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1. INTRODUGAO

A hipoxia-isquemia (HI) neonatal representa um dos principais determinantes
da mortalidade no periodo neonatal e esta implicada como um fator etiolégico em
diversas condi¢cdes neuroldgicas subsequentes, incluindo o Transtorno do Déficit de
Atencéao e Hiperatividade (TDAH) e a paralisia cerebral (McKenna et al., 2015; Volpi,
2009). O exercicio fisico durante a gestagdo tem o potencial de aprimorar o perfil
imunoldgico dos neonatos, reduzindo a expressao de citocinas pré-inflamatérias no
sistema (Cotman e Berchtold, 2002).

Ademais, a janela terapéutica gestacional € postulada como uma estratégia
promissora para prevenir danos durante os periodos criticos do desenvolvimento
fetal. No entanto, essa abordagem ainda é subexplorada no contexto da pratica de
exercicio fisico, apesar de evidéncias substanciais que demonstram que a atividade
fisica materna pode reduzir fatores de risco como pré-eclampsia, insuficiéncia
placentaria, diabetes gestacional e obesidade, ao promover um ambiente
intrauterino mais saudavel e favoravel ao desenvolvimento fetal (Barakat et al.,
2015).

Além disso, o exercicio durante a gestacdo também melhora o aprendizado
espacial , estimula a proliferagao celular e a neurogénese no hipocampo, e aumenta
0s niveis de proteinas sinapticas, como a sinapsina e sinaptofisina(Parnpiansil et al.,
2003). Nessa perspectiva, € possivel que o exercicio fisico possa desempenhar
uma funcdo importante na neuroprotecdo contra danos que possam impactar o
sistema nervoso central da prole. Diversas taticas neuroprotetoras podem ser
empregadas para diminuir os danos causados pela HI, dentre elas o exercicio fisico
€ uma técnica nao-farmacoldgica que tem sido bastante usada. A natagcdo é uma
das técnicas de exercicio fisico mais importantes, pois tem baixo impacto nas

articulagbes e pode diminuir complicagées durante a gravidez. Portanto, é um
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exercicio adequado para o periodo gestacional e pode trazer beneficios para a mae

e o feto.

2. METODOLOGIA

Em primeiro lugar, é fundamental destacar que todos os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFRGS, n° 35785, e
seguiram a Lei Arouca n°® 11.794/2008 e o Guia para o Cuidado e Uso de Animais
de Laboratério do National Institute of Health (NIH). Para este experimento, foram
utilizados ratos wistar, machos e fémeas, com aproximadamente 75 dias de vida.

Como primeira etapa metodolégica, as fémeas foram acasaladas (2:1) com
os machos apds um periodo de adaptacdo ao protocolo de natacdo. O dia
gestacional (GD) 0 foi considerado quando a gravidez foi confirmada e o protocolo
de treinamento foi iniciado. As fémeas sedentarias (SED) e nadadoras (ND) foram
categorizadas aleatoriamente e o treinamento foi conduzido em um recipiente
utilizado para a tarefa do Morris Water Maze (medindo 110 cm x 50 cm) com agua a
27°C. Uma semana antes do acasalamento, as fémeas foram ambientadas a piscina
de natagao de maneira gradual: 5 minutos no primeiro dia, 10 minutos nos segundos
e terceiro dias e, por ultimo, 20 minutos nos dois dias seguintes. Apds a confirmagao
da gravidez, as ratas ND foram treinadas todos os dias, durante 20 minutos, até o
parto (Sanches et al., 2021).

Apos 7 dias do nascimento dos filhotes das fémeas ND e SED, os mesmos
tiveram uma hipoxia-isquemia induzida: Estes filhotes foram anestesiados com
isoflurano (4% para induzir e 2% para manter), e foi realizada uma incisdao na
superficie ventral do pescoco, tornando exposta a artéria carétida comum direita. Na
sequéncia, ela foi isolada e permanentemente ocluida. Depois disso, os animais HI
foram devolvidos as suas maes para um periodo de recuperagao de 2 horas e, em
seguida, foram submetidos a um ambiente hipdxico com 8% de O2 e 92% de N2
durante 60 minutos com temperatura controlada (Confortim et al., 2019; Deniz et al.,
2018).

Vinte quatro horas apés, os filhotes HI foram eutanasiados por decapitagao e
o hipocampo direito foi separado. Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas (1:10) em tampé&o de fosfato de s6dio 20 mM com 140 mM KClI e

centrifugadas a 4°C por 10 min a 3000 rpm.
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GFAP/actin (% of control)

Para a quantificagdo de GFAP (proteina exclusivamente expressa em
astrocitos no sistema nervoso central), e Sinapsina (proteina associada as vesiculas
sinapticas que regula a liberagao de neurotransmissores), foi realizada a analise por
western blot. Apos a separagdo das proteinas em um gel de eletroforese (10%
SDS-PAGE) com 30 pg de proteina por trilha, elas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose, bloqueadas com 4% de leite e incubadas durante a
noite a 4°C com os seguintes anticorpos primarios: anti-GFAP (1:1000, Santa Cruz)
e anti-sinapsina 1 (1:1000, Sigma-Aldrich). Em seguida, as membranas foram
incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com anticorpos secundarios

conjugados com peroxidase, reveladas e quantificadas no Software ImagedJ.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise post-hoc indicou que o grupo HIND teve um maior conteudo de
GFAP em comparag&o com o grupo HISED. Evidenciando uma maior quantidade de
astrocitos na amostra utilizada. Observa-se, também, que o grupo HIND
demonstrou um aumento no conteudo de Sinapsina em comparagdo com 0 grupo
HISED, apontando, provavelmente, um melhor desempenho no transporte de
neurotransmissores do neurdnio pré-sinaptico para o pos-sinaptico. Além disso,
observou-se que a expressao de Sinapsina e GFAP se mostrou aumentada nas
fémeas da espécie, demonstrando dimorfismo sexual e corroborando a importancia
do nado no periodo gestacional. Portanto, a melhora nesses parametros podem
estar relacionadas com o desenvolvimento cognitivo, como ja encontrado na

literatura existente.
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4. CONCLUSOES

Isto posto, conclui-se que a natacdo materna foi capaz de afetar
positivamente a resposta a Hl nos cérebros das proles, de maneira dependente do
sexo, adicionando informacdes relevantes sobre a neuroprotecdo pelo exercicio
materno e destacando a importancia das proteinas Sinapsina e proteina acida
fibrilar glial (GFAP) como alvo terapéutico para a neuropatologia hipdxia-isquemia

neonatal.
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