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Resumo

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito do exercicio em esteira
sobre a expressédo de BDNF no hipocampo, cerebelo e soro de ratos jovens e
adultos submetidos a estresse agudo por contenc¢do. Utilizaram-se 29 ratos
Wistar machos jovens (27 dias) e 25 ratos machos adultos (180 dias). O
exercicio em esteira consistiu de corrida em esteira, de intensidade moderada,
por 30 minutos diarios, durante 3 semanas. A velocidade da esteira foi
determinada apos a avaliacdo do desempenho fisico de cada um dos animais,
correspondendo a 50-60% do trabalho realizado durante a avaliagdo de modo a
atingir exercicio forcado de intensidade moderada. Os animais controles foram
submetidos a avaliacdo de desempenho, mas ndo ao exercicio em esteira,
permanecendo em suas gaiolas durante as 3 semanas do periodo de exercicio.
Os animais controles e os exercitados foram submetidos a estresse agudo por
contencdo durante 120 minutos e mortos imediatamente ou ap6s 60 minutos.
Os niveis de BDNF no hipocampo, cerebelo e soro foram avaliados por ELISA
(média £ desvio padrédo, pg/mg de proteina total para o tecido e pg/mL para
Soro).

Nossos resultados mostram que em ambos 0s grupos jovens e adultos,
0 exercicio em esteira pelo periodo de 3 semanas nao alterou a expressao de
BDNF no hipocampo e cerebelo. Por sua vez, os grupos jovens e adultos
submetidos ao estresse agudo por contencdo demonstraram reducdo dos
niveis de BDNF no hipocampo, independentemente de exercicio fisico prévio.
Porém, os animais jovens exibiram maior resisténcia ao estresse agudo por
contencdo, pois a reducdo dessa neurotrofina ocorreu apenas sessenta
minutos apods o periodo de estresse. Ja 0s animais adultos exibiram diminuicdo
significativa dos niveis de BDNF imediatamente apds o estresse agudo por
contengcdo. Em relacdo ao cerebelo, ndo se observou diferenga significativa
entre 0S grupos experimentais, ou seja, 0 estresse por contencdo nao alterou
0s niveis de BDNF neste 6rgdo. Em relagdo aos niveis séricos de BDNF, os
animais submetidos a exercicio fisico prévio ao estresse agudo por contencéo
apresentaram valores mais elevados que os animais controles, 60 minutos

apos o periodo de estresse.
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Abstract

This study aims to evaluate the effect of treadmill on the expression of
BDNF in the hippocampus, cerebellum and serum from young and adult rats
submitted to acute restraint stress. Twenty-nine young (27 days) and twenty-
five adult (180 days) male Wistar rats were used in this study. Moderate-
intensity treadmill running was performed daily for 30 min over three weeks.
Their running speed was determined according to their individual running
performance during the evaluation, corresponding to 50-60% of the workload to
achieve moderate-intensity forced exercise. Control animals were submitted to
individual running performance but not to treadmill exercise, staying in their
cages over the period of treadmill running. Control and exercised animals were
submitted to acute restraint stress for 120 minutes and then killed immediately
or 60 minutes after the restraint stress. The levels of BDNF in the hippocampus,
cerebellum and serum were measured by ELISA (mean = SD, pg / mg total
protein for tissue and pg / mL for serum).

Our results show that in both young and adult rats the 3-week period of
treadmill running did not change the expression of BDNF in the hippocampus,
cerebellum and serum. On the other hand, both young and adult rats submitted
to restraint stress exhibited lower BDNF levels in the hippocampus,
independently on previous treadmill running. However, young rats exhibited a
greater resistance to acute restraint stress , since the BDNF levels were
reduced only after 60 minutes. In this way, the adult rats showed significant
reduction in the hippocampus BDNF levels immediately after restraint stress.
Concerning the cerebellum, there was no difference among all the experimental
groups, i.e., the acute restraint stress was not able to change the BDNF levels
in this organ. Concerning the serum levels of BDNF, the rats submitted to
previous treadmill running showed higher values than the control ones 60

minutes after the restraint stress.
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1 INTRODUCAO



1 Introducéo e Justificativa

O estresse é reconhecido em sua cronicidade e identificado como o mal
do século XXI, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2010). Suas
repercussdes estdo diretamente ligadas a qualidade de vida do individuo, da
familia, da sociedade e aceito como um dos principais fatores de risco das
doencas cardiovasculares (Ministério da Saude, 2008). E entendido como um
processo complexo e multidimensional em que atuam estressores fisicos e/ou
psicolégicos, sendo definido como um estado de ameaca a homeostase
corporal e ao bem estar. O estresse esté relacionado ao cotidiano vivenciado
pelo sujeito, tornando-se assim um desafio para a sobrevivéncia do organismo
(McEwen e Lasley, 2003; revisto por Ulrich-Lai e Herman, 2010).

Em seu trabalho pioneiro, Hans Selye descreveu, em 1936, que apés
exposicdo ao frio, trauma cirdrgico, exercicio muscular excessivo ou
intoxicacdes, ratos apresentavam respostas tipicas independentes da natureza
do agente agressor. Aquela época, Selye introduziu o conceito de “uma
sindrome de adaptacgao geral produzida por diversos agentes nocivos”, a qual
englobava reacdes sistémicas envolvidas em estados de alarme, resisténcia e
exaustado (Selye, 1936), tais como aumento da glandula adrenal, atrofia de
orgaos do sistema linfoide e ulceracdes gastricas. Para este autor, a sindrome
abrangia trés fases ou periodos, um inicial de adaptacdo seguido por periodo
prolongado de resisténcia e, por fim, de exaustdo e morte.

Walter Cannon (1940) também reconheceu a existéncia de uma tensao
emocional similar a envolvida com a reacao fisica ao calor, frio e dor descrita
por Selye. Em seguida, Geoffrey Harris (1950) estabeleceu que a secrecdo do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) induzida pela sindrome de adaptacdo
geral dependia de controle do hipotalamo e do sistema porta hipotalamico-
hipofisario.

O eixo hipotadlamo-hipdéfise-adrenal (HHA) é hoje reconhecido como a
chave efetora em resposta ao estresse (Fig. 1). Os horménios glicocorticéides
liberados pela glandula adrenal em resposta a ativacdo do HHA sdo agentes
importantes na adaptacao fisiolégica do organismo para manutencdo da
homeostase e, por isso, atuam na fronteira entre estresse e doenca (revisao

por Lupien et al., 2009).
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Os neurbnios da area parvocelular do ndcleo paraventricular do
hipotadlamo secretam o fator de liberacdo da corticotropina (CRH) de forma
ciclica, com frequéncia de dois a trés episodios de secrecdo por hora. Sua
secrecdo esta aumentada nas primeiras horas da manha em seres humanos e,
em roedores, nas primeiras horas da noite (Stone et al.,, 2001). Durante o
estresse agudo, a secrecdo do CRH aumenta acentuadamente devido a
hiperatividade do eixo HPA, resultando em aumento da secregcdo de ACTH,
regulador chave dos glicocorticéides pelo cértex adrenal (Young et al., 2001).

Frontal cortex

'
'

pocampus
= '

Hip

Anterior pituita

Adrenal cortex

® oo

Glucocorticoids ="

Figura 1: Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (Lupien et al., 2009).

Os corticosterdides do tipo glicocorticéide ligam-se a dois diferentes
receptores intracelulares: o receptor de mineralocorticéide (MR) e o receptor de
glicocorticéide (GR) (revisado por Korte, 2001). Os MR apresentam menor
sensibilidade a glicocorticoides, sendo ativados em resposta a alta
concentracdo desses horménios, como no pico diurno em humanos ou em
resposta ao estresse. Os GRs apresentam-se em alta densidade nas areas
encefalicas relacionadas a regulacdo do medo, ansiedade, aprendizado e

memaoria, como a amigdala, cortex frontal e hipocampo. Nos seres humanos,
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0s principais glicocorticoides encontrados sdo o cortisol e a cortisona, embora
as adrenais liberem também a corticosterona, em menor quantidade. Quando
h& um déficit na liberacdo do cortisol, a cortiscoterona passa a ser o principal
glicocorticéide humano (Choi et al., 2008).

O estresse atua também sobre o sistema nervoso autbnomo (SNA) e
sobre areas noradrenérgicas centrais como locus ceruleous (revisto por Tsigos
e Chrousos, 2002). O sistema nervoso autbnomo, simpatico e parassimpético,
leva a alteracfes rapidas nos estados fisiologicos, devido a inervacao direta do
orgao alvo, por exemplo, elevando rapidamente a frequéncia cardiaca e a
pressao arterial (vasoconstricdo). Assim como a excitacdo rapida, a acdo do
SNA diminui rapidamente devido ao reflexo parassimpético, resultando em
respostas de curta duracdo. Em contrapartida, na ativacao do eixo HHA, o pico
dos niveis plasmaticos de glicocorticoides ocorre apenas dezenas de minutos
apos o inicio do estimulo estressor (Shermann et al., 2009). O locus ceruleous,
localizado no tronco encefélico, atua em situacfes de alarme, particularmente
relacionadas as informacdes sensoriais; secreta noradrenalina e contribui para
as respostas autondémicas e neuroendocrinas ao estresse, incluindo ativacao
do eixo HPA.

