pode ser
conhecimento empirico que as maes se sentem ansiosas ao cuidar de sua prole,

mas acreditamos que testamos iSso objetivamente aqui.

Os mecanismos por tras do comportamento materno semelhante a
ansiedade durante o periodo em que cuidam de seus filhos sdo numerosos.
Fatores como o aumento de células positivas para c-Fos e a maior atividade
neuronal na amigdala (Aguggia; Suarez; Rivarola, 2013), além dos niveis de

corticosterona (Tractenberg; Levandowski; De Azeredo; Orso et al., 2016),

76



parecem desempenhar um papel essencial nesse tipo de comportamento. Como
o exercicio pode modular ambos fatores, hipotetizamos que estes podem ser
alguns dos mecanismos de acdo quando observamos que mées que se
exercitaram durante a gestacdo ndo apresentaram aumento na autolimpeza

apos a PM.

Em conjunto, os resultados do nosso primeiro estudo sdo importantes,
uma vez que a maioria dos estudos sobre PM negligencia o comportamento das
maes ao avaliar alteragcbes de memoéria e comportamento induzidas pela PM na
prole. Mais importante ainda, estudos utilizando sujeitos do sexo feminino,
especialmente maes, sao raros e ainda necessarios por varias razdes (Loprinzi;
Frith, 2018), como diferencas bioquimicas e fisiolégicas entre 0s sexos em
resposta ao exercicio (Ansdell; Thomas; Hicks; Hunter et al., 2020). Além disso,
estudos com mulheres, especialmente durante um periodo critico da vida, como
gestacao e pos-desmame, sado dificeis de realizar em humanos devido ao tempo
necessario para acompanhar as maes, bem como a dependéncia de autorrelatos

e outros fatores que podem influenciar negativamente os resultados.

Quanto aos filhotes, no nosso segundo estudo mostramos que a PM induz
déficits de memoria na idade adulta em machos, mas ndo em fémeas. No
entanto, todos os protocolos de exercicio, exceto a interrup¢do do exercicio no
inicio da gestacdo, foram capazes de prevenir esse déficit. Embora néo
tenhamos observado diferencas na peroxidacao lipidica no hipocampo da prole,
encontramos niveis aumentados de CAT nos grupos PRE e IGUAL. Isso sugere
gue o EM pode ajudar a combater os efeitos da PM no cérebro da prole, sendo
a manutencgdo da intensidade do exercicio, mesmo que mais baixa, durante toda
a gestacdo mais eficaz do realizar um exercicio mais intenso antes da gestacao

e interrompé-lo abruptamente no inicio desta.

Essa descoberta apoia ainda mais a ideia emergente de que o EM pode
programar o equilibrio oxidativo cerebral da prole até a idade adulta,
provavelmente modulando a maquinaria bioenergética celular e aumentando a
atividade mitocondrial (Klein; Hoppe; Saccomori; Dos Santos et al., 2019) — o
gue pode levar a reducéo nos niveis de H,O, no cérebro, uma vez que a cadeia
respiratoria das mitocondrias € a principal fonte de superodxido intracelular. Neste

estudo, selecionamos TBARS e CAT como medidas do equilibrio oxidativo
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porque o peroxido de hidrogénio (H,O,) é um marcador importante de dano
neuronal e demonstrou ser alterado na prole adulta ap6s MS (Malcon; Wearick-
Silva; Zaparte; Orso et al., 2020; Santos; Borges; Cerejo; Sarmento et al., 2005;
Soares; Gildawie; Honeycutt; Brenhouse, 2020). Além disso, o CAT, em
coordenacado com o SOD e o GPX, atua como uma defesa primaria contra 0s
radicais superdxido e esta presente em todos os tipos de células cerebrais
(Schad; Fahimi; Volkl; Baumgart, 2003). No entanto, outro estudo investigando
os efeitos da natacdo durante a gestacéo sobre os niveis de CAT ndo encontrou
aumento significativo em comparacdo ao grupo controle, e, embora esta medida
tenha sido realizada no cerebelo, merece atencéo (Klein; Hoppe; Saccomori;
Gindri Dos Santos et al., 2020). Em contraste, n0s observamos que os protocolos
de exercicio PRE e IGUAL aumentam os niveis de CAT no hipocampo.
Acreditamos que esse efeito pode ser devido a reducédo do VO,max observada
em ambos os grupos. O aumento nos niveis de CAT pode representar uma
resposta compensatdria destinada a contrabalancar um possivel aumento nos
TBARS, que poderia resultar de um desequilibrio na maquinaria celular causado

