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Resumo

Resumo

E bem conhecido que o exercicio fisico apresengétosf positivos sobre funcées
cognitivas e a plasticidade hipocampal. Entretaatobases moleculares relacionadas
aos seus efeitos sobre a memadria ainda ndo sddetampnte compreendidas. Neste
estudo noés investigamos a hipdétese de que a metteonamemoria promovida pelo
exercicio fisico depende da facilitacdo do sistemdocanabindide. NOs observamos
gue a memoria espacial (mas nao a de trabalhd)adagelo teste de reconhecimento
espacial de objeto, ndo persiste em camundong@htses, mas o exercicio fisico
realizado durante uma semana foi capaz de melhordlém disso, o exercicio foi
capaz de promover aumento na expressao hipocaropadcdptor CB (mas nao do
receptor CB), do BDNF (mas néo de, NT3, NT4 e NGF) assim camdaziu aumento
na proliferacdo celular, astro-gliogénese e neumegg no giro denteado. Nenhuma
alteracéo foi encontrada em comportamentos tipedade, tipo-depresséao e atividade
locomotora. Para verificar se as alteracdes obdasvaecessitavam da ativagcdo do
receptor CB, nés tratamos 0s animais com um antagonista \sgl&tM251, antes de
cada sessao de exercicio fisico. De acordo conssartipdtese, essa droga preveniu a
melhora da memdria induzida pelo exercicio e o ationga expressao do BDNF. Além
disso, 0 AM251 bloqueou o aumento da expressdoBjee@mpediu a ocorréncia da
proliferagdo celular, astro-gliogénese e neurogenPara testar se a facilitacdo da
sinalizacdo endocanabinoide poderia mimetizar esosf observados apds o exercicio,
nds tratamos 0s animais sedentarios, durante umanse com uma droga que impede a
hidrdlise da anandamida, o URB597 (inibidor da FAABIs animais tratados com essa
droga melhoraram a memoria espacial e aumentarexprassdao de GB BDNF no

hipocampo assim como a proliferacdo celular, aglicyénese e neurogénese,

XVI



Resumo

mostrando que a potencializagdo da sinalizacaoboaride igualmente beneficia a
memoria.Em resumo, nossos resultados mostraram que ossefit exercicio fisico
sobre a memoria espacial, expressdo de BDNF, gnadifio celular, astro-gliogénese e
neurogénese dependem da sinalizacéo do receptioio@Be pode ser mimetizado, em
animais sedentarios, pela inibicdo da hidrélisarmendamida. Assim, nossos resultados
sugerem que, pelo menos em parte, o efeito pronmdsi exercicio fisico depende da
ativacdo do receptor G € mediado pelo BDNF, possivelmente, por ele imdun

processo de neurogénese hipocampal.

Palavras-chave:Hidrolase de Amida de Acido Graxo; Receptor Cargitizr AM251;

Hipocampo; Esteira; Memoria
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Abstract

Abstract

It is well known that physical exercise has positeffects on cognitive functions and
hippocampal plasticity. The underlying mechanisimswever, have remained to be
further investigated. Here we tested the hypothds& the memory-enhancement
promoted by physical exercise relies on facilitatad the endocannabinoid system. We
observed that the spatial memory (not working mepntested in the object location
paradigm did not persist in sedentary mice, butlccde improved by 1 week of
treadmill running. In addition, exercise up-regathtboth CB receptor (but not CB
and BDNF expression (but not NT3, NT4 and NGF) e hippocampus. It also
induced increase in cellular proliferation, astrogénesis and neurogenesis in the
dentate gyrusNo alterations were observed regarding anxietyd depression-like
behavrious and locomotor activity. To verify if thbhanges observed required the;CB
activation, we treated the mice with the selecaimeagonist, AM251, before each period
of physical activity. In line with our hypothesithis drug prevented the exercise-
induced memory enhancement and BDNF expressiothdfurore, AM251 blocked the
increase of the CBexpression and prevented the cellular proliferatastrogliogenesis
and neurogenesis. To test if facilitating the emaoabinoid system signaling would
mimic the alterations observed after exercise, rgatéd sedentary animals during 1
week with the anandamide-hydrolysis inhibitor, URB5(FAAH inhibitor). Mice
treated with this drug improved spatial memory &aste increased levels of ¢Rnd
BDNF expression in the hippocampus as well as asmé cellular proliferation,
astrogliogenesis and neurogenesis, showing thatnpating the endocannabinoid
system equally benefits memory. In summary, ourltesihowed that the favorable

effects of exercise upon spatial memory, BDNF esgqimn, gliogenesis and
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Abstract

neurogenesis depend of CBeceptor signaling, which can be mimic, in sedenta
animals, by inhibition of anandamide hydrolysisu$hour results suggest that, at least
in part, the promnesic effect of the exercise igethelent of CBreceptor activation and

is mediated by BDNRyossibly by increased hippocampal neurogenesis.

Key words: Fatty Acid Amide Hydrolase; Cannabinoid ReceptdkM251;

Hippocampus; Treadmill; Memory

XIX



Introdugdo

Introducéo

1. Perspectiva Histérica

A plantaCannabis sativgFigura 1), popularmente conhecida como canhamo
ou maconha, vem sendo cultiva e utilizada pelo momper milhares de anos, tanto para
a obtencao de fibras para manufatura téxtil qupata fins recreacionais ou medicinais
(Smith e Fathi, 2005). Entretanto, apesar do seyopular, foi s6 no século XIX, em
1848, que &annabisrecebeu atengdo por parte da comunidade cientfferé&gdo no
qual aFarmacopéia Britanicaeconheceu os seus efeitos psicotropicos e dessaesu

propriedades analgésica e anti-espasmodica (Pipa@i3).

Embora nesta época a busca pelo seu componentécgdtivo tenha sido
bastante intensa (Piomelli, 200f8) somente em 1967 que o constituinte ativo da
Cannabisfoi identificado, um composto terpendideAbtetrahidrocanabinolA’-THC)
(Mechoulam e Gaoni, 1967; Piomelli, 2003), ao qugpidamente, foram atribuidas as
propriedades psicoativas da planta (Paton, 197%es& dessa observacdo, o
mecanismo de acdo dv-THC nao foi tdo facilmente elucidado, em parteyidie a
dificuldades relacionadas a natureza hidrofébicaatoposto. Sustentava-se a hipotese
de que n&o haveria um sitio de ligacdo especifica pste composto e seu derivados,
denominados canabindides (Paton, 1975). Nesta gpooeditava-se que o principal
mecanismo de agdo de tais substancias consistidisparséo e interagdo dessas
moléculas com a bicamada lipidica da membranaarekllque seria capaz de modificar

sua fluidez (Hillarcet al, 1985).

Apesar dessa hipotese ter sido aceita por algumpadetornou-se evidente que

ela ndo explicava, adequadamente, a farmacologiaaoabindides, ja que os efeitos

1



Introdugdo

caracteristicos da\>THC, como, analgesia, hipotermia, catalepsia eug&d do
controle motor, eram intimamente relacionados asesloutilizadas e a pequenas
variacbes na estrutura quimica de sua moléculam@iip 2003), o que sugeria a
existéncia de um mecanismo envolvendo a presenceeabptores especificos. O
primeiro indicio de que o mecanismo de acado dosaliadides poderia ser mediado por
receptores de membrana foi demonstrado por Hoefedt. (1984). Utilizando cultura
de neuroblastoma, foi observado quA%THC diminuia a formacdo do segundo
mensageiro, monofosfato ciclico de adenosina (AMP@Jowlett, 1984).
Posteriormente, esse achado foi complementado siadas com ligantes marcados
radioativamente gfinding”) (Devaneet al, 1988) e pela identificacdo da localizagéo do
receptor canabinéide no cérebro do rato (Herkenkaral, 1990). Finalmente, em
1990, um receptor especifico para os canabinémeddnado e sequenciado (Matsuda
et al, 1990) culminando, mais tardiamente, com a ideagfo e caracterizagdo do

Sistema Endocanabinoidgeiomelli, 2003; Di Marzo, 2008).