A exposicdo aos hormoénios do estresse apresenta impactos distintos
nas estruturas cerebrais envolvidas com a cognicdo e areas limbicas nas
diferentes fases do desenvolvimento, periodo pré-natal, infancia, adolescéncia,
juventude, idade adulta ou na velhice (Bloss et al. 2010; Del Arco et al, 2011).
Durante a infancia, o cérebro humano é particularmente sensivel ao estresse.
Em ratos, had periodo de baixa resposta ao estresse nas duas primeiras
semanas apO0s o0 nascimento, em que o HHA responde pouco a estimulos
ambientais e a secrecao de glicocorticoides é baixa. No entanto, a existéncia
deste periodo refratario € dependente da presenca materna (Levine, 1994).

O estresse agudo, assim como o cronico, sdo capazes de levar a
significativa reducdo da arborizacdo dendritica nas regides do giro do cingulo,
hipocampo, regido da amigdala e cortex pré frontal, além de predispor a
comportamentos ansiosos e depressivos, demonstrando a influéncia direta do
estresse no sistema nervoso central (Lupien et al. 2009).

A utilizagdo de modelos experimentais é fundamental para o

entendimento dos mecanismos subjacentes a resposta ao estresse. A partir de
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estudos experimentais, verificaram-se diversos fatores capazes de influenciar o
padrao e a magnitude da resposta ao estresse, incluindo a duragdo da
exposicdo ao estresse (agudo versus cronico), o tipo de estresse (fisico versus
psicoldgico), o contexto do estresse (por exemplo, o horario do dia), o estagio
de desenvolvimento do animal (recém-nascido, jovem, adulto ou idoso) e o
sexo do animal (macho ou fémea).

Diferentes tipos de estressores podem induzir respostas distintas em
populacdes neuronais especificas. Os estressores fisicos, tais como
hipoglicemia, hemorragia, frio ou calor rapidamente recrutam populacfes
neuronais do tronco cerebral e hipotalamo, levando assim a resposta rapida do
sistema nervoso autbnomo. Os estressores psicolégicos, como isolamento
social, privacdo de sono, privacdo maternal, exposicdo a uma ameaca,
contencdo em espacgo restrito, imobilizacdo, envolvem regides encefalicas
como a amigdala, o coértex prefrontal e o hipocampo. No entanto, essa
segregacao muitas vezes mostra-se artificial, de modo que estressores fisicos
e psicologicos podem induzir respostas em areas ou regides cerebrais
semelhantes (revisto por Joéls et al., 2009).

A duracdo da aplicacdo do estressor também influencia a natureza da
resposta neuronal. Estressores agudos (Unico evento, por tempo limitado, com
duracdo dentre minutos e horas) levam a ativacdo neuronal e liberacao
hormonal, envolvendo principalmente o sistema nervoso autbnomo. Esse
aumento é seguido, ap6s o evento estressor agudo, por um rapido retorno aos
niveis basais, embora a ativacdo temporaria, por exemplo, do hipocampo,
possa levar também a alteragcdes morfologicas. JA o estresse crénico (com
exposicao prolongada, com duracdo dentre uma semana ou mais) provoca de
forma continua e sustentada mudancas progressivas ha expressao de genes
especificos, levando a alteracdes estruturais neuronais, além da ativacado do
eixo HPA (revisto por Pacak e Palkovits, 2001; Veenema et al., 2003).

Pacak et al. (1998) avaliaram a concentracdo plasmatica de
noradrenalina, adrenalina e ACTH em ratos adultos Sprague Dawley, apos
exposicdo aguda a cinco diferentes estressores. Os estressores utilizados
foram: imobilizacdo por duas horas; hemorragia para inducdo de hipotensao;
exposicdo ao frio (3 a 4°C, por trés horas); dor (evocada por administracao

subcuténea de 1% ou 4% de formol) ou hipoglicemia (evocada por
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administracdo intravenosa de insulina). A imobilizacdo demonstrou ser o
estressor capaz de induzir a maior concentracdo plasmatica de ACTH. Em
relacdo a noradrenalina, a exposicdo ao frio demonstrou ser a mais eficiente
para estimular sua producao, seguida por imobilizacao.

Hans Selye (1936) foi o primeiro pesquisador a utilizar o modelo de
estresse por imobilizagdo, mediante o envolvimento firme do rato com uma
toalha. Posteriormente, o modelo se tornou difundido, porém com variacfes
quanto aos procedimentos utilizados para imobilizacdo do animal. Pacak e
Palkovits (2001) utilizaram armacédo de metal para a imobilizacdo das patas de
ratos para manutencéo do animal em posicdo prona. Ja Smith e Cizza (1996) e
Ueyama et al., (1997) utilizaram a fixacdo dos animais por meio de fita adesiva
transpassada em todo o tronco e membros dos ratos, 0s quais permaneceram
presos a uma placa de metal, em posi¢ao prona. Por sua vez, Lee et al. (2008)
imobilizaram ratos adultos, na posicdo supina, em uma placa de madeira,
utilizando cintos de couro para fixar o tronco do animal e fita adesiva para os
membros, que permaneciam em angulo de 45 graus em relacdo ao tronco.

A imobilizacdo € considerada um estressor de carater fisico e
psicolégico, pois, além de envolver regifes encefalicas relacionadas a emocéao,
€ capaz de levar a alteracdo da temperatura corporal, a restricao respiratoria e
a estimulo doloroso (revisto por Pacak e Palkovits, 2001).

A imobilizacéo se diferencia do modelo de contencdo animal, apesar de,
na literatura, muitas vezes os vocabulos serem usados como sindnimos. Wang
et al. (2008) descreveram o uso da imobilizacdo para induzir o estresse em
ratos Sprague—Dawley,adultos, porém ao descreverem o método relataram ter
utilizado tubos plasticos para conter os animais.

A imobilizacéo impossibilita o animal de realizar qualquer movimentacao,
com excecdo de movimentos sutis das vertebras cervicais. Por outro lado, no
modelo de contencdo, os roedores sdo submetidos a uma restricdo de
locomogdo, mas a movimentacdo corporal € possivel. O animal ndo é
fisicamente comprimido e ndo ha sensacdo de dor ou alteragbes respiratérias
(Morais 2010). Acredita-se ser um modelo de estresse de natureza psicologica,

devido a sensacao de confinamento do animal, capaz de afetar parametros
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endacrinos, incluindo o sistema nervoso autbnomo e o eixo HPA (Keim e Sigg,
1976; Glavin et al., 1994).

Os mecanismos regulatérios e modulatérios da neuroplasticidade estédo
diretamente ligados ao estimulo e a secrecédo de fatores neurotroficos. Esses
fatores sdo definidos como polipeptideos capazes de promoverem a regulacéo
dos processos de diferenciacdo, manutencdo e sobrevivéncia das células
neurais, participando ativamente na neuroplasticidade e neurogénese do
sistema nervoso central e periférico (Chiaretti et al., 2004; Alberch et al., 2002).

Os experimentos iniciais que levaram a identificacdo de fatores
neurotroficos partiram dos laboratérios de Viktor Hamburger e Rita Levi-
Montalcini, nos anos 50. Levi-Montalcini descreveu a secre¢éao de um fator pela
célula-alvo de uma determinada populacdo neuronal, sua captacdo pela
terminacdo nervosa pré-sinptica e transporte retrogrado até o corpo neuronal.
Esse agente foi posteriormente denominado Fator de Crescimento Neural
(Nerve Growth Factor - NGF), atuante sobre neurénios simpaticos e sensoriais.
Rita Montalcini recebeu o Prémio Nobel de Medicina (Fisiologia), em 1986, por
seus trabalhos sobre identificacdo e funcéo de fatores neurotroficos (Cohen e
Levi-Montalcini, 1956; revisado por Cohen, 2008).

A partir de Levi-Montalcini e Cohen, o progresso nas pesquisas se
manteve e, juntamente a esse avanco, a descoberta de demais fatores
neurotroéficos. Esses fatores sdo agrupados em familias: neutrofinas (NT) que
compreendem o NGF, o Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (Brain-derived
neurotrophic factor — BDNF), NT-3, NT-4/5, NT-6 e NT-7; familia do Fator
Neurotréfico Derivado da Glia (Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor —
GDNF): GDNF, persefina, neurturina; Fator de Crescimento Fibroblastico
(Fibroblastic Growth Factor — FGF) e o Fator Neurotréfico Ciliar (Ciliary
Neurotrophic Factor — CNTF) (Skaper e Walsh, 1998; Price et al., 2007).