pelo destreinamento combinado com a PM.

Essa hipotese também explica por que ndo observamos niveis elevados
de TBARS em nenhum dos grupos, contrariando nossas expectativas apds o
destreinamento. Estudos futuros para comparar corrida e natacdo durante a
gestacdo podem ser interessantes para determinar se estas diferentes
modalidades promovem efeitos diferenciais em varias regides do cérebro, se a
corrida também afeta o cerebelo, e se algum dos exercicios mostra efeitos

superiores na manutencao do equilibrio oxidativo de todo o cérebro.

Recente, realizamos um estudo no qual demonstramos que a PM induz
déficits de memaoria em fémeas imediatamente apds o desmame (Carrazoni; Das
Neves; Dos Santos Soares; Lima et al., 2023). Esse periodo € importante do
ponto de vista translacional, pois marca o ponto em que a prole se torna
independente, e memoaria e comportamento ganham maior relevancia. Por outro
lado, ao contrario do que ocorre com machos e ja é bem descrito na literatura
(Cater; Majdic, 2022; Menezes; Souto Das Neves; Goncalves; Benetti et al.,
2020; Neves; Barbosa; Rosa; Picua et al., 2020; Sosa; Neves; Carrazoni; Gomes

et al., 2019), observamos nos estudos desta tese que os déficits de memoria
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induzidos pela PM ndo persistem na idade adulta em fémeas. Varias explicacdes
possiveis podem justificar isso, uma das quais € que a PM repetida leva ao
aumento da proliferacdo celular no hipocampo das fémeas um més apds o
desmame (Lee; Koe; Ashokan; Mitra, 2020) ao contrario do que ocorre nos
machos ap6s o desmame (Monroy; Hernandez-Torres; Flores, 2010; Ohta;
Suzuki; Warita; Kaji et al., 2017).

No entanto, ndo encontramos estudos que comparassem o equilibrio
oxidativo no hipocampo de machos e fémeas em resposta a PM e ao EM. Assim,
nosso estudo pode ser o primeiro a comparar alguns desses parametros,
oferecendo insights sobre os efeitos da pratica e da intensidade do exercicio
durante a gestacdo no cérebro da prole, diferente de outros protocolos de
exercicio que utilizaram rodas de corrida ou natagdo, estratégias que dificilmente
sdo mensuradas pela distancia, tempo e intensidade controlados do exercicio,
como fizemos aqui (Fernandes; Calegare; Cavalcante-Silva; D'almeida, 2015;

Ruebel; Borengasser; Zhong; Kang et al., 2023).

Talvez nossa principal e nova descoberta sobre a prole € que interromper
0 exercicio durante a gestacdo leva a déficits de memédria em machos, mesmo
na idade adulta. Acreditamos que isso ocorre devido a perda de adaptacdes
fisiologicas nas maes durante a gestacdo (destreino), resultando em uma
diminuicdo de marcadores e proteinas-chave de memdria necessarios para a
consolidacdo de memoaria de longo prazo e resiliéncia ao estresse, como o BDNF
Embora ndo tenhamos mensurado os niveis de BDNF em nosso estudo, ja foi
demonstrado que o BDNF é transferido via placenta, e essa reducdo nos niveis
da proteina poderia pode impactar negativamente o desenvolvimento cerebral
da prole (Fernandes; Calegare; Cavalcante-Silva; D'almeida, 2015; Kodomari;
Wada; Nakamura; Wada, 2009; Radak; Toldy; Szabo; Siamilis et al., 2006). Isso
pode explicar porque o protocolo PRE n&o conseguiu prevenir o déficit de
memoria de reconhecimento induzido pela PM em nosso estudo, enquanto todos
0S outros protocolos de exercicio realizados durante a gestacéo,

independentemente da intensidade, foram eficazes.