Figura 1: IMAGEM DA PLANTA CANNABIS SATIVA.



Introdugdo

2. O Sistema Endocanabinéide

O Sistema Endocanabindide como qualquer outro sistema de
neurotransmissdo, ja previamente identificado (esemplo, dopaminérgico), é
composto por ligantes enddgenos, maquinaria celtdaponsavel pela sintese e
degradacdo desses ligantes e por receptores éspe¢Bisognoet al, 2005; Wang e

Ueda, 2009).

Os receptores canabindides, CB CB (assim chamados pela ordem
cronolégica em que foram identificados) apresensabe dominios transmembrana e
pertencem a superfamilia dos receptores de membcapdados a proteing(3GPCR;
G-Protein-Coupled-Receptpr(Bisogno et al, 2005). A ativacdo desses receptores,
tipicamente, inibe a adenilato ciclase com conssguéechamento dos canais para
calcio dependentes de voltagem do tipo N e P/Qs@Miile Nicoll, 2002; Piomelli,
2003), abertura dos canais para potassio (Howetdl, 2002) e estimulacdo de

proteinas quinases (Ameri, 1999).

O receptor CBé o receptor metabotrépico mais abundante narsstervoso
central (SNC), apesar de também ser encontradéstams nervoso periférico (SNP).
Ele é expresso, predominantemente, em neurbniosirmapticos, sendo densa sua
distribuicdo nos nucleos da base, cerebelo, hippoaralgumas regies do cortex
cerebral, estriado ventral, amigdala, substanaizeaita periaquedutal e em nucleos do
hipotalamo (Herkenharat al, 1990; Di Marzo, 2009). Acredita-se que, por agnés
essa ampla distribuicdo no SNC, ele seja o respehpar mediar os efeitos centrais
dos canabindides (Cabral e Marciano-Cabral, 20091&zo, 2009). Ja os receptores
CB:; estao presentes nas células do sistema imuno)d@gpecialmente em linfocitos B,

T, mastocitos e macréfagos, portanto estdo envadyigrimariamente, com respostas



Introdugdo

inflamatdrias (Munrcet al, 1993; Galieguet al, 1995). Entretanto, trabalhos recentes
demonstraram a presenca de receptorese@Bneurdnios e células gliais (Brustaal,
2008), porém o seu papel fisiologico no SNC ainda & bem entendido. Existem
também evidéncias farmacolégicas e fisioldgicas sugerem a existéncia de outros
subtipos de receptores canabindides, porém elda aéo foram isolados nem clonados

(Di Marzoet al, 2004).

Os principais agonistas enddgenos dos receptoneabic@éides (ou seja,
endocanabindides) sdo a aracdonil-etanolamida (AE#pis conhecida como
anandamida (que significa “felicidade” no sansg¢rgoo 2-aracdonil-glicerol (2-AG),
ambos compostos derivados de acidos graxos pdlinasks de cadeia longa,
principalmente do &cido aracdbnico (Mechoulamal, 1998; Di Marzo e Matias,
2005). Além desses, outros ligantes, também devgvatb &cido aracdoénico, foram
propostos como possiveis endocanabindides, sao alebl-aracdonoil-dopamina
(Bisognoet al, 2000; Huanget al, 2002), o 2-aracdonoil-gliceril éter (noladina)afiis

et al, 2001) e @-aracdonoil-etanolamina (virodamina) (Porerl, 2002) (Figura 2).

A anandamida e o 2-AG né&o estdo confinados nonsésteervoso central, eles
agem também como mediadores locais em muitos tecid®sao produzidos por
“demanda” ap0s alteracdes agudas ou cronicas dadstase celular (Marsicamo al,
2003). A atividade desses compostos € restritempa e no espaco devido a uma série
de fatores, como por exemplo, a dependéncia delipisfes, a sensibilidade de
algumas enzimas ao ion calcio e a natureza lipafitiestes compostos (Di Marzo,

2009).

Segundo o modelo atual, os endocanabinbdides ageamb aunensageiros

cerebrais retrogrados (Christie e Vaughan, 2001P&eocelliset al, 2004). O estimulo
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comeca no neurdnio pos-sindptico e a excitacdoonaliteva a despolarizacdo e ao
consequente influxo de ions calcio o que, por sea, estimula fosfolipases de
membrana iniciando, assim, a sintese dos endocendés. Estes ndo ficam
armazenados em vesiculas, sendo prontamente zadieti e liberados quando sao
necessarios. Portanto, a sua disponibilidade dagguyor mecanismos de captacéo-
degradacédo (Christie e Vaughan, 2001). Uma vezindaf sinaptica, eles se difundem
livremente para ativar os receptores (especialmern®;) localizados nos terminais
pré-sinapticos neuronais (Di Marzo e Matias, 200%). atuarem sobre terminais pré-
sinapticos, alguns achados sugerem que os endacdidals podem regular a liberacao
de diversos neurotransmissores (Murrty al, 2007) incluindo o acida-amino-
butirico (GABA), glutamato, noradrenalina, acetilca e dopamina (Chaperon e

Thiebot, 1999).

ApoOs liberados, eles sédo inativados, principalmemer recaptacdo por
neurénios e glia e, posteriormente, hidrolizadasgmzimas especificas. A anandamida
€ hidrolisada pela enzima hidrolase de amida ddoagraxo Fatty Acid Amide
Hydrolase- FAAH) em etanolamina e acido aracddnico. JaAG2é metabolizado,
principalmente, pela enzima diacil-glicerol lipad2AG) (Mechoulamet al, 1998;
Goparajuet al, 1999; Di Marzoet al, 2005), finalizando dessa forma o ciclo de

producao-degradacao.
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Figura 2: ESTRUTURA BIDIMENSIONAL DE ENDOCANABINOIDES PRESENTE S EM MAMIFEROS.
(A) Principais endocanabindides. (B) Possiveis eadabindides. Modificado de Di Marzo e

cols.(Piomelli, 2003).

3. Sistema Endocanabindide e Memoria

Devido a ampla distribuicdo dos receptores; @B SNC, especialmente no
hipocampo (Matsudat al, 1990; Daviest al, 2002), cuja importancia nos fenbmenos
de aprendizado e memoria ja estdo bem estabele@doadbentet al, 2004), ndo &
surpresa que essa estrutura seja facilmente maedydad exo e endocanabinoides.
Consistente com isso, estudos mostraram por ditsgraradigmas (como o labirinto
radial de 8 bracos, labirinto em T, teste de reeommhento de contexto, labirinto
aquatico de Morris, dentre outros) que a utilizagéacanabinomiméticos, naturais ou
sintéticos, administrados de forma central ou ¢Bdé, pode afetar diretamente

respostas cognitivas mediadas pelo hipocampo.