As neurotrofinas atuam nas células-alvo por meio de ligacdo nao
covalente com receptores transmembrana especificos da familia dos
receptores tirosina cinase (Trk). O NGF interage com o receptor TrkA; o BDNF
liga-se ao receptor TrkB ao qual se liga também a NT-4/5. J& a NT-3 interage,
principalmente, com o receptor TrkC. As neurotrofinas se ligam, também, ao
receptor de baixa afinidade ou baixa especificidade p75"™® (p75 neurotrophins

receptor ou p75) (Hallbook et al., 2006).
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O Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) foi identificado por
Barde et al. (1982) a partir de experimentos com homogeneizado de cérebro de
porco, representando o segundo fator neurotrofico a ser purificado, depois do
NGF. Seu papel esta diretamente ligado ao desenvolvimento do sistema
nervoso, como também em processos relacionados a plasticidade cerebral
envolvendo a memodria e o aprendizado, sendo sua principal fonte o
hipocampo. O BDNF apresenta altos niveis de expressdo nas regides do
cortex, hipocampo e cerebelo, sendo o seu receptor TrkB também amplamente
expresso no cortex cerebral, hipocampo, regido do giro denteado, e regido dos
neurdnios ganglionares e de Purkinje cerebelares (Klintsova et al., 2004)

O BDNF é inicialmente sintetizado como um precursor, proBDNF, que
pode ser clivado no interior da célula e originar a forma madura.
Alternativamente, a forma imatura pode ser secretada e, no meio extraceluar,
ser clivado por acdo de metaloproteinases de matriz (MMP), como por
exemplo, a plasmina (Martinowich et al., 2007).

A ligacdo do BDNF com o seu receptor TrkB causa dimerizacdo induzida
pelo ligante, que acaba por recrutar varias proteinas adaptadoras e enzimas
que propagam a sinalizacdo desencadeada pelo BDNF. O receptor TrkB
ativado serve como local de reconhecimento para moléculas efetoras, por
exemplo, Shc e Grb2, que ativam a proteina Ras, que por sua vez, fosforila
Raf-1. A partir desse evento, ha a fosforilagdo das isoformas de MAP cinase,
ERK-1 e ERK-2, que no interior do nucleo, irdo promover a transcricdo de sinal
conduzida por promotores distintos, modulados por mecanismos de
sinalizacao, incluindo calcio, CREB, MEK. Além dessa via de sinalizacdo, outra
pode ser ativada, como a fosfatidilinosiltol-3 cinase (PI-3 cinase), importante
para a diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal. Nesta via ha ativacdo de
proteinas cinases como serina-treonina cinase (Ark). Vale ressaltar que a via
de sinalizagdo PI-3 cinase pode ser também desencadeada por meio da
ativacdo da via Ras-MAP cinase (Figura 2) (Skaper e Walsh, 1998; Rose et al.,
2003; Mattson et al., 2004).
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Figura 2: Vias moleculares do BDNF (modificado de Mattson et al., 2004).

O BDNF tem sua expressao diminuida na regido do hipocampo de ratos
adultos, em resposta ao estresse agudo por contencdo (Alboni et al., 2011).
Muramaki et al. (2005), mostraram que a contencédo de ratos, por duas horas, é
capaz de produzir uma resposta estressora em relacdo aos niveis de
corticosterona, significativamente maior quando comparada a contencao por
seis horas. Ao contrario, os niveis de BDNF diminuem significativamente no
hipocampo apoés seis horas de contencéo.

O estresse agudo de contencédo, durante duas horas, é capaz de alterar
a neurotransmissao sinaptica por meio da fosforilacdo da proteina CREB, via
AMPc, sugerindo que o mesmo pode regular a transcricdo génica do BDNF
(Fuchikami et al., 2009).

Tognoli et al. (2010) também sugerem que a reducdo da expressado do
BDNF, apos exposicdo ao estresse agudo, pode ser devida a alteracdo da
transcricdo do BDNF. Tais achados demonstram um aumento significativo nos
niveis de proBDNF, porém com significativa reducdo da forma madura de
BDNF. Os autores concluiram que a reducdo dos niveis de BDNF, devido
exposicdo ao estresse, estd relacionada com o processamento do proBDNF
para a forma madura de BDNF.

Outro fator capaz de interferir nos niveis de BDNF € o envelhecimento,
podendo ser potencializado com a ac¢do do estresse. A perda de neurdnios

hipocampais € descrita também com o avancar da idade, porém podendo ser
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prevenida em ratos, por meio de adrenalectomia; ou acelerada, por exposicao
prolongada a altas concentracdes de glicocorticoides (Sapolsky et al., 1985).
Na mesma direcdo, Woolley et al. (1990) apdOs tratarem ratos adultos com
injecdes diarias de 10 mg de corticosterona durante 21 dias, observaram uma
significativa reducédo do numero de ramificacbes dendriticas e no comprimento
total de dendritos na regido hipocampal CA3, quando comparados aos
controles sham e nao tratados, demonstrando que o efeito do estresse pode
reforcar a perda neuronal advinda do envelhecimento.

O envelhecimento leva a declinio da funcéo cerebral devido a alteracdes
na expressao do BDNF, como descrito por Smith et al. (1996). Primeiramente,
0s autores examinaram o efeito do envelhecimento sobre o BDNF no
hipocampo de ratos de dois, oito, 18 e 24 meses de idade. Os resultados
mostraram que o0s niveis de BDNF no hipocampo reduziram-se,
significativamente (10-25%), apenas entre as idades de 18 e 24 meses.
Quando submetidos a estresse agudo, por duas horas, observou-se uma
reducao significativamente maior do BDNF no hipocampo dos ratos adultos (3-
4 meses) e velhos (24 meses).

Llorente et al. (2009) demonstraram que apenas um episédio agudo de
estresse é capaz de levar a degeneracdo neuronal no hipocampo e cerebelo de
ratos recém-nascidos submetidos a 24 horas de privacdo materna,
demonstrando assim a sensibilidade de tais estruturas aos efeitos dos elevados
niveis de glicocorticéides.

Ueyama et al. (1997) demonstraram que ratos Wistar jovens (dois
meses), expostos a um unico evento estressor de imobilizacdo (oito horas),
reduzem significativamente os niveis de RNAm para BDNF e a afinidade do
BDNF pelo seu receptor TrkB na regido hipocampal. Por sua vez, Sei et al.
(2000) demonstraram que o estresse agudo por contencdo por seis horas €&
capaz de reduzir os niveis de BDNF no cerebelo de ratos jovens, porém nao
sendo percebido o mesmo resultado no hipocampo.

Assim, é possivel estabelecer uma correlagdo do BDNF com os niveis
séricos de corticosterdides, porém sem ainda um consenso a respeito da
influéncia das idades e modelo de estresse nesta relacéo.

Os fatores neurotroficos exercem agéo protetora cerebral, podendo ser

eficazes na prevencéo ou reversao induzida por danos causados pelo estresse.

22



O efeito do exercicio fisico sobre a preservacédo da funcdo neuronal tem sido
estudado por meio de modelos experimentais e em humanos, envolvendo a
plasticidade neuronal, incluindo aumento da expressdo de fatores
neurotréficos, principalmente o BDNF (Neeper et al., 1996; Ying et al., 2005).

Estudos com humanos sugerem que a pratica de exercicios fisicos na
vida jovem e durante o envelhecimento, principalmente a partir da quinta
década de vida, pode proteger contra o desenvolvimento de déficits cognitivos
e sintomas depressivos, através do aumento da expressdo do BDNF, sendo
também de fundamental auxilio na recuperacao funcional (Vaynman e Gomez-
Pinilla, 2005). Churchill et al. (2002) sugeriram que a pratica de exercicio fisico
regular, como caminhada, corrida, natacdo e ciclismo, fomenta estratégias
terapéuticas utilizadas para impedir o declinio cognitivo associado ao
envelhecimento.

Os modelos experimentais de exercicio fisico diferenciam-se pela préatica
de atividade fisica voluntéria ou pelo exercicio fisico regular. O modelo animal
de atividade fisica voluntaria mais comumente utilizado € a roda de corrida e
para o exercicio fisico forcado, a corrida em esteira elétrica ou a natacao
(Tillerson et al., 2003).

Vaynman e Gomez-Pinilla (2005) demonstraram que a expressdo do
BDNF encontra-se aumentada ap0s a prética de atividade fisica voluntaria, em
diversas regides encefalicas de ratos Wistar adultos, como hipocampo, cortex
cerebral caudal, cortex prefrontal e cerebelo. O aumento nos niveis de BDNF
tem sido foco de grande interesse nos estudos relacionados a plasticidade
neuronal associada a pratica de exercicios fisicos.