Em humanos ja se sabe do efeito negativo do destreino tanto em fatores
musculares, quanto cardiacos e metabdlicos, como a diminuicdo do VO2max €

alteragcdes de enzimas da cadeira respiratéria (Henriksson; Reitman, 1977).
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Recentemente, o aumento do citocromo C oxidase foi relacionado a
neuroprotegcado contra déficits de memodria em ratos adultos (Klein; Hoppe;
Saccomori; Dos Santos et al., 2019) em estudo que avaliou a prole de maes
exercitadas, demonstrando que a neuroprotecdo causada pelo EM ndo é
somente dependente do aumento de VO2max, mas também pode ser advinda da
alteragao do funcionamento mitocondrial na prole provocado pelo EM. Tal fato
explica como mesmo o0s grupos que nao apresentaram VO2max aumentado
(IGUAL e GEST) conseguiram proteger a prole dos efeitos deletérios da PM.

Uma vez que enzimas de funcionamento mitocondrial sdo afetadas de
maneira negativa pelo destreino e essas enzimas estao ligadas a neuroprotegao
(Klein; Hoppe; Saccomori; Dos Santos et al., 2019), podemos hipotetizar que, a
partir da ndao-manutengdo do estado redox com o destreino (Henriksson;
Reitman, 1977; Radak; Toldy; Szabo; Siamilis et al., 2006), houve diminuicdo de
enzimas da cadeia respiratéria. Esta diminuicdo pode ter impedido que
observassemos efeitos protetores do exercicio apds o periodo de diminuicdo da
intensidade do treino durante a gestagdo, uma vez que o DNA mitocondrial
contém todas estruturas da cadeia respiratéria e € herdado de parte materna
(Wallace, 2007).

Outro ponto importante é que, enquanto as maes do grupo IGUAL+PM
também experimentaram destreinamento durante a gestacdo e lactacéo, isso
nao foi suficiente para induzir déficits de memoria na prole. Isso sugere que o
estresse associado a PM pode exacerbar os efeitos do destreinamento, e a
extensdo da perda de capacidade aerObica materna pode influenciar os
resultados de memodria da prole. Especificamente, enquanto as mées do grupo
PRE+PM experimentaram uma reducao de 23,5% na capacidade de corrida (de
47,2 para 36,1), as maes do grupo IGUAL+PM tiveram uma reducdo de 6,7%
(de 37 para 34,5). Isto pode indicar que existe um limiar critico de destreinamento
entre esses dois pontos, aléem do qual o destreinamento materno leva a déficits
de memoria na prole e alteragGes na cadeia respiratéria. Com base na perda de
velocidade maxima de corrida durante os testes de VO2max nos grupos RED+CT
(14%) e RED+EM (25%), isso refor¢a que manter o exercicio durante a gestagao
é fundamental para prevenir alteracbes de memoria induzidas pelo

destreinamento na prole adulta, independentemente da intensidade do exercicio.
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E claro que nosso estudo tem limitagdes, como ndo avaliar 0 VOzmax
indireto durante a lactacédo e alguns dos mecanismos aqui citados. No entanto,
tentamos projetar um estudo que se assemelhe ao maximo a vida real; uma vez
que as méaes podem sentir medo ou inseguranca em praticar exercicios apos
descobrir que estéo gravidas, isso poderia influenciar a pratica e sua intensidade.
Por fim, seria 6timo avaliar marcadores maternos durante o periodo de PM, mas
é dificil avaliar marcadores neuroquimicos sem eutanasiar as maes ou realizar
uma cirurgia, o que deixaria os filhotes desamparados e reduziria 0 nimero de
animais, fatores limitados por questdes éticas. Também seria Util realizar um
teste de LCE durante o periodo de PM para avaliar se a autolimpeza era um
comportamento de ansiedade ou de limpeza, no entanto, ndo realizamos esse
teste para evitar mais separagfes dos filhotes. Dado esses pontos, estamos
confiantes de que nosso desenho experimental tenta se assemelhar ao maximo

com a vida real.