Por exemplo, Wiseet al (2009) demonstraram que a administragéo
intraperitoneal de THC ou do agonista canabindid&tico, CP55,940, prejudica a
memoria espacial de ratos no labirinto radial de lbiacos (Wise, Thorpet al, 2009).
Trabalhos que utilizaram microinje¢des intrahipopahde 49-THC (Egashiraet al,

2002) e CP55,940 (Lichtmaat al, 1995) encontraram resultados semelhantes.
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De acordo com Suenaghal (2002) outros agonistas sintéticos, como o WIRE3.2,
guando administrados diretamente no hipocampo tangyémovem efeitos deletérios
sobre o desempenho de ratos em tarefas de merspeaai@ e de trabalho, de maneira
dose-dependente (Suenadal, 2008). Além disso, a infusdo local do antagorda
SR141716A, (Wise, Thorpet al, 2009) ou a dele¢éo genética do receptoy (¥Brvel

e Lichtman, 2002¢ capaz de prevenir os déficits de memoria indszmios agonistas
canabindides, o que sugere que a ativacado do ced@pt interfere com a modulacao

de fungbes cognitivas.

De fato, algumas evidéncias obtidas através dedestde eletrofisiologia
mostraram que o receptor &&sta envolvido em mecanismos importantes relacasad
ao processo de formagdo de memadria como, por egempgendmeno de potenciagédo
de longa duragad_ong Term-Potentiation — LK Terranovaet al, 1995; Patoret al,
1998), o qual consiste em um processo de facibtagésistema nervoso que tem como
consequéncia a amplificacdo da magnitude da respastsinaptica (Izquierdo, 2002).
De acordo com Terranow al. (1995) o bloqueio da LTP induzido por canabinoides
ocorre via ativacado do receptor CHEEM seu estudo eles demonstraram, em fatias de
hipocampo de ratos, que na presenca de antagodastaseptor CBa anandamida ou
0 WIN55.212.2 ndo sao capazes de bloquear o fermman. TP, mostrando que o
receptor CB esta envolvido nesse processo (Terrareiva, 1995). Patort al. (1998)
em um estudo que falhou em demonstrar o envolvine@attransmissdo GABAérgica
nesse contexto encontraram resultados semelhaR&sn(et al, 1998). Em um
trabalho mais recente, Hoffma al. (2007) também relataram que o tratamento por 7
dias com THC bloqueia a ocorréncia da LTP induz@ato por estimulo de alta
frequéncia quanto por estimulacdo theta por um mgte envolvendo a ativacdo do

receptor CB(Hoffmanet al, 2007).
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Enquanto a utilizagdo de extratos annabise de agonistas canabindides
sintéticos (ambos exocanabindides) sdo bem cordge@dr seus efeitos deletérios
sobre a fungdo hipocampal e memoria (Egaséiral, 2002; Suenagat al, 2008),
alguns estudos sugerem gque o aumento enddgenoides de endocanabindides,
especialmente da anandamida, pode ter efeitosyassgobre funcbes cognitivas. Por
exemplo, camundongdsmockoutpara a enzima FAAH apresentam melhor desempenho
durante a aquisicdo do aprendizado em tarefas ieagrguando comparados com
animais selvagens (Wise, HarJoet al, 2009). De forma semelhante, a inibicao
farmacoldgica da FAAH, através da utilizacdo do BBB também apresenta efeitos
satisfatérios em melhorar a memaria utilizando tanefa de esquiva passiva (Mazzola
et al, 2009). Em tarefas de memdria espacial, tantdez @@ genética quanto a inibicdo
farmacoldgica da FAAH facilitam a ocorréncia doemes de aquisicdo e extingdo
(Varvel et al, 2007), sugerindo que a facilitagdo canabinoidssipelmente, através do
aumento dos niveis enddgenos de endocanabindidete mduzir efeitos proé-

cognitivos.

No que se refere a questdes celulares, algurahebencontraram evidéncias
de que os endocanabindides podem estar associadevertos ligados ao
aprimoramento cognitivo, como a producéo de newnfiofrs (Raichleret al, 2013) e a
proliferacdo celular hipocampal (Hi#t al, 2010). Apesar disso, a importancia dos
endocanabindides na funcdo hipocampal, especiadmemis mecanismos de
aprendizado e memoaria, ainda ndo foi bem estableleei permanece controversa

(Elphick e Egertova, 2001; Panlilet al, 2013).
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4. Memoria e Exercicio Fisico

Alguns trabalhos mostraram que varios fatores (dgus al, 2005; Mitraet
al., 2006; Olsonet al, 2006; Caoet al, 2013), incluindo o exercicio fisico
(Bekinschteinet al, 2011), sdo capazes de influenciar o funcionamieipocampal e,
portanto, interferir com fendmenos cognitivos. MNestontexto, técnicas de
neuroimagem assim como a aplicacdo de testes dénmaew&m sendo, amplamente,
utilizados para avaliar os efeitos do exercicimdisobre a atividade e o funcionamento

do SNC (Hillmanet al, 2008).

Véarios trabalhos demonstraram que o exercicio disapresenta impacto
positivo na funcao cerebral e na qualidade de dafaindividuos (Cotman e Berchtold,
2002; Vaynman e Gomez-Pinilla, 2005; Hillmanal, 2008).Por exemplo, um estudo
realizado por Clarkson-Smith e cols. (1989), wiitido a aplicacdo de testes especificos,
investigou a relacdo entre o exercicio fisico eethora de habilidades cognitivas em 62
individuos idosos. Neste estudo, os participarap®s responderem um questionario
(capaz de tracar o nivel de atividade fisica deadadividuo), foram submetidos a
realizagéo de tarefas que envolviam raciocinio, arende trabalho e tempo de reacao.
Apoés as andlises multivariadas que levaram em dersjao fatores como idade e
escolaridade, os resultados mostraram que o desbmpes individuos que realizaram
exercicio fisico foi melhor em todos os parame#aealiados quando comparados com

individuos que néo se exercitaram (Clarkson-Smitdarley, 1989)

As adaptacfes que o exercicio fisico promove nebeérde individuos que se
exercitam sdo bastante variadas e parecem depeedeiversos fatores como: a
intensidade, duracdo/tempo e modalidade do exeraoi questdo. Dessa forma,

dependendo do parametro avaliado, um tipo de exergiode apresentar melhor
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resultado que outro. Por exemplo, de acordo comelt@l (2008) o exercicio fisico de
baixa intensidade (11m/mim, durante 20 min), reakzna esteira (Loet al, 2008) ou

na roda de corrida (Olsoet al, 2006), parece ser melhor indutor de neurogénese
hipocampal que o exercicio realizado em intensislac@s elevadas. Entretanto, para o
parametro desempenho cognitivo o exercicio fismadrgensidade moderada (em torno
de 60% da carga maxima) parece ser o mais recouhen@dbeck et al, 2006;

Drumondet al, 2012).

Em relacdo a modalidade, Bhal. (2002) relataram que ndo hé diferenca entre
a natacdo e a corrida quando o parametro avaliadréliferacdo celular (Ret al,
2002). Entretanto, quando levado em consideracdata do exercicio ser do tipo
forcado (corrida em esteira) ou espontaneo (comaaoda voluntaria), Leasuet al
(2008) mostraram que eles afetam de forma difergesomente a proliferacéo celular
hipocampal, mas também o comportamento de roedbeassure e Jones, 2008). No
que se refere ao fator tempo (duracéo) alguns esittambém mostraram que essa
variavel pode interferir, por exemplo, com a expées de genes relacionados a

producao de neurotrofinas (Moltegti al, 2002).

Apesar das divergéncias, € consenso que o exefidmo, independente dos
fatores associados (modalidade, duracdo e intetejidéem potencial para afetar o
funcionamento cerebral, tanto no que se referespecto celular quanto ao desempenho
geral do individuo (Cotman e Berchtold, 2002; Vammme Gomez-Pinilla, 2005;

Hillman et al, 2008).