O exercicio fisico regular € capaz de ativar cascatas sinalizadoras que
promovem e mantém a plasticidade cerebral (Tong et al.,, 2001; Cotman e
Berchtold, 2002). Molteni et al. (2002) estudaram a neuroprotecao
desencadeada por atividade fisica voluntaria, em roda de corrida para ratos
jovens. Os resultados mostraram um aumento da expressdo de BDNF no
hipocampo, ap6s a pratica de atividade fisica, interferindo também nas
terminacdes pré e poés-sinapticas. A transducédo do sinal do BDNF, mediada
principalmente por seu receptor TrkB (cuja expressdo demonstrou-se também
aumentada pela atividade fisica) resulta no aumento da expressdo de BDNF.

Ademais, a atividade fisica atua sobre proteinas imprescindiveis para a
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transmissao sinaptica, como a sinapsina e sinaptofisina, modulando assim a
liberagc&o de neurotransmissores.

Neste ponto, destacamos dois conceitos comumente utilizados na
literatura. Entende-se por atividade fisica qualquer movimento corporal,
produzido pelos musculos esqueléticos, que resulta em gasto energético maior
do que os niveis de repouso; e exercicio fisico, caracterizado como atividade
fisica planejada, regular, estruturada e repetitiva, que tem como objetivo
aumentar ou manter a aptidao fisica (Caspersen et al., 1985).

Contarteze et al. (2007) compararam o0s biomarcadores de estresse
(ACTH e corticosterona) em ratos Wistar adultos durante o exercicio fisico em
esteira elétrica e natacdo. O grupo de natacdo mostrou concentracées
significativamente mais elevadas de ambos os horménios em relagdo ao grupo
de corrida em esteira. Demonstrando, assim, ser a natacdo uma atividade mais
estressante em relacéo a corrida em esteira elétrica.

Hayes et al. (2008) avaliaram o efeito do exercicio fisico regular em
esteira, atividade fisica voluntaria e do estresse, em ratos adultos, submetidos
a acidente vascular encefélico. Os resultados demonstraram nivel de
corticosterona significativamente superior em ambos 0s grupos, estressado e
exercicio fisico em esteira, quando comparados ao grupo de atividade fisica
voluntaria. Porém, o volume de infarto demonstrou-se significativamente
reduzido apenas no grupo que realizou exercicio fisico forcado em esteira por
cinco semanas. Foi sugerido que o exercicio fisico forcado em esteira, com
controle da velocidade, intensidade e tempo de treinamento (30 minutos por
dia), apesar de apresentar um componente estressante, é capaz de induzir
uma maior neuroprotecdo, quando comparado ao voluntario.

Apesar de os elevados niveis de glicocorticoides serem relacionados a
supressdo do BDNF no hipocampo de ratos, estudos demonstram que o
exercicio fisico em esteira, para animais jovens e adultos, é capaz de aumentar
significativamente ndo apenas os niveis de BDNF, mas também a expresséo
de seu receptor, trkB (Kim et al., 2005; Lou et al., 2008).

Huang et al. (2006) descrevem a atividade fisica voluntaria como um
modelo compulsivo, de dificil controle dos parametros a respeito da duracao,
intensidade e tempo relativo a dltima sessao de corrida feita pelo animal. Além

disso, a incluséo da roda de corrida na gaiola do animal faz com que néo se
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possa descartar os efeitos de ambiente enriquecido (Smith et al.,, 1998).
Ademais, Young et al. (1999) ressaltam que roda de corrida inserida na gaiola
do animal pode ser fator de enriqguecimento ambiental e levar ao aumento da
sobrevivéncia e resisténcia de neurdnios a insultos cerebrais, além de
aumentar a vascularizacéo cerebral e estimular a neurogénese, por aumentar a
expressao do BDNF.

A Tabela 1 resume os principais dados referentes a expressao de fator

neurotréfico no SNC em condicéo de estresse e de exercicio fisico.

Tabela 1 — Expresséo de fator neurotréfico BDNF em ratos submetidos a
estresse e a exercicio fisico.

Autores Idade Estrutura Estresse Estresse Exercicio
Agudo Crbnico Fisico
(Esteira)
Smith et al. 2,8,18,24 Hipocampo BDNF (2 e 24 - -
(1996) meses meses)
Sei et al. Jovem Hipocampo e BDNF (apenas - -
(2000) Cerebelo cerebelo)
Muramaki et Jovem Hipocampo BDNF BDNF -
al. (2005)
Alboni et al. Adulto Hipocampo BDNF - -
(2011)
Toth et al. Jovem e Hipocampo - BDNF -
(2008) Adulto (jovem) e
BDNF
(adulto)
Cechetti et al. Jovem Hipocampo e - - N&o alterou
(2008) Cerebelo
Kim et al. Jovem e Hipocampo - - BDNF
(2005) e Lou et Adulto
al. (2008)

Nossa hipdtese de trabalho é que o exercicio fisico diario, em esteira,
seja capaz de alterar a resposta do sistema nervoso central ao estresse agudo
por contencdo, em ratos. Com este trabalho pretendemos contribuir para o
conhecimento sobre os efeitos do exercicio fisico prévio ao estresse agudo por
contengcdo sobre os niveis de BDNF no sistema nervoso central e soro, em
animais jovens e adultos, com vistas a investigar a relacdo entre idade e a

resposta ao estresse e ao exercicio fisico.
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2 Objetivos

2.1  Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do exercicio fisico
regular em esteira sobre a expresséo de BDNF no hipocampo, cerebelo e soro

de ratos jovens e adultos submetidos ao estresse agudo por contencao.

2.2  Objetivos especificos

Pretende-se avaliar, em animais jovens e adultos, submetidos ou ndo a
exercicio fisico regular em esteira e, em seguida, a estresse agudo por

contencgao:

« Niveis de BDNF no hipocampo;
« Niveis de BDNF no cerebelo;

Niveis séricos de BDNF.
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3 Materiais e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (n= 54) provenientes do Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte. Ao serem retirados do
CEBIO, os animais estavam com a idade de 21 dias e, a partir de entao,
permaneceram no biotério de experimentacdo do Departamento de Morfologia
(ICB-UFMG) até o dia da morte. Os animais foram mantidos em estantes
climatizadas (Alesco) a 21°C, em gaiolas plasticas, recebendo racdo comercial
(Nuvilab) e agua a vontade. Todos os animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas, em que as luzes eram acesas as 07:00 e desligadas

as 19:00 horas. Em cada gaiola mantiveram-se, em média, quatro animais.

3.2 Delineamento Experimental

Todos os animais foram pesados semanalmente (balanga Precision
Pr300) ao longo do periodo experimental. Dois animais apresentaram perda
acentuada de peso, lesdes de pele e/ou alopecia e foram excluidos dos grupos
experimentais. Os procedimentos experimentais executados neste trabalho
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFMG, sob o
protocolo 069/2006. Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos

experimentais (Tabela 1).
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Tabela 2 — Nimero de ratos Wistar jovens e adultos submetidos a exercicio fisico regular e a
estresse agudo por contencao e seus respectivos controles

Exercitado | Controle | Exercitado | Controle
Grupos Controle | Exercitado + + + +
Experimentais Estresse | Estresse | Estresse | Estresse
TO * TO* TGO* TGO*
Jovens 5 4 5 5 5 5
Adultos 5 7 7 6 - -

* (To) (Teo) referem-se ao tempo apds o estresse (em minutos), em que o animal foi morto

A Figura 3 sintetiza o delineamento experimental utilizado neste projeto.

Os animais do grupo controle foram expostos a aclimatacdo em esteira e a

avaliacdo de desempenho fisico, assim como os do grupo exercitado, mas nao

ao exercicio fisico regular.

21 dias 27 dias 32 dias 37 dias

Estresse por contengéo

seguido de morte

58 dias 59 dias

!

211 dias 212 dias

Ambientagéo e Aclimatagéo Avaliacéo do Exercicio Fisico Regular em
permanéncia no em esteira desempenho esteira
biotério
Estresse por contengéo
seguido de morte
21 dias 180 dias 185 dias 190 dias
N |
Ambientacéo e Aclimatacéo Avaliacéo do Exercicio Fisico Regular em
permanéncia no em esteira desempenho esteira
biotério

Figura 3 - Procedimentos experimentais realizados em ratos Wistar jovens e adultos.
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3.3 Aclimatacédo a corrida em esteira

O procedimento de aclimatacéo ocorreu a partir do 27° dia de idade para
0S animais jovens e a partir do 180° dia de idade para os animais adultos. Por
cinco dias consecutivos os ratos foram expostos, durante cinco minutos, ao
aparato da esteira elétrica (Gaustec Magnetismo) desligada para adaptacao ao
ambiente de atividade locomotora. Os animais eram colocados individualmente

em cada uma das cinco baias opacas (Fig. 4).

Figura 4 - Esteira elétrica marca Gaustec Magnetismo. Vista Lateral.