Ainda, apesar de um numero de amostra que pode ser considerado
pequeno de animais testados, consideramos isso uma for¢ga do nosso estudo.
Ao limitar o numero de animais por ninhada, minimizamos os efeitos
relacionados a ninhada. Ainda, embora se possa argumentar que analisar o ciclo
estral em fémeas teria sido Uutil, ja foi demonstrado que a memoria de
reconhecimento em fémeas € estavel ao longo do ciclo estral e ndo difere dos
machos (Markham; Juraska, 2007), assim, evitamos causar o estresse de mais
esta medida nas ratas. Além disso, embora ndo tenhamos analisado o0s
neurotransmissores ou receptores especificos envolvidos nas respostas
observadas, reforcamos que nosso estudo reflete cenarios da vida real, onde
fatores ambientais, como escolhas de exercicio feitas por méaes ativas ou

sedentarias durante a gestacao podem ter efeitos duradouros na prole.

Por fim, no estudo 3, demonstramos que a PM e que a modulacdo de
receptores canabindides CB1 e CB2 pelo agonista WIN 55-2,1,2 causam
prejuizos a memoria espacial da prole de machos, sendo que o EA gestacional
€ capaz de proteger a prole de tais efeitos. Por outro lado, enquanto a PM nao
apresenta efeitos especificos em fémeas, a administracdo via i.p de WIN 55

parece ter efeito benéfico na memdaria espacial da prole de fémeas, denotando
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um efeito dimorfico-sexual da ativacdo de CBrl e 2 na prole adulta de animais
PM.

Cabe mencionar, que estudos passados ja demonstraram que o EA,
quando realizado com a prole, é capaz de mitigar os efeitos da PM sobre a
fleixibilidade cognitiva espacial em machos na fase adulta (Menezes; Souto Das
Neves; Goncalves; Benetti et al., 2020). Estudos que utilzaram o0 mesmo modelo
de enriguecimento ambiental/moradia complexa que o nosso (Fares;
Belmeguenai; Sanchez; Kouchi et al., 2013), mostraram que a vivéncia dentro
da caixa moradia Marlau é capaz de aumentar a massa cortical, assim como
induzir a neurogénese em maior nivel comparado a animais de caixa moradia
padrdo. Dessa forma, podemos hipotetizar que 0 mesmo ocorre quando o EA é
realizado com as maes durante a gestacdo. Levando em consideragéo que a PM
causou diminuicdo do BDNF na prole, e que o EA reverteu tal efeito na prole,
podemos hipotetizar que a partir do EA gestacional, ocorre a transferéncia e
modulacao dos niveis de proteina hipocampal na prole PM, o que também pode
levar a protecdo da mesma quando nos referimos a aprendizagem e memoria

espacial.

O sistema endocanabindide vem sendo estudado ha mais de 30 anos
(Devane; Hanus; Breuer; Pertwee et al.,, 1992; Matsuda; Lolait; Brownstein;
Young et al., 1990), sendo que na ultima década tem sido relacionado ha muitos
processos fisiolégicos, como a aprendizagem e memoria (Drumond; Madeira;
Fonseca, 2017; Kruk-Slomka; Dzik; Budzynska; Biala, 2017), especialmente
focando nos efeitos da modulacdo de receptores CB1, uma vez que estudos
mostram que sua ativacdo leva a diminuicdo da excitacao sinaptica, levando a
hipotese de que a ativacao de tal seria prejudicial a memaria (Drumond; Madeira;
Fonseca, 2017).