Do ponto de vista molecular, o exercicio fisico anom a expresséo
hipocampal de neurotrofinas, como o fator neurmoéfierivado do cérebro, BDNF

(Brain Derived Neurotrophic Factpi(Neeperet al, 1996; Johnsost al, 2003; Soyaet
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al., 2007) além de induzir, também no hipocampo, fen@cédo celular, neurogénese
(Van Praaget al, 1999; Olsonet al, 2006; Bekinschteiret al, 2011) e facilitar a
ocorréncia da LTP (Van Praag al, 1999; O'callagharet al, 2007). Ele também
promove aumento de conexdes dendriticas e melhagfici@ncia das funcbes de
processamento do SNC (Radek al, 2001). Além disso, n6s demonstramos que o
exercicio é capaz de aumentar a defesa antioxidapteampal (Leiteet al, 2012)
(Anexo 1) assim como de reduzir a expressao eiadatle de componentes pro-

apoptaticos quando o cérebro é submetido a umidgnémico (Anexo II).

No que se refere ao nivel comportamental, ele pvemmelhora do
desempenho de humanos (Hillmanhal, 2008) e animais (Griffiret al, 2009) em
diversas tarefas cognitivas (Vaynman e Gomez-Bin#2005; Hillmanet al, 2008),
incluindo aquelas relacionadas a memoaria (Clark&mith e Hartley, 1989; Suijet al,
2012). Por exemplo, Ericksoet al (2011) em um estudo randomizado e controlado
realizado com 120 adultos mostraram que o exereiobio, realizado regularmente,
além de aumentar o tamanho do hipocampo (em 2%jzimdelhora na memoéria

espacial dos individuos exercitados (Erickebal, 2011).

Em animais, recentemente nosso grupo também demonsfue ratos
submetidos a um protocolo de treinamento fisicpisena, por 8 semanas, apresentam
melhora na memoria espacial de curta duracdo quammhoparados a animais
sedentarios (Drumonedt al, 2012). Similarmente, um protocolo de exercicgct
realizado na esteira por apenas 7 dias, tambémomethmemoria de reconhecimento
de objetos e a LTP no giro denteado de roedoresal{@&haret al, 2007). Griffinet al.
(2009) também relataram aumento da expressao deFBmiNhipocampo e coértex
perirrinal em roedores submetidos a sessdes deiexena esteira por um periodo de 7

dias, o que sugere que uma semana de exerciao {ish esteira) é suficiente para

11
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induzir alteracbes plasticas no hipocampo capaeeseflietir em melhora cognitiva

(Griffin et al, 2009).

Apesar dessas evidéncias, 0s mecanismos molecplas quais 0 exercicio

fisico modifica a fungéo cerebral e a cognicao ain&lo sdo bem definidos.

5. O Sistema Endocanabindide: Exercicio Fisico e M®ria

Conforme mencionado no item anterior, ainda na¢af como o exercicio
influencia o funcionamento hipocampal e as func¢éegnitivas. Entretanto, alguns
achados mais recentes sugerem que o sistema eatiogade pode ser um dos
possiveis candidatos a mediar, pelo menos em pasteefeitos neurobioldgicos

induzidos pelo exercicio fisico.

No que se refere ao envolvimento do sistema cadiagincom respostas
cognitivas, alguns trabalhos ja apresentaram eafgt que mostram que o aumento
enddgeno de endocanabindides (especialmente anaajgmarece ser o responsavel
por facilitar o funcionamento hipocampal. De fa¥@arvel et al (2007) (Varvelet al,
2007) e outros (Mazzolat al, 2009; Wise, Harlaeet al, 2009; Panlilioet al, 2013)
mostraram que estratégias farmacoldgicas ou magpes genéticas que interferem
com 0s niveis enddgenos de anandamida aprimoraese@ngenho de roedores em

tarefas de memoéoria.

Similarmente, alguns estudos (Sparliegal, 2003; Raichleret al, 2012;
Raichlenet al, 2013) também apresentaram evidéncias que o exefisico € capaz de
alterar os niveis de anandamida o que torna plkaugfepor que os efeitos cognitivos
induzidos pelo exercicio sdo mediados pela ativalfigistema endocanabindide. O

primeiro estudo que apresentou resultados nesteledoi realizado por Sparlingt al

12
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(2003). Neste estudo foram avaliados voluntarios ge exercitaram em bicicletas
ergométricas ou esteiras por um periodo de 6 mddes. demonstraram que 0s
individuos que realizaram o exercicio fisico, irefegente da modalidade, apresentaram
maiores niveis de anandamida na circulacdo sargygirendo comparados a individuos
sedentarios (Sparlingt al, 2003). Recentemente, Raichleh al (2013) também
analisaram os niveis circulantes de endocanabisiGide corredores. Eles, além de
confirmarem os resultados anteriores, mostraram age@alizacdo endocanabindide

depende da intensidade do exercicio (Raichtad, 2013).

Resultados similares também foram encontradospedores, nos quais 8 dias
de exercicio foram suficientes para aumentar asisi\tle anandamida (H#it al, 2010)
bem como para alterar a expresséo de receptorgsadiZpocampo (Gomes Da Silea
al., 2010). Outro estudo realizado por Heynetnal (2012), o qual corroborou os
resultados anteriores, foi capaz de demonstraraomealagéo positiva entre os niveis de
anandamida e os niveis de BDNF (Heyneaal, 2012). Em conjunto, estas evidéncias
sugerem gue a ativacdo endogena do sistema caithida@rante o exercicio fisico,
pode ser um dos fatores envolvidos na melhorawa®és cognitivas, especialmente a

memoria, observadas apds o exercicio fisico.
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Justificativa

E bem conhecido que o exercicio fisico afeta, masitente, o funcionamento
do hipocampo e o desempenho cognitivo, entretasitbages moleculares envolvidas
nesse processo ainda ndo sao completamente cowlpieeenApesar de trabalhos
anteriores (Sparlingt al, 2003; Hill et al, 2010) apresentarem evidéncias que colocam
0 sistema endocanabindide como um potencial catodidara mediar as respostas
neurobiolégicas induzidas pela préatica de exerdisioo, pouco se sabe a respeito do

envolvimento desse sistema neste contexto.

Até o presente momento, grande parte dos trabglmslemonstrou resultados
neste sentido destinou a mostrar apenas a exstéadcelacdo entre exercicio fisico e a
ativacdo do sistema canabindide (seja em humanaghlBn et al, 2012) ou em
roedores (Hillet al, 2010)), sem se preocupar com 0S mecanismos etoslnesse
processo ou com a relevancia da sinalizacdo capidbirpara facilitar algumas das
respostas cognitivas induzidas pelo exercicio copm, exemplo, a melhora da

memoria (efeito promnésico).

Estudos delineados com o objetivo de esclarecer ocam sistema
endocanabindide atua durante a pratica de exerfigicm podem contribuir para o
melhor entendimento a cerca da fisiologia dessensasassim como podem representar
uma importante forma de ampliar o conhecimento esa@d® bases moleculares da

neurobiologia do exercicio.

Considerando que os resultados dos estudos dengpetrhl (2003) (Sparling
et al, 2003), Hill et al (2010) (Hill et al, 2010) e Raichleret al. (2013, 2012)

(Raichlenet al, 2012; Raichleret al, 2013) estdo de acordo com o envolvimento do

13
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sistema endocanabindide durante a realizacdo daierefisico e, conhecendo as
evidéncias a respeito dos efeitos do exercicioesolprocesso de formagdo de meméria
(Van Praaget al, 1999; O'callaghaet al, 2007; Griffinet al, 2009) nés conduzimos
esse estudo para testar a hipétese de que o sigrduranabindide é um dos

responsaveis por mediar o efeito promnésico indugelo exercicio fisico.
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Objetivos

Geral: Avaliar o envolvimento do sistema endocanabinéae mediar o efeito

promnésico induzido pelo exercicio fisico.