Decorrido esse tempo, a esteira, mantida constantemente com
inclinacdo de 15° era ligada e a velocidade aumentada gradualmente, um
metro a cada seis segundos, até atingir a velocidade de dez metros por minuto.
Os ratos foram, entdo, estimulados a locomoverem-se sobre a pista durante
mais cinco minutos. Cada uma das baias contava com uma grade com
estimulacao elétrica na extremidade posterior utilizada para estimular a corrida
dos animais. A extremidade anterior da esteira era provida de uma peca de
acrilico escuro, para que a corrida ocorresse em ambiente escurecido e
confortavel ao animal. A esteira permaneceu no biotério de Departamento de

Morfologia (ICB-UFMG) durante todo o experimento.
3.3.1 Avaliagédo de desempenho fisico

Apés aclimatagédo, os animais foram submetidos & avaliagdo individual
do desempenho fisico, sob orientacdo do Prof. Dr. Candido Celso Coimbra,

Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo, do Departamento de Fisiologia e
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Biofisica (ICB/UFMG). A avaliacédo foi realizada a partir do 32° dia de idade
para 0s animais jovens e, para 0os animais adultos, a partir do 185° dia de
idade.

Esta avaliacdo consistiu de trés sessdes de corrida em dias alternados.
Os animais foram expostos, em cada uma das sessfes, ao aparato da esteira
elétrica desligada por cinco minutos. A seguir, a esteira era ligada e a
velocidade gradativamente aumentada até alcancar dez metros por minuto. A
partir deste momento, a cada trés minutos, a velocidade era aumentada em um
metro por minuto até a fadiga do animal. Considerou-se como fatigado, o
animal que permanecia imovel sobre a grade de estimulacdo elétrica por dez
segundos consecutivos ou por trés periodos de dois segundos ao longo de um
minuto. Nestas situacdes, o animal era retirado da esteira, sendo registrados o
tempo de corrida e a velocidade alcancada em cada uma das trés sessodes de
avaliacao (Hussain et al., 2001).

Para o célculo do trabalho realizado utilizou-se a formula W =
p.t.v.senl5° onde: W = trabalho em Kg.m; p = peso corporal no dia da sessdo
de avaliacdo, em Kg; t = tempo em minutos; v = velocidade em m/min; sen =
seno de 15° referente a inclinacdo da esteira (Brooks & White, 1978). A Tabela
1 mostra dados obtidos durante a terceira sessao de avaliacdo de desempenho

de um rato controle jovem.

Tabela 3 — Exemplo de avaliacdo de desempenho de rato jovem

Tempos parcial e Velocidade — )
Peso ) ) Trabalho (W) parcial e
total de exercicio da esteira Sen 15°
(Kg) ) ) total (Kg.m)
(min) (m/min)
0,112 3 10 0,2588 0,869568
0,112 3(6) 11 0,2588 0,956525 (1,826093)
0,112 3(9) 12 0,2588 1,043482 (2,869575)
0,112 3(12) 13 0,2588 1,130438 (4,000013)
0,112 3 (15) 14 0,2588 1,217395 (5,217408)
0,112 3(18) 15 0,2588 1,304352 (6,52176)
0,112 3(21) 16 0,2588 1,391309 (7,913069)
0,112 3 (24) 17 0,2588 1,478266 (9,391335)
0,112 3 (27) 18 0,2588 1,565222 (10,956557)
0,112 2 (29) 19 0,2588 1,101453 (12,05801)
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3.3.2 Exercicio Fisico em Esteira

O grupo de animais exercitados foi submetido a corrida em esteira por
30 minutos, com inclinacdo de 15° durante 21 dias consecutivos, com
velocidade correspondente a exercicio de intensidade moderada, calculada
para cada animal. Para este calculo, obteve-se o valor correspondente a média
de trabalho realizado no conjunto das trés sessdes (W_: Wi + Wyt W3). Os
valores do trabalho parcial realizado ao longo da ultima sessédo de desempenho
foram somados até o ponto correspondente a 50-60% do trabalho médio (W).
Este valor corresponde a velocidade de exercicio em esteira de intensidade

moderada (Hussain et al., 2001).
3.4 Estresse Agudo por Contencao

No dia seguinte a ultima sesséo de exercicio fisico regular em esteira,
grupos de animais controles e exercitados, jovens e adultos, foram submetidos
ao estresse agudo por contencéo por 120 minutos. Cada animal foi posicionado
individualmente dentro de contensor confeccionado em Policloreto de Vinilo
(PVC) opaco (Fig. 5). Os contensores mediam 200 mm de comprimento e 70
mm de didmetro para animais adultos e 180 mm de comprimento e 45 mm de
didmetro para animais jovens, em conformidade com especificacdo da empresa
Harvard Apparatus. Todos os tubos possuiam orificios em suas extremidades
com diametro de 25 mm (ratos adultos) e 15 mm (ratos jovens) para

acomodacéo do focinho e da cauda.
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Figura 5 - Contensores utilizados para conten¢éo de ratos Wistar adultos (A) e jovens (B).

3.5 Morte dos animais

ApoOs serem retirados do contensor, os animais foram anestesiados
imediatamente (To) ou apdés 60 minutos (Teo) por administracdo intraperitoneal
de 2,2,2 — tribromoetanol (25 mg/100g de peso corporal).

ApOs abertura da cavidade toracica, seccionou-se a auricula direita para
obtencdo de sangue periférico, coletado em tubos Vacutainer sem aditivos. Os
tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 20 minutos e a seguir a 4°C,
por 30 minutos. Para obtencdo do soro, as amostras foram centrifugadas a
2.000 rotacBes por minuto (rpm), a temperatura de 4°C, por 10 minutos em
centrifuga Jouan refrigerada. O soro foi separado em aliquotas e estocado em
freezer - 80°C.

Imediatamente apds colheita do sangue, procedeu-se a remoc¢do do
encéfalo e obtencdo de amostras frescas do hipocampo e do cerebelo,
correspondentes ao lado esquerdo. Todas as amostras foram pesadas e

estocadas em freezer - 80°C.
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3.6 Dosagem de BDNF por ELISA

Amostras de hipocampo e cerebelo foram homogeneizadas e tratadas
de acordo com Bennett e cols. (1999). As amostras foram imersas em tampao
de lise, contendo inibidores enzimaticos (TRIS-HCI 20 mM — pH 8, NaCl 137
mM, NP40 1%, Glicerol 10%, Aprotinina A 1mM, Pepstatina A 1uM, EDTA 10
mM, E-64 10 uM, Vanadato de sodio 0,5 mM). A quantidade de tampao lise
para cada amostra foi calculada a partir do seu peso fresco, na propor¢céao de
1000ul de tampéo lise para o 100 mg de tecido do hipocampo e 600 ul de
tampdo lise para 100mg de tecido do cerebelo. Apdés homogenizacdo das
amostras (Ultrasonic Processor), as mesmas foram centrifugadas e os
sobrenadantes colhidos, sendo estocados em freezer —80°C até o uso.

Para a quantificacdo de BDNF utilizou-se o método de ELISA (“Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay”), tipo sanduiche, utilizando kit e protocolo da R
& D Systems, humano. Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpo
de captura (2,0 ug/mL), diluido em tampao salina fosfato (PBS) estéril, por uma
noite, a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS contendo
0,05% Tween 20 e incubadas com solucdo de bloqueio de sitios inespecificos
contendo PBS/1% de Albumina Sérica Bovina (BSA), durante uma hora em
temperatura ambiente. Apds lavagem, procedeu-se a adicdo das amostras de
tecidos ou de soro, em duplicata. Em cada placa, fez-se curva padrdo da
proteina quantificada (Fig. 6) e, ainda, pocos sem a adicdo de amostras,
contendo somente tampao diluente, foram também processados, para controle
da técnica. Apés duas horas, as placas foram incubadas, por mais duas horas,
com o anticorpo de deteccao biotinilado (25 ng/mL), dissolvido em PBS/BSA
1% e, a seguir, com estreptavidina conjugada a peroxidase (1:200 em
PBS/BSA 1%), durante 20 minutos, sob protecdo da luz. A revelacdo foi
realizada pela adicdo de substrato para a peroxidase, durante 20 minutos, com
interrupcdo da reagdo pela adicdo de H,SO, 2N. A leitura foi feita com
comprimento de onda de 450 nm (VersaMax Molecular Devices). A quantidade
total de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976). Para isto,
amostras de tecidos homogeneizadas foram diluidas e distribuidas, em

quadruplicatas, em placas de 96 pocos e a elas foi acrescentada solucao de
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Azul Cromassie G-250, por 10 a 15 minutos, em temperatura ambiente,
protegidas da luminosidade. Para cada placa, fez-se curva padrdo com BSA.
Pocos somente com tampé&o diluente foram processados para controle de
leitura inespecifica. A leitura foi realizada com comprimento de onda de 600 nm
(VersaMax Molecular Devices). A concentracdo de BDNF no tecido foi
expressa em pg de BDNF por mg de proteina total e a sérica expressa em pg
de BDNF por ml de soro. Os valores obtidos foram analisados pelo programa
SOFTmax Pro verséo 3.1.1.
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YWalores médios Abs (450 nm)
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0 500 1000 1500 2000 2500

Concentracao (pg BDNF/mI)

Figura 6 - Curva de calibracdo para ELISA (BDNF).

3.7 Anédlise Estatistica

Utilizou-se o programa GraphPad Prism versdo 5.03 (GraphPad
Software Incorporated) para a andlise estatistica. Inicialmente realizou-se o
teste de normalidade Shapiro-Wilk test. Posteriormente, apés a determinacao
dos dados como paramétricos, seguiu-se com aplicagdo do One Way Anova e
para medidas repetidas para trés ou mais grupos, seguido do teste de
homocedasticidade ou homogeneidade da variancia para determinacdo do
coeficiente de variacdo (medida de dispersdo que se presta para a comparacao
de distribuicGes diferentes). Devido ao coeficiente de variacdo entre 20% e
10% preferiu-se a utilizacdo do pos teste Newman-Keuls para comparagado
multipla, com indice de significancia 5%, sendo tais dados apresentados como

meédia + DP. Para a comparacdo de dois grupos, como amostras
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independentes, para os valores de desempenho fisico dos animais jovens e
adultos, optou-se pelo teste t de Student, seguido do pés teste Mann-Whitney,
com indice de significancia em 5%, sendo tais dados apresentados em média +
DP.
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4 RESULTADOS



4 Resultados

4.1 Peso Corporal

Os animais jovens de todos 0S grupos experimentais apresentaram
aumento do peso corporal médio no periodo de 21 a 50 dias de idade. Aos 59
dias de idade apenas o grupo exercitado ndao apresentou aumento do peso
corporal médio, em relacdo a idade anterior (Fig. 7).
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Figura 7: Peso corporal médio de ratos jovens controle (n=15) e exercitados (n=14). Os dados
representam média £ DP. Letras diferentes: p<0,05 entre idades diferentes de um mesmo
grupo experimental.

Em relacdo aos animais adultos, o peso corporal médio manteve-se
semelhante no periodo de 185 a 212 dias de idade, em todos 0s grupos
experimentais (Fig. 8).
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Figura 8: Peso corporal médio de ratos adultos controles (n=11) e exercitados (n=14). Os
dados representam média + DP.
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O Anexo 1 mostra os valores de peso corporal médio para os diferentes

grupos experimentais de ratos jovens e adultos.

4.2 Desempenho em esteira

Durante a avaliacdo de desempenho fisico do grupo jovem, os ratos
permaneceram em movimento sobre a esteira durante, em média, 00:21:26 +
00:09:16. Por sua vez, os animais adultos permaneceram em movimento na
esteira, em média, por 00:15:18 + 00:06:09.

O grupo de animais jovens desempenhou trabalho médio (9,05 + 4,19
Kg.m) menor que o de animais adultos (21,51 + 13,57 Kg.m), conforme
mostrado na Fig. 9. Com o intuito de excluir o efeito multiplicativo do peso
corporal na formula de trabalho médio realizado representamos, também, na
Fig. 10, a velocidade de desempenho correspondente ao trabalho médio
realizado. Neste caso, 0 grupo de animais jovens apresentou maior
desempenho de corrida (16,69 + 2,75 m/min) que o de animais adultos (14,2 +
2,71 m/min)

40-
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104 1

Trabalho Médio (Kg.m)

Jovlens Adultos

Figura 9: Trabalho médio (Kg.m) realizado por ratos jovens (n=29) e adultos (n=25). Os dados
representam média + DP. * p<0,05. Teste t Student.
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Figura 10: Velocidade correspondente ao trabalho médio realizado por ratos jovens (n=29) e
adultos (n=25). Os dados representam média + DP. * p<0,05. Teste t Student.

4.3 Niveis de BDNF no hipocampo de animais jovens

O grupo controle de animais jovens mostrou niveis hipocampais de
BDNF (7039 £1552 pg/mg proteina total) semelhantes aos dos animais
exercitados por trés semanas em esteira (8574 + 1281 pg/mg), como mostrado
na Fig. 10.

Imediatamente apos o periodo de duas horas de estresse por contencao
(To) os niveis de BDNF no hipocampo de animais jovens exercitados mostrou-
se semelhante ao de animais controles. Entretanto, 60 minutos apos o periodo
de duas horas de estresse por contencgéo (Teo), 0S niveis de BDNF reduziram-
se significativamente, tanto no grupo de animais exercitados (3946 + 973,3)

guanto no de controles (4256 + 467,2). Dados mostrados na Fig. 11.
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Figura 11: Niveis de BDNF (pg/ mg de proteina total) no hipocampo de ratos jovens controles
(C) (n=5), controles e submetidos a estresse (CS), sacrificados imediatamente apés periodo de
estresse (CS 07) (n=5), sacrificados 60 minutos apés o periodo de estresse (CS 607) (n=5),
exercitados (E) (n=4), exercitados e submetidos a estresse por contencdo (ES), sacrificados
imediatamente apés periodo de estresse (ES 07) (n=5), sacrificados 60 minutos apés o periodo
de estresse (ES 607) (n=5). Os dados s&o apresentados como média = DP. One-Way Anova,
seguido por Newman-Keuls Multiple Comparison Test.*p<0,05.

4.4  Niveis de BDNF no hipocampo de animais adultos

Os animais adultos controles (7406 + 1231) e exercitados por 3
semanas em esteira (7252 + 1011) apresentaram niveis semelhantes de BDNF
no hipocampo. Os animais adultos, controles ou exercitados, mortos
imediatamente ap6s o periodo de duas horas de estresse por contencéo,
apresentaram reducao significativa dos niveis de BDNF no hipocampo,
respectivamente, 4269 + 1403 e 4016 * 865,6, ndo havendo diferenca

significativa entre os dois grupos (Fig. 12).
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Figura 12: Niveis de BDNF (pg/ mg de proteina total) no hipocampo de ratos adultos controles
(C) (n=5), controles e submetidos a estresse (CS), sacrificados imediatamente apds periodo de
estresse (CS 07) (n=6), exercitados (E) (n=7), exercitados e submetidos a estresse por
contencédo (ES), sacrificados imediatamente apds periodo de estresse (ES 07) (n=7). Os dados
séo apresentados como média + DP. One-Way Anova, seguidos por Newman-Keuls Multiple
Comparison Test. * p<0,05.

4.5 Niveis de BDNF no cerebelo de animais jovens

O grupo de animais jovens controles mostrou niveis cerebelares de
BDNF (7358 = 1767) semelhantes aos dos animais exercitados (7059 + 520,6)
em esteira por trés semanas. O estresse de contencédo pelo periodo de duas
horas néo alterou os niveis de BDNF no cerebelo dos animais jovens controles
(6840 + 1532) e exercitados (6226 + 1641), mortos imediatamente apds o
estresse (Tp). Entretanto, 60 minutos apds o estresse de contencdo, os niveis
de BDNF reduziram-se significativamente tanto no cerebelo de animais
controles (2194 + 194,1) quanto no de exercitado (2581 + 719,7). Estes dados

estdo representados na Fig. 13.
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Figura 13: Niveis de BDNF (pg/ mg de proteina total) no cerebelo de ratos jovens controles (C)
(n=5), controles e submetidos a estresse (CS), sacrificados imediatamente apds periodo de
estresse (CS 07) (n=5), sacrificados 60 minutos apés o periodo de estresse (CS 607) (n=5),
exercitados (E) (n=4), exercitados e submetidos a estresse por contencdo (ES), sacrificados
imediatamente apés periodo de estresse (ES 07) (n=5), sacrificados 60 minutos apés o periodo
de estresse (ES 607) (n=5). Os dados s&o apresentados como média + DP. One-Way Anova,
seguidos por Newman-Keuls Multiple Comparison Test.* p<0,05.

4.6 Niveis de BDNF no cerebelo de animais adultos

Os niveis de BDNF no cerebelo de ratos adultos ndo diferiram
significativamente entre os controles (2534 + 1115), exercitados (2886 + 1146).
De modo interessante, 0os animais adultos mortos imediatamente apds o
estresse agudo por contencéo, sejam controles (1959 + 641,3) ou exercitados
(2627 + 766,6), apresentaram niveis de BDNF no cerebelo semelhantes ao de

animais ndo submetidos ao estresse (Fig. 14).
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Figura 14: Niveis de BDNF (pg/ mg de proteina total) no cerebelo de ratos adultos controles
(C) (n=5), controles e submetidos a estresse (CS), sacrificados imediatamente apés periodo de
estresse (CS 0°) (n=6), exercitados (E) (n=7), exercitados e submetidos a estresse por
contencédo (ES), sacrificados imediatamente apds periodo de estresse (ES 07) (n=7). Os dados
séo apresentados como média + DP. One-Way Anova, seguido de Newman-Keuls Multiple
Comparison Test.

Nossos dados indicam que os niveis de BDNF no cerebelo de animais
adultos sédo menores que o de animais jovens, tanto no grupo controle quanto

no exercitado por trés semanas (Fig. 15).
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Figura 15: Niveis de BDNF (pg/ mg de proteina total) no cerebelo de ratos jovens controles (C,
n=5) e exercitados (E, n=5) e de ratos adultos controles (C, n=5) e exercitados (E, n=7) em
esteira. Os dados sé@o apresentados como média + DP. One-Way Anova, seguido de Newman-
Keuls Multiple Comparison Test. *p<0,05.
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4.7 Niveis séricos de BDNF em animais jovens

Os niveis séricos de BDNF mostraram-se semelhantes nos animais
jovens controles (1213 * 142,2) e exercitados por 3 semanas em esteira (906 *
222,7). Imediatamente ap6s o periodo de duas horas de estresse por
contencdo (Ty), 0s niveis séricos de BDNF mostraram-se semelhantes nos
animais controles (1261 + 191,8) e exercitados em esteira (1248 = 249). Estes
valores sdo semelhantes aos de animais ndo submetidos ao estresse por
contencéo, tanto controles quanto exercitados (Fig. 16).

De modo interessante, 60 minutos apds o estresse por contengao (Tego),
os niveis séricos de BDNF mostraram-se significativamente reduzidos nos
animais controles ndo submetidos a exercicio fisico (834,8 + 140,6), quando
comparados com 0s animais exercitados em esteira e estressados (1424 +
146,2). Ressaltamos que os niveis séricos de BDNF nos animais jovens
exercitados e estressados (Tgo) mostraram-se maiores que o de animais jovens
exercitados ndo submetidos a estresse por contencdo. Por outro lado, os
animais controles e submetidos a estresse por contencdo (Tgy) mMostraram
niveis de BDNF menores que os de animais controles estressados Ty e

controles (Fig. 15).
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Figura 16: Niveis de BDNF (pg/ ml de soro) de ratos jovens controles (C) (n=5), controles e
submetidos a estresse (CS), sacrificados imediatamente ap6s periodo de estresse (CS 07)
(n=5), sacrificados 60 minutos apdés o periodo de estresse (CS 607) (n=5), exercitados (E)
(n=4), exercitados e submetidos a estresse por conten¢do (ES), sacrificados imediatamente
apos periodo de estresse (ES 07) (n=5), sacrificados 60 minutos ap0s o periodo de estresse
(ES 60") (n=5). Os dados sdo apresentados como média + DP. One-Way Anova, seguido de
Newman-Keuls Multiple Comparison Test. *p<0,05.
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4.8 Niveis séricos de BDNF em animais adultos

O grupo de animais adultos exercitados em esteira por trés semanas
apresentou niveis séricos de BDNF maiores (1509 + 121,0) que 0s animais
adultos controles néao exercitados (769,9 + 146,6).

Imediatamente apos o estresse por contencdo (Tg), 0S niveis séricos de
BDNF reduziram-se nos animais submetidos a exercicio em esteira (843,4 *
228,7), tornando-se semelhantes aos dos grupos controle estressado (989,9 +

276,7) e controle (769,9 + 146,6). Estes dados estéo representados na Fig. 17.
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Figura 17: Niveis de BDNF (pg/ ml de soro) de ratos adultos controles (C) (n=5), controles e
submetidos a estresse (CS), sacrificados imediatamente ap6s periodo de estresse (CS 07)
(n=6), exercitados (E) (n=7), exercitados e submetidos a estresse por contencdo (ES),
sacrificados imediatamente apds periodo de estresse (ES 07) (n=7). Os dados séao
apresentados como média + DP. One-Way Anova, seguido de Newman-Keuls Multiple

Comparison Test. *p<0,05. B
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5 DISCUSSAO



5 Discussao

Inicialmente abordaremos os aspectos relacionados ao modelo animal
de exercicio fisico regular em esteira e, a seguir, os efeitos do exercicio fisico
regular de intensidade moderada sobre a producdo do BDNF em resposta ao
estresse agudo de conteng&o em animais jovens e adultos.

O peso corporal dos animais jovens e adultos foi aferido durante todo o
periodo experimental. Os dados mostram que tanto o grupo controle quanto o
exercitado de animais jovens apresentaram ganho progressivo do peso
corporal. Porém, o grupo jovem exercitado por trés semanas ndo mostrou
ganho de peso corporal na ultima semana de prética de exercicio fisico. J& os
animais adultos, controle e exercitado, ndo apresentaram diferenca no peso ao
longo de todo o periodo experimental.

Tomanari et al. (2003) descreveram a curva de aquisicdo de peso de
ratos Wistar, com acesso livre a 4gua e ao alimento, do nascimento até os sete
meses de idade. Esse estudo mostrou ganho progressivo do peso corporal
somente até o segundo més de idade, sendo que no decorrer dos meses
seguintes, esse ganho desacelerou-se, gradativamente, tendendo a relativa
estabilidade e atingindo um plat6é aos seis meses de idade.

O ganho menos expressivo de peso corporal para animais submetidos
a exercicio fisico é descrito por Moraska et al. (2000) e De Bono et al. (2006).
Segundo estes autores o exercicio fisico reduz o ganho de peso, pois altera
favoravelmente a composi¢ao corporal, reduzindo o percentual da gordura
corporal e mantendo, ou até mesmo induzindo, pequeno aumento no peso
muscular relativo. O tecido muscular € metabolicamente mais ativo que o tecido
adiposo, contribuindo para elevacdo do nivel basal do metabolismo em
repouso.

O protocolo utilizado em nosso laboratério para a avaliacdo do
desempenho fisico possibilitou que todos os animais fossem submetidos a
exercicio fisico regular de intensidade semelhante, de acordo com seu
desempenho fisico. Nossos resultados indicam que a idade do animal é fator
importante para o desempenho fisico. Os animais jovens apresentaram
velocidade média maior que os animais adultos durante a avaliagdo de

desempenho.
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Yano e Nagao (1995) indicam que a capacidade aerobica e a velocidade
de corrida apresentam declinio diretamente proporcional a idade dos animais.
Assim, a avaliacdo prévia ao exercicio fisico regular torna-se essencial para
minimizar as diferencas existentes no desempenho dos animais, permitindo o
controle da intensidade do exercicio fisico em todos 0s grupos experimentais.

Os resultados referentes aos niveis teciduais de BDNF mostram que em
ambos 0s grupos jovens e adultos, o exercicio em esteira pelo periodo de trés
semanas nao alterou a expressao dessa neurotrofina. A cinética de expressao
de BDNF ap0s o exercicio fisico regular em esteira ndo se encontra claramente
explorada na literatura, assim como 0s mecanismos indutores de sua
expressao.

Chen e Russo-Neustadt  (2005) sugerem que a  elevacao
de catecolaminas circulantes durante a pratica do exercicio possa ser a
responsavel pela ativacdo da expressdo do gene para BDNF. A
noradrenalina poderia ativar, via receptor acoplado a proteina G, vias de
sinalizacdo relacionadas a proteina cinase/ cAMP e CREB. Ivy et al. (2003)
mostraram que o bloqueio da noradrenalina inibe a expressdao do mRNA BDNF
apos a prética de exercicio.

Huang et al. (2006) utilizaram protocolo experimental semelhante ao de
nosso estudo no que se refere a periodo prévio de aclimatacdo e avaliacao de
desempenho por consumo de O, Nesse estudo, 0s ratos correram a
velocidade correspondente a 70% da capacidade méaxima ou consumo maximo
de O,. Ap6s quatro semanas de exercicio em esteira, os niveis de BDNF no
hipocampo elevaram—se significativamente em relacdo aos controles
sedentarios. Nesse caso, no entanto, o grupo controle sedentario néo foi
submetido ao periodo de aclimatacdo e nem a avaliacdo de desempenho.

A semelhanca dos resultados obtidos em nosso trabalho, o estudo de
Cechetti et al. (2007) mostrou que o exercicio regular em esteira (2 semanas/
20 minutos diarios) ndo foi capaz de alterar os niveis de BDNF no hipocampo,
cortex, nucleo estriado e cerebelo. O protocolo de exercicio utilizado pelos
autores incluiu periodo de aclimatacéo e avaliacdo prévia. O grupo exercitado
foi comparado a um grupo denominado sedentario, por serem animais nao

submetidos ao periodo de avaliagéo e aclimatacéo.
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Por outro lado, Berchtold et al. (2005) mostraram que indugcéo do BDNF
no hipocampo pela atividade fisica em roda de corrida é robusta e de longa
duracdo. Estes autores mostraram também que a experiéncia de exercicio
fisico aumenta a prontiddo para uma resposta futura de inducdo de secrecao
de BDNF. Em seu estudo, os autores descrevem o retorno aos niveis basais de
BDNF apo6s 14 dias de inatividade.

Soya et al. (2007) avaliaram a expressdo de BDNF para diferentes
intensidades de exercicio em esteira (15 m/min e 25 m/min), sendo que a
esteira encontrava-se sem inclinacéo, diferentemente do nosso estudo, onde a
mesma apresenta inclinagcdo de 15 graus. Os autores utilizaram ratos Wistar
com 77 dias de idade, sendo exercitados apos periodo prévio de aclimatacdo
(4-5 dias). Os resultados mostraram haver aumento na expressdao do RNAmM e
da proteina BDNF apenas para o exercicio em esteira na intensidade de
15m/min. Ja para a intensidade de 25 m/min observou aumento da expressao
do RNAm, porém com reducéo da expressao da proteina BDNF.

Os nossos achados mostram que 0 estresse agudo por contencao
diminui os niveis hipocampais de BDNF, independentemente da realizacdo de
exercicio fisico prévio em esteira. Porém, os animais jovens exibiram maior
resisténcia ao estresse agudo por contencdo, pois a reducdo dessa
neurotrofina ocorreu apenas sessenta minutos apos o periodo de estresse. Ja
0s animais adultos exibiram diminuicdo significativa dos niveis de BDNF
imediatamente apds o estresse agudo por contencdo. Poucos estudos tém
analisado a resposta de animais jovens e adultos ao estresse agudo, em
especial quando associado ao exercicio prévio em esteira.

O hipocampo apresenta alta densidade de receptores glicocorticéides,
tornando-se particularmente sensivel aos efeitos do estresse (Basak et al.,
2009). O numero de receptores corticosteroides aumenta substancialme 47
com a idade, podendo-se explicar assim uma maior vulnerabilidade aos efeitos
diretos dos corticosterdides com o avancar da idade, na regido hipocampal. O
papel dos corticosterdides na regulacdo da neurogénese hipocampal adulta é
complexa, porém sabidamente controlada via expressdo do seu receptor
(Garcia et al., 2004). Toth et al. (2008) utilizaram um modelo intermitente de
estresse crénico, com duragdo de quatro semanas, para avaliar o efeito do

estresse em diferentes idades. Os resultados demonstraram que o estresse foi
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capaz de diminuir a neurogénese hipocampal e niveis de BDNF para os
animais adultos, porém aumentou tanto a neurogénese quanto os niveis de
BDNF nos animais jovens. Isso demonstra uma possivel resisténcia relativa
dos ratos jovens ao estresse, independentemente dos niveis de corticosterona,
contrariando os achados de Garcia et al. (2004).

Ao contrario, Li et al. (2009) demonstraram que apds a exposicdo ao
estresse, a partir de uma avaliagdo comportamental, os ratos adultos
demonstraram menor sensibilidade ao estresse quando comparados aos ratos
jovens. Em relacdo a expressdo do BDNF, monstrou-se significativamente
menor nas regiées hipocampais de ambos os grupos etarios. Como se pode
observar, ainda ndo existe um consenso quanto a resposta na expressado do
BDNF, em diferentes idades, para situacdes experimentais diversas.

Os nossos resultados referentes ao cerebelo mostram diminuicdo dos
niveis de BDNF em animais jovens submetidos ao estresse agudo de
contencdo, independentemente do exercicio fisico prévio. A reducdo dos niveis
cerebelares de BDNF ocorreu apenas sessenta minutos apds o periodo de
estresse agudo. Ja para os animais adultos ndo se observou diferenca
significativa entre 0s grupos experimentais, ou seja, 0 estresse por contencéo
nao reduziu os niveis de BDNF neste 6rgao.

Em relacdo a expressdao do BDNF no cerebelo, os grupos controle e
exercitado de animais adultos apresentaram expressao significativamente
menor, qguando comparados aos grupos jovens controle e exercitado. Das et 48
(2001) examinaram os niveis de RNAm BDNF no hipocampo, neocértex e
cerebelo de ratos no periodo poés-natal 1, 7, 14, 21 e 92 dias de idade. Os
achados descreveram que a expressdo de BDNFembora aumente
progressivamente com a maturacdo do animal, principalmente no hipocampo
e cerebelo, demonstram diminuicdo de sua expressao com o avancar da idade.

O BDNF apresenta altos niveis de expressdo nas regides do
cortex, hipocampo e cerebelo, sendo o seu receptor TrkB também amplamente
expresso no cortex cerebral, hipocampo, regido do giro denteado, regido dos
neurdnios ganglionares e de Purkinje cerebelares (Klintsova et al., 2004).

Alguns autores descrevem que o BDNF encontrado no cerebelo pode
ser produzido por neurdnios locais ou transportados retrogradamente através

de axbnios das células de Purkinje ou, ainda, via anterégrada através das
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fibras trepadeiras e paralelas (Neveu e Arenas, 1996; Schwartz et al., 1997). A
primeira possibilidade parece ser a mais provavel, com base na conhecida
localizacdo do BDNF e seu receptor TrkB no cerebelo (Friedman et al., 1998).

Além de seu papel bem reconhecido como coordenador da funcéo
motora, o cerebelo tem um papel descrito nas funcdes corticais superiores,
podendo levar a implicagbes importantes no desenvolvimento de disturbios
neuropsiquiatricos, como o autismo e esquizofrenia (Fatemi et al., 2008).

Em relacdo aos valores séricos de BDNF obtidos em nosso estudo, 0s
resultados para os animais jovens controles mostraram-se semelhantes aos
descritos para a regiao hipocampal e cerebelar. Porém, de modo interessante,
60 minutos apds o estresse por contencdo (Tep), 0S niveis séricos de BDNF
mostraram-se significativamente reduzidos nos animais controles néo
submetidos a exercicio fisico, quando comparados com os animais exercitados
em esteira e estressados. Ressaltamos que os niveis séricos de BDNF nos
animais jovens exercitados e estressados (Tgp) mostraram-se maiores que o de
animais jovens exercitados nao submetidos a estresse por contencao.

Em contrapartida aos resultados vistos para o hipocampo e cerebelo, o
grupo de animais adultos exercitados em esteira por trés semanas apresentou
niveis séricos de BDNF maiores que o0 grupo controle ndo exercitados. De
modo interessante, a expressao sérica de BDNF em humanos, apresenta um
papel importante na sinalizacdo em depressdo e ansiedade, sendo
demonstrado que a diminuicdo nos niveis de BDNF esta correlacionada com
comportamentos depressivos induzida pelo estresse (Hellweg et al. 2007).

O trabalho desenvolvido nesta dissertacdo permitird a realizacdo de
outros projetos abrangendo exercicios fisicos e fatores neurotrdficos,
ampliando conhecimentos sobre a cinética da expressdo do BDNF. Como
perspectivas futuras deste estudo, propbe-se investigar 0s niveis de
corticosterona nos grupos estudados, assim como explorar a contribuicdo
relativa de diferentes 6rgaos, seja do sistema nervoso central ou periférico ou
de 6rgaos periféricos, em especial musculos e glandula salivar, para os niveis

circulantes de BDNF.
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6 CONCLUSOES



6 Conclusdes

A partir dos resultados obtidos em nosso estudo com ratos Wistar jovens
e adultos, submetidos a exercicio fisico regular prévio a estresse agudo de

contencado, podemos concluir que:

« O protocolo de trés semanas de exercicio fisico, em intensidade
moderada, ndo foi capaz de alterar os niveis de BDNF no hipocampo
e cerebelo, tanto para os animais jovens, quanto para os adultos;

« Os grupos jovens e adultos submetidos ao estresse agudo de
contencdo mostraram diminuicao dos niveis de BDNF no hipocampo,
independentemente ao exercicio fisico prévio;

« Os animais jovens apresentaram reducdo dos niveis hipocampais e
cerebelares de BDNF 60 minutos ap0s estresse agudo por
contencédo, independentemente de terem se exercitado em esteira
pelo periodo de trés semanas;

« Os animais adultos ndo mostraram alteracdo nos niveis cerebelares
de BDNF imediatamente apGs estresse por contencdo, em qualquer
dos grupos experimentais;

« Os animais jovens exercitados e estressados mostraram maiores
valores para os niveis séricos de BDNF em relacdo aos animais
exercitados e em relagdo aos controles estressados;

« Os animais adultos exercitados apresentaram niveis séricos de
BDNF maiores que 0s controles, controles estressados e exercitados

estressados.
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8 ANEXO



Anexo 1

Peso médio (g + dp) de ratos Wistar jovens e adultos controles e

submetidos a exercicio fisico em esteira por 3 semanas

Idade (dias)
Ratos Jovens 21 27 32 37 42 59
Controle 47,53 85,01 + 123,9 + 152,1 + 201,6 238,2
8,433 12,09 17,68 13,76 20,52 28,23
Exercitado 50,77+ 88,09+ 132,8+ 160,5+ 206,4+ 217,8+
7,501 9,260 13,05 27,23 28,19 10,89
Ratos Adultos 185 190 197 204 212 -
Controle 504,0 + 528,4 + 514,3 + 512,3 + 515,6 + -
55,98 60,87 56,19 55,36 52,09
Exercitado 458,0 + 471,3 465,9 + 458,5 + 448,3 + -
62,14 64,20 61,41 62,42 56,28