Como demonstrado no nosso estudo, com o dimorfismo sexual resultante
da infusdo de mesma dose do agonista de CBrl WIN 55-2,1,2, que piora a
memoria de machos mas melhora a de fémeas PM, e notado na introducéo da
presente tese, a ativacao de receptores canabinoides depende de varios fatores,
como idade, dose, e tempo de ativacdo, sendo capaz de modular tanto a
transmissao gabaérgica quanto glutamatérgica (Mackie, 2005), gerando tantos

efeitos cerebrais benéficos como a protecdo contra a demielinizacao induzida
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(Tomas-Roig; Agbemenyah; Celarain; Quintana et al., 2020) quanto déficits de
memaoria em animais jovens (An; Carrazoni; Souto Das Neves; D'hooge et al.,
2024). Como visto anteriormente em machos, a administracdo de um
antagonista de CBrl antes da realizacdo da tarefa leva a melhora da meméria
espacial (Lichtman, 2000). Corroborando com tal achado, no nosso estudo 3, a
administracdo de um agonista de CBrl levou ao prejuizo da aprendizagem e

memoria espacial em machos e melhora da mesma em fémeas.

Tais efeitos em machos, mais acentuados que em fémeas, talvez sejam
explicados pelo fato que a PM induz reducdo de receptores canabindides em
machos de forma mais agressiva que em fémeas logo apés a PM (Suarez;
Llorente; Romero-Zerbo; Mateos et al., 2009), o que parece persistir até a vida
adulta (Morena; Patel; Bains; Hill, 2016; Suarez; Llorente; Romero-Zerbo;
Mateos et al., 2009), além do fato de que fémeas apresentam menor nivel de
enzimas que sintetizam endocanabinéides do que machos quando atingem a
puberdade (Marco, 2014). Considerando tais fatores, podemos hipotetizar que a
resposta de machos e fémeas a estimulacdo do sistema endocanabindide
depende da dose e da forma de administracdo da mesma, uma vez que
suspostamente  fémeas adultas apresentam menores niveis de
endocanabindides enddégenos que machos. Assim, quando infundidos com
drogas como o WIN 55, levaria machos a danos na memobria, enquanto
encontrariamos a janela ideal para estimulacao de forma benéfica na memdéria

de fémeas pela modulagéo de receptores CB1 e CB2.

Cabe mencionar, ainda, que nossas descobertas sédo particularmente
relevantes no contexto de doencas como Alzheimer, que continuam afetando
milhdes de pessoas a cada ano, e varios estudos sugerem a PM como um fator
potencial que contribui para o0 desenvolvimento de tais doencas
neurodegenerativas (Tanaka; Hirai; Hosokawa; Saito et al., 2021). Dessa forma,
estamos confiantes de que estudos futuros revelardo mecanismos adicionais
subjacentes aos resultados observados aqui, como modificacdes epigenéticas e

a transferéncia transplacentaria de marcadores bioenergéticos-chave.
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7. Consideragoes finais

Levando em consideragao os resultados apresentados nesta tese, foi
possivel concluir que diferentes estratégias de exercicio antes e/ou durante a
gestacgdo, assim como o ambiente enriquecido durante a gestagéo, resultam em
diferentes desfechos na memadria em maes, e filhotes machos e fémeas adultos
expostos a PM, além de modificar o comportamento e preferéncia maternal pela

prole.
Especificamente, nossas principais conclusdes incluem:

e Interromper o exercicio no inicio da gestacdo provoca efeitos de
destreinamento apdés o desmame e nao protege as méaes submetidas a
privagdo maternal contra déficits de memodria na ultima semana
gestacional, além de causar déficit de memoria na prole de machos, e
causar prejuizo a memoaria da prole de fémeas PM,;

e Todas as maes que se exercitaram apresentam, pelo menos por um dia,
comportamento menos ansioso ao retornar para casa apos o periodo de
privacdo maternal comparado ao grupo PM;

e Maes que se exercitam durante a gestacao preferem o contato com
filhotes machos do que com um macho desconhecido; ja maes que nao
se exercitam durante a gestacdo exploram seus filhotes e animais
desconhecidos da mesma idade e sexo de maneira semelhante;

e A privacdo maternal tem efeitos dependentes do sexo na memaria de RO,
causando déficits de memdria em machos, mas ndo em fémeas;

e Manter a pratica de exercicios com intensidade constante ou iniciar
exercicios durante a gestacao pode prevenir os efeitos da PM. Dessa
forma, a extensdo da perda de desempenho aerdbico durante a gestagéo
e a lactacao parece influenciar os déficits de memodria induzidos pela
privagdo maternal nos filhotes, com o exercicio em qualquer intensidade
durante a gestacdo sendo mais benéfico do que a interrupcgao total;

e Interromper o exercicio ou manter a mesma intensidade durante a
gestacdo aumenta os niveis de CAT na prole, possivelmente como um
mecanismo compensatorio para mitigar os efeitos observados nos filhotes

privados de cuidado neonatal,
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e O enriquecimento ambiental durante a gestagcédo é capaz de prevenir 0os
déficits de memoria espacial induzidos pela modulacido de receptores
CB1/2 na prole machos privada de cuidado neonatal,

e A modulagdo do sistema endocanabindide por meio de agonista de
receptores CB1 e CB2 é capaz de melhorar a aprendizagem e memoria

espacial em fémeas controle.

Assim, diferentes intervengcdes com as maes durante a gestagao, como o
exercicio maternal e o enriquecimento ambiental, sdo estratégias seguras,
viaveis, e que devem ser levadas em consideragdo, sendo tais estratégias
benéficas tanto para as mées quanto para a prole, com potencial de mitigar

possiveis efeitos de situagdes de estresse no inicio da vida.

Ainda, concluimos que tanto o exercicio maternal, a privagao de cuidado
neonatal, o enriquecimento ambiental, e a modulagdo do sistema canabindide,
afetam de formas diferentes a prole de machos e fémeas, fato que deve ser
levado em consideragdo, principalmente no desenho de estudos e na
administracao de drogas em ambos 0s sexos, que, segundo nossos resultados,

podem levar a resultados diferentes em opostos.
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9. Anexo | - Certificado de aprovagcdao no comité de ética da
UNIPAMPA

Pro-Reitoria de Pesquisa

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Fone: [55) 2413 4321, E-mail: ceua@unipampa.edu br

CERTIFICADO DE APROVACAD DE PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS EM PESQUISA/ENSING

ADEMDO DE PRAZO

Certificamas que a proposta inbitulada "Efeitos de diferentes intensidades de exercicio
antes efou durante a gestacdo sobre o comportamento,memaria e flexibilidade cognitiva das maes e
da prole submetida 3 privacio maternal®, registrada com o n® 020/2021, sob a responsabilidade
dePamela Billig Mello-Carpes - que envolve a producdo, manutencio ou whlizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanas), para fins de pesquisa cientifica -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®
&899, de 15 de julho de 20097 e com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da
Experimentacio Animal - Concea, e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Pampa (CEUA/UNIPAMPA) a extensio do prazo de vigencia para 01/08/2024.

Finalidade [ JEnsino ( X ) Pesguisa
Especie / Linhagem # Raboe Wiskar
Rata

45 Machos e |260 Machos € |40 Machos e

e
W"dn mimals 160 Fémeas |260 Fémeas |40 Fémeas

Peso / Idade EEDEADDQIEEEDE-_MGQID E{]ﬂn’ﬂalﬂ
a4 meses a 76 dias dias
Sexo Machos e FEmeas
Origem Biotério da UFSM [modificacao)
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ANEXO Il — Certificado de aprovagao no comité de ética da
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