Especificos:Avaliar em camundongos submetidos ou ndo a um ¢olutale exercicio

fisico na esteira por 7 dias:

» Se 0 exercicio fisico induz melhora da memdériaaapa de trabalho;

e Se o0 exercicio fisico interfere com outros compodiatos hipocampo-

dependente como, “comportamento tipo-depressiwidtipo de depressao);

* Se o tratamento, durante o exercicio fisico, comntagonista seletivo do
receptor CB - AM251 bloqueia o efeito promnésico induzido pekercicio;

* Se o tratamento de animais sedentarios com o onilsdletivo da FAAH -
URB597 mimetiza o efeito do exercicio;

* Se o tratamento de animais treinados com o inibsietivo da FAAH -
URB597 potencializa o efeito do exercicio;

* Se o tratamento com 0 AM251 e URB597 interfere sramortamento geral dos

animais, como na locomocao e no comportamento-dimiedade”.

Avaliar no hipocampo dos mesmos animais citadasaci
* A expressao dos receptores;C8B, e BDNF;
* O nivel das neurotrofinas: 3, 4 e NG¥efve Growth Factor);

* A proliferacao celular, a astro-gliogénese e neémege (no giro denteado)
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Material e Métodos

1. Animais

Camundongo$wissmachos ( n=108; 7-8 semanas de idade), forneqidias

Centro de Bioterismo da Universidade Federal deabMliGerais (CEBIO-UFMG

biotério) foram alojados em condicbes ambientaistrotadas e com livre acesso a
alimento e agua. Trés blocos de 36 animais foralimattos, por vez, com os seguintes
objetivos: Primeiro bloco — destinado a realizacks tarefas comportamentais de
memoria e experimentos de western blotting; segundco — destinado a realizacéo
das tarefas para avaliacdo dos comportamentos siedade e locomoc¢éao além dos
experimentos de imunofluorescéncia; terceiro bleckestinado a realizacédo das tarefas
para avaliacdo do fendtipo de depressao e ensaiosoenzimaticos pela técnica de
ELISA. Todos os experimentos foram conduzidos cpnoaacido do Comité de Etica

em Experimentacdo Animal (CETEA-UFMG) sob o protoao® 09/2010.

2. Protocolo de Exercicio Fisico

Todos os animais foram familiarizados com uma esteiotorizada durante
trés dias consecutivos, 5 min/dia a uma velocidd8 m/min e com 5° de inclinagao.
Posteriormente, os animais foram divididos, aléatoente, em dois grupos (sedentario
ou treinado, n = 18 por grupo) e, em seguida sudidvs em trés subgrupos de acordo
com o tratamento que receberam (veiculo, AM251 &B%D7, n = 6/subgrupo). O
protocolo de exercicio consistiu em 7 dias consesside corrida na esteira com 5° de
inclinagédo, a uma velocidade de 11m/min, uma sé&disdaurante 30 min, conforme

modificagdo no protocolo proposto por O'callaglearal (2007) (O'callaghart al,
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2007). Os animais pertencentes ao grupo sederitdien colocados todos os dias na
esteira, 5min/dia, a uma velocidade de 5m/min. @ogolo de exercicio for¢cado foi a
primeira escolha em razdo dos animais serem mermEenNs0s a correr quando
apresentam um blogqueio da sinalizacdo endocandein@ubreucget al, 2010;
Chaouloff et al, 2011). Apesar disso, 0 nosso protocolo ndo eerwok punicdo do

animal para induzir a corrida.

3. Administracao das drogas

Os animais receberam injecdes diarias de AM251taganista do receptor
CB: - (Img.kg") (Hill et al, 2010), URB597 — inibidor da enzima Hidrolase daida
de Graxo Amida - (0,5 mg.Ky (Moreiraet al, 2008) ou veiculo (1:1:18 - solucéo de
etanol; cremofor EL; solucéo salina estéril a 0,996el e Hillard, 2006; Moreirat al,
2008),durante 7 dias consecutivos, 30 minutos antes dciek na esteira. Todas as

drogas foram administradas por via intraperitofiga) em um volume de 10 ml.Kg

4. Avaliagdo Comportamental

Todos os testes comportamentais foram realizadd®@b apds o ultimo dia

de exercicio durante a fase clara do ciclo.
4.1. Tarefa de Reconhecimento Espacial de Objeto

Para acessar a memoria espacial dependente doaimpoc(Galaniet al,
1998) os animais foram submetidos a tarefa de hemdmento espacial de objeto. Essa

tarefa baseia-se no fato dos roedores apresentasgon interesse em explorar objetos
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gue nao sao familiares (ou que aparentemente dgando comparados com aqueles

familiares (Gresack e Frick, 2006).

Primeiramente, os animais foram habituados a unxa catangular durante 5
minutos. Vinte e quatro horas apos, os animaisrfahabituados por 1 minuto na
mesma caixa e, posteriormente, dois objetos id&nfmram inseridos na mesma. Nesta
fase de amostragem, era permitido aos animaistigaesivremente os objetos até que
eles acumulassem um total de 30 segundos de eg@dordrinta minutos depois (fase
de escolha), o mesmo protocolo foi repetido, esmttet um dos objetos teve sua
localizacdo modificada (Figura 3). O tempo de erggdo em cada um dos objetos foi
registrado e utilizado como parametro para avadiatsdi memoria espacial (Gresack e

Frick, 2006).

24 h 30 min.
— padidiad

Habituacdo Fase de Amostragem Fase de Escolha

Figura 3: RECONHECIMENTO ESPACIAL DE OBJETO - Imagem representativa das etapas do teste.

4.2. Labirintoem Y

A memoria de trabalho imediata foi analisada pelaaliacdo do
comportamento de alternacdo espontanea do animiahtduuma Unica sessao no
labirinto em Y (Lazaronet al, 2012) (Figura 4). Cada animal foi colocado nalfike
um dos bracos do labirinto e deixado mover-se finmgete durante uma sessao de 8

minutos. A série de entradas nos bracos foi reglatrA alternancia foi definida como
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uma entrada sucessiva em trés diferentes bracosin@ro de sequéncias de entrada
(por exemplo, ABC, BCA) foi definido como o numete alternancias. A porcentagem
de alternancia foi calculada de acordo com Lazzagbral (2012) (Lazaroniet al,
2012) conforme a seguinte formula: [total de afiegia / (total de entrada nos bracos -
2)] x 100. Uma porcentagem de alternancia mendgoal a 50% (correspondente ao

acaso) foi considerada como indicativa de défieitreemoria.

Figura 4: LABIRINTO EM Y - (A) Figura esquematica e (B) imagem representativaparato utilizado no

teste.

4.3. Suspensao da Cauda

O teste da suspensédo da cauda € um modelo ampéantéimado para analisar
compostos farmacoldgicos com potencial atividadel@pressiva. O teste € baseado no
fato de que roedores quando sédo submetidos a qetaslos de estresse inescapavel
tendem a desenvolver uma postura imovel por sgnasm aquela situacao (Steu

al., 1985).

Neste protocolo, com o auxilio de uma fita adesioa, animais foram
suspensos pela cauda e fixados em uma haste pesiai@a 50 cm acima do chéo. Foi
permitido ao animal movimentar-se livremente aagytonle 5 minutos. Entretanto, o

tempo total em que o animal permaneceu imoével, amquestava suspenso, foi
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registrado (Figura 5). O animal foi consideradoveli@uando apenas 0 movimento de

sua caixa toracica era percebido (Sttral, 1985).

LY .
. et
[ B -
ok

Imobilidade Mobilidade Imobilidade Mobilidade

Figura 5: SUSPENSAO DA CAUDA - (A) Figura esquematica e (B) imagem representativeesie tde
Suspencdo da Caudmostrando os comportamentos dos animais em sitsiagdeimobilidade e
mobilidade, respectivamente.Mddificado de Abelaira e cols.(2013) (Abelaira etl., a2013) e

getdomainsvids.com., respectivamente)

4.4. Nado Forgado

O teste do nado forcado foi executado conforme qatappor Porsolet al.
(1977) (Porsoltet al, 1977). Esse teste baseia-se na observacdo dgquane€o um
roedor é obrigado a nadar em uma situagédo na §odhd escapatoéria, apds um periodo
de atividade, ele tende a parar os movimentosnfeze minimo esfor¢o, apenas para
manter a cabeca fora da agua. Esse comportameimwbi#idade sugere um estado de
“desespero” do animal, no qual ele aprende quénad&aida e acaba desistindo de nadar

(Porsoltet al, 1977).

Neste protocolo os animais foram colocados indafichente em um cilindro
de vidro transparente (20 cm x 40 cm) contendo &igys a 23 = 1°C e profundidade
de 25 cm. Foi permitido ao animal nadar livremerdste recipiente por um periodo de
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5 minutos. O tempo que o animal permaneceu imé&egua foi registrado. O animal
foi considerado imével quando apenas o movimenteaiea toracica era percebido
(Figura 6). Ao término da sessédo, os animais faretimados do cilindro, secos com o
auxilio de uma flanela e deixados por 15 minutds wma lampada de luz vermelha

(40W) (Porsoltet al, 1977).

i —/

Mobilidade Imobilidade Mobilidade Imobilidade

Figura 6: NADO FORGADO - (A) Figura esquematica e (B) imagem representativaedie tdoNado
Forgado mostrando os comportamentos dos animais em sitsiagée mobilidade e imobilidade,

respectivamenteMpdificado de Abelaira e cols.(2013 ) (Abelairaaét 2013) e retirado de German Neuroscience

Society — GNS, respectivamente)

4 5. Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado € um método utilizadwapa avaliacdo do
comportamento incondicionado de ansiedade (tipeedade), de ratos e camundongos,
0 qual se baseia no comportamento natural de @gdor dos mesmos mediante

ambientes novos e na sua aversao natural a aredasab elevadas (Lister, 1987).

O aparato € constituido de 4 bracos, 2 abertosrB8 5 cm) e 2 fechados (30
cm x 5 cm x 15 cm), elevados a 50 cm do chéo evdliep perpendicularmente, uns aos
outros, se cruzando ao centro (6 cm x 6 cm)(Figur®s animais tém acesso a todos os

bracos. Durante a realizacdo da tarefa o animgbdonitido circular livremente entre
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os bracgos abertos e fechados do labirinto duramen&tos. Uma vez que os animais
tém medo inato de lugares abertos e elevadostiezldem a permanecer por um curto
periodo nos bracos abertos, em comparacdo comagesbfechados. O numero de
entradas e o tempo despendido nos bracos aberton ittilizados como indices de

ansiedade induzida pelo espaco aberto (Lister,;1@8ikiraet al, 2008).

Figura 7: LABIRINTO EM CRuUz ELEVADO — (A) Figura esquematica e (B) imagem representativa do

aparato utilizado no teste tlabirinto em Cruz Elevado

4.6. Campo Aberto

A atividade locomotora espontanea dos animaisvi@iiada no teste do campo
aberto (Sousat al, 2006). O campo aberto consiste de uma caixaaatler60 cm x 40
cm x 60 cm, com o piso subdividido em 16 quadrafegura 8). Cada animal foi
colocado, individualmente, no centro da arena,rdarama sessao unica. O numero de
segmentos cruzados e o tempo gasto pelos animajsauvante central da arena foram

analisados durante 300 segundos.
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Figura 8: CAMPO ABERTO - (A) Figura esquematica e (B) imagem representativgpdmeo utilizado no

teste ddCampo Aberto

5. Andlises Bioquimicas

Todas as andlises bioquimicas foram realizadaspozdmpo dos animais, 0s

quais foram extraidos, imediatamente, apds a egdlwdas tarefas comportamentais.

5.1. Imunofluorescéncia

5.1.1. Administracéo de BrdU

O 5-bromo-2'-deoxiuridina ou BrdU, foi utilizado mo marcador da
proliferacdo de células precursoras neurais. O B¥rdun analogo da timidina, o qual
incorpora ao DNA das células durante a fase-S dasmi(fase de autoduplicagdo do
DNA). Logo, o BrdU é amplamente utilizado como urarcador de proliferacao celular
(Van Praaget al, 1999). Um grupo de 36 animais recebeu 1 inje¢anadde BrdU,
(Sigma) intraperitonialmente, (diluido em solucd MaCl a 0,9%), na dose de 75
mg/kg, durante 7 dias, 60 minutos antes da redap protocolo de exercicio fisico

na esteira.
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5.1.2. Perfusao e Preparo das Fatias

Vinte e quatro horas ap6s a ultima injecdo de Brdd,animais foram
profundamente anestesiados (xilazina, 15 mg/Kgamiaa, 80 mg/kg) e submetidos a
perfusdo transcardiaca com 10 ml de solucédo s@imponada (PBS - 0,1M), seguida
de 10 ml de solucéo fixadora constituida de pamsditaeido 4% diluido em tampéo
fosfato 0,1M (pH 7,4). Apés a perfusdo os encéftdoam coletados e pos-fixados na
solucdo fixadora, durante 24 horas a 4°C. Posteeioie, os encéfalos foram
transferidos para uma solucdo contendo sacaromadiuida em tampédo fosfato
0,1M. ApoOs 72 horas, os encéfalos foram congeladastados em fatias de 40pum com
o0 auxilio de um criostato (Monteiret al, 2014). Fatias contendo a regido do
hipocampo dorsal foram identificadas com o auxd® um atlas (Franklin, 2001),
coletadas e armazenadas a 4°C em solucdo criapeotetté a realizacdo dos

procedimentos para a imunofluorescéncia com duplaagao (Figura 9).

5.1.3. Dupla Marcacéo:BrdU e NeuN; BrdU e GFAP

A imunofluorescéncia com dupla marcacao foi utdegpara a avaliacdo da
proliferacdo celular e identificacdo da populacétular (astrocitos e neurénios) que,
eventualmente, havia proliferado ao longo dos 3 deexperimento (Van Praagal,
1999). O método utilizado foi dree-floating conforme Monteiroet al (2014)

(Monteiroet al, 2014).

Primeiramente, as fatias contendo o hipocampo foreomsecutivamente
lavadas em: PBS a 0,01M (3 vezes por 5 minutosj-PBPBS a 0,01M associado a
0,3% Triton-X100 v/v; 3 vezes por 5 minutos) e Na0% (3 vezes por 5 minutos).
Em seguida, elas foram incubadas, a 37°C, por 3@ minutos em solucéo de HCI a
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2M e 3M, respectivamente. Posteriormente, as f&tiasn lavadas em tampé&o borato a
0,1M (3 vezes por 5 minutos) e em PBS-T (3 veze$Spuoinutos). Imediatamente apos

a ultima lavagem elas foram submetidas a etapéodedio.

A etapa de bloqueio foi realizada, por 1 horajastiido soro normal de cabra
(Normal Goat Serum - NG& 5% em PBS-T. Ap0s essa etapa, foram adicionao®s
pocos contendo as fatias os anticorpos primarivsBadU (1:800, monoclonalde rato -
Abcan), anti-NeuN (1:500, monoclonal de camundongWlilipore) e o anti-GFAP
(1:500, policlonal de coelho Millipore). A incubacéo foi realizada a 4°C, sob leve
agitacao, por um periodo de 72 horas, para a n@aag BrdU e por 24 horas para a

marcacéo do NeuN e GFAP.

Apés o periodo de incubagdo com o0s anticorpos piisiaas fatias foram
submetidas a etapas de lavagem em PBS (3 vezeS punutos) e, em seguida,
incubadas com anticorpos secundarios fluoresc€mtd60, anti-camundongoAlexa
Fluor 568 1:400, anti-rato Alexa Fluor 488e 1:400, anti-coelhoAlexa Fluor 647-
Invitrogen por 90 minutos, ao abrigo de luz e em temperaoraiente. Ao final dessa
etapa as fatias foram, novamente, lavadas em PB&Zzds por 10 minutos) e as

laminas foram montadas (Tashéebal, 2007).

A montagem das laminas foi realizada em ambiente lzaixa luminosidade e
utilizando oVectashieldcomo fixador Yector Laboratories Apos a finalizacdo do
processo as laminas foram acondicionadas em ratapiefrigerado e protegido de luz

até o dia seguinte, quando foram analisadas camiticade um microscépio.

Ao longo de todo o procedimento foram realizadas dontroles essenciais:
um sem anticorpo primario e outro sem anticorpoursgd@rio, os quais foram
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importantes para identificar a presenca de ligagéespecificas e a eficacia do

procedimento.

5.1.4. Microscopia e Analise das Imagens

As diferentes populagbes celulares presentes madmppo foram identificadas
com o auxilio de um microscépio de epifluorescéramavencional {eiss, Imager)
através da utilizacao de filtros com distintos cdmpntos de onda de excitagdo (Ex.) e
emissdo (Em.). Células BrdU positivas (BrdU+ - ragéo de cor verde) NeuN
positivas (NeuN+ - marcacdo de cor vermelha) e Gpasttivas (GFAP+ - marcacao
de cor azul) foram identificadas, respectivamepédgs filtros (ExX/Em): 495/517 nm;

653/669 nm; 576/603 nm (Figura 9).

A aquisi¢cdo das imagens foi realizada utilizandide-Z através do software
Carl Zeiss Axiovision 4,8com objetivas de 10x, 20x e 40x. Tal procedimems
possibilitou identificar células co-localizadas. #@nalise final das imagens e a

quantificacdo do numero total de células foranageittilizando-se o softwahmage J
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Figura 9: IMAGEM REPRESENTATIVA DO PROCEDIMENTO DE IMUNOFLUORE SCENCIA COM DUPLA
MARCAGCAO — Fatia de hipocampo (giro denteado) dos animaigrarudo células (aumento de 40x) BrdU+

(verde), GFAP (azul escuro) e Neu+ (vermelho). s vermelhas apontam as células co-localizadas. A

células BrdU+/NeuN+ estao representadas em amaiado BrdU+/GFAP+ em azul claro

5.2. Western Blotting

5.2.1. Preparacdo da Amostra

Imediatamente, apds 0s testes comportamentaise (thstreconhecimento
espacial e labirinto em Y), 36 animais foram eut@ados e 0s hipocampos,
rapidamente, recolhidos e armazenados a -80°QGiktagho. As amostras foram entéo,
homogeneizadas em tampao de RIPA (NaCl 150 mM, 50iemM (pH=7.4), EDTA
1 mM, Nonidet P40 1%, PMSF 1 mM, Na deoxicolato%f).5em banho de gelo. O
homogenato foi centrifugado a 2040.35@e(jtrifuga Eppendorf 5415R - Alemailaa
4°C por 15 minutos e a concentracao total de prasemo sobrenadante foi determinada
pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizanagoroteina albumina de soro

bovino (BSA) (1mg/ml) como padréao.
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5.2.2. Eletroforese em Gel, Transferéncia, Bloquei@ Incubagcdo da

Membrana com Anticorpo Primario

As amostras, contendo 50 pg de proteinas totaramfadesnaturadas em
tampao de amostra (100 mM Tris-HCI pH=6.8, 4% SD3% azul de bromofenol,
20% glicerol, 20% kO, 0.5%p3-mercaptoetanol) a 100° C por 4 minutos, carregadas
separadas no gel de SDS-poliacrilamida (12 ou 1&%@ntdo transferidas para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno, PVDPMVDF, Immobilon-P, Millipore,
Massachusetts, USAApds bloqueio de 24 horas em TBST (tampéao Toim ©,1% de
tween 20) contendo 5% de leite sem gordura e 0,8A,Bas membranas foram
incubadasovernighta 4°C com anticorpos primarios especificgé-actina (1:2500,
Santa Cruz Biotechnology Inec-69879), CB (1:1000,Calbiochem #209550), CB
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology Incsc-25494) e BDNF (1:500Santa Cruz

Biotechnology Incsc-546).

5.2.3. Revelagédo da Membrana

Para a visualizagcdo quimioluminescente, as mem§&rioram incubadas, em
temperatura ambiente, por 1 hora, com anticorpaunsirios anti-camundongo
(1:5000) ou anti-coelho (1:5000) conjugados com ymeeoxidase. As bandas de
proteinas foram detectadas utilizando o sistemdetieccdo Western ECL (Pierce) e a
densidade das mesmas foi quantificada pelo softimaageJ(Versdo 1.44p, National

Institute Health, USA).
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5.3. ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

O ensaio imuno-enzimatico para as dosagens dastr@imas NGF, NT3 e
NT4 foi realizado com os kits d@&D System$evando em consideracéo as orientacdes
do fabricante e de acordo com método de Miragtdal (2011) (De Mirandeet al,

2011).

5.3.1. Preparacéo da Amostra

Imediatamente, ap0s os testes comportamentaie (testuspensado da cauda e
nado forgado), 36 animais foram eutanasiados epogdmpos rapidamente recolhidos
e armazenados a -80 °C até utilizacdo. As amodwemn entdo, pesadas e
homogeneizadas (1 ml/100 mg) em tampao de extrdedatocinas e, em seguida,
centrifugadas a 9296.0(Gentrifuga Eppendorf 5415R - Alemahta 4 °C por 10
minutos. Apos a centrifugacaopellet foi descartado e o sobrenadante utilizado para o

ensaio imunoenzimatico.

5.3.2. Sensibilizagdo da Placa, Bloqueio, Anticorpos de Bc¢do, Reagao

com Estreptavidina e Leitura no Espectrofotbmetro.

Primeiramente, placas de 96 pocddaxiSorp; NUNGQG foram incubadas
overnighta 4°C com 100ul (55,5 pul de anticorpo diluidosl€n® ml de PBS estéril) de
anticorpos de captura especificos (anti-NGF, aits-H anti-NT-4) com a finalidade de
sensibilizar os pocos em que seriam adsorvidasnasteas. ApOs a sensibilizacdo as
placas foram lavadas (4 vezes) com tampao de lavagpecifico (PBS + tween 20 a
1%) e, em seguida forasubmetidas a etapa de bloqueio. Essa etapa cansastidicao
de 20@l de tampé&o de bloqueio (BSA 1% em PBS) em cada p@agquente incubacéo

em temperatura ambiente, por 2 horas.
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Posteriormente ao bloqueio, as placas foram l|lavajaem cada poco, foi
adicionado 100 de solucdo padréo (especifica para cada neurajodbu 10QI de
amostras de hipocampo, previamente preparadas.lagaspforam entdo, vedadas e

incubada®vernighta 4°C.

Ao final desse periodo foram realizadas 4 etapas lavagem e,
sequencialmente, adicionado a cada pocqull@8 anticorpo de deteccao biotinilado
(55,5 ul de anticorpo de deteccédo diluidos em 10,5 ml B8 Pom BSA a 0,1%). O
anticorpo de deteccéo permaneceu incubado na pladeamperatura ambiente por um

periodo de 2 horas.

Apoés a incubacdo com o anticorpo de deteccéo e foram lavadas e
incubadas por 30 minutos (100Ql/pogo) com estreptavidina-HRP (501 de
estreptavidina diluida em 10,5 ml de PBS com BSA140). Em seguida elas foram,
novamente lavadas e adicionados a cada poco (l0@e substrato OPD (o-
fenildiamina). As placas foram entéo, vedadas ehiadas por mais 20-30 minutos, em
temperatura ambiente. Para finalizar a reacaadisionado a cada poc¢o h0de acido
sulfurico. Imediatamente, apds os procedimentosrianeés, as placas foram levadas

para um espectrofotdmetro, no qual foi feito aul@item 450 nm.

6. Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + edipala média. As
diferencas entre os grupos foram avaliadas pelisarde variancia de duas vias (Two
way ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni e, glamecessario (avaliacdo das
tarefas de memoaria), pelo teste-t para uma am{Stia sample t-tes{Baker e Kim,
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2002; Gresack e Frick, 2006; Lazaraiial, 2012; Suarezt al, 2012).0 nivel de

significancia considerado foi p<0,05.
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Resultados

O receptor CB é importante para a melhora da memoaria espacialuizida pelo

exercicio

No primeiro experimento, avaliamos o papel do sisteendocanabindide na
melhora da memoria espacial induzida pelo exerciziparadigma de exercicio utilizado
foi capaz de melhorar a memoéria espacial dos agi(t@) = 3,773, p = 0,0196). O teste t
de uma amostra também revelou que o tratamentoURBb97, seja associado (t(4) =
3,102, p = 0,0362) ou n&do ao exercicio (t(5) = 4,55= 0,0061), também melhora a
memoria espacial, indicando que uma potencializagéo facilitacdo do sistema
endocanabindide pode mimetizar os efeitos do exer¢Figura 10 B). Aléem disso, o
tratamento com AM251 impediu a melhora da memarduzida pelo exercicio ou o
tratamento com URB597, sugerindo que o recepton @Bsempenha um papel
importante na regulacéo das respostas mediadasxymicicio (Figura 10 B). A ANOVA
de duas vias seguida pelo testeBdaferronimostrou um efeito do tratamento, g =
11,30, p = 0,0002) e uma tendéncia para interagfie e exercicio e os tratamentos {F
= 2,531, p = 0,0954). O tempo necessario para demrB0 segundos de exploracédo dos
objetos durante a fase de amostragem néo foi afgteld exercicio e pelos tratamentos
com AM251 ou URB597 (Tabela 1). Além disso, nentdoms grupos testados mostrou
preferéncia por um dos objetos idénticos localisatss lados direito e esquerdo da caixa

durante a fase de amostragem (FiguralO A).
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Amostragem Escolha
A B "
0 Resduerde o . i
25
20

Tempo gastocom os objetos (s)
Tempo gastocom os objetos (s)

0
Veiculo AM251 URB597 Veiculo AM251 URB597 Veiculo AM251 URBS597 Veiculo AM251 URB597

Sedentario Treinado Sedentario Treinado

Figura 10: O receptor CB, é importante para a melhora da memoria espacial tuzida pelo
exercicio.(A) O exercicio sozinho e os tratamentos com AM@61RB597 associados ou ndo
ao exercicio fisico ndo afetaram a fase de amestralp teste de reconhecimento espacial de
objeto. N&o houve preferéncia dos animais pelogtadjidénticos. (B) O antagonismo do
receptor CB impediu a melhora da memoria espacial induzida prércicio fisico. Os animais
tratados com AM251 né&o diferiram no tempo de equao dos objetos modificado e néo
modificado durante a fase de escolha. Os dadosxgfiessos como média * erro padréo, n = 5-6
em cada grupo. * Indica comparacgéo intergrupos,<0@5, ** P <0,01. # Indica comparacdo
intragrupo; # P <0,05; # # P <0,05.

Tabela 1: Média + erro padrio do nivel de atividade durante a tarefa de
reconhecimento espacial de objeto

Tempo gasto (5)

Grupo Amostragem Escolha Valor de P
Sedentario Veiculo 302,5+45,6 310,2+75,9 n.s
Sedentario AM251 278,7+84,2 378,8+134.3 n.s
Sedentirio URB597 298,5+42.5 306,2+139,3 n.s
Treinado Veiculo 270,3+£101,0 303,8+74.4 n.s
Treinado AM251 285,1+96,2 183,6+41,6 n.s
Treinade URBS97 276.8+69.3 194,6+39.9 n.s

Tabela 1: Nivel médio de atividade dos animais durante tetde reconhecimento espacial
de objeto.
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Na tarefa de memoria de trabalho ndo foi encontdifwenca para nenhuma
das variaveis avaliadas. Como mostrado na figura feln o exercicio nem o0s
tratamentos farmacoldgicos foram capazes de adeteemoria de trabalho dos animais.
Todos os animais foram capazes de alternar acimacdso (50%) (exerciciobs =
0,1807; tratamento: ks = 1,383; interacao: Jhs = 0,4559, ns; fig 11 A) e ndo houve
diferenca entre os grupos em relagdo ao numeraat®s visitados (exercicios ks =
2,608; tratamento: Js= 0,3976, interacdo:,hs= 0,6801, ns; fig 11 B). Assim, n0SS0S
resultados demonstraram que apenas a memoria aspacizida pelo exercicio fisico é

afetada pela modulacéo do sistema endocanabindide.
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Sedentéario Treinado Sedentario Treinado

Figura 11: O exercicio fisico na esteira durante dias ou os tratamento com URB597 e
AM251 associados ou ndo ao exercicio nao afetam amoria de trabalho de camundongos.
(A) Nao houve nenhuma diferenga na porcentagenitenacdo espontanea entre 0s grupos no
labirinto em Y. (B) Nao houve diferenca no numestalt de entradas nos bragos. Os dados sdo

expressos como média + erro padréo, n = 5-6 emgraga.
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O exercicio fisico, por sete dias, ndo afeta o degenho dos animais nos testes de

suspensao da cauda e nado forcado

Como os experimentos anteriores mostraram queaagememaria espacial foi
modulada pelo exercicio fisico decidimos avaliarosgros comportamentos também
hipocampo-dependentes (como, o0 “comportamento dgpessivo”), mas nao
relacionados com a memoaria, poderiam ser afetaglosppotocolo de exercicio fisico na
esteira. Conforme apresentado nas figuras 12 (A e B3 (A e B), respectivamente, 0
exercicio fisico ndo foi capaz de modificar o dgsemmo dos animais nos testes de
suspensao da cauda (fig. 12 A - imobilidade: t@@),4878; p = 0,6362; fig. 12 B -
laténcia: t(10) = 0,3423; p = 0,7392) e nado foocéity. 13 A - imobilidade: t(10) =
0,4166; p = 0,6857; fig. 13 B — laténcia: t(10) 495; p = 0,1658) mostrando que, em
relacdo aos comportamentos hipocampo-dependeraéiadms neste estudo, somente a

memoéria espacial é afetada pelo exercicio fisico.
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Figura 12: O exercicio fisico na esteira, durante dias, ndo afeta o comportamento dos

animais no teste de suspensao da cauda) Nao houve diferenca entre os grupos em relacao
ao tempo total de imobilidade. (B) Nao houve difigee entre os grupos em relagdo ao tempo
gasto para iniciar o periodo de imobilidade (lai@nds dados sdo expressos como média +

erro padrdo, n = 6 em cada grupo.
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Figura 13: O exercicio fisico na esteira, durante dias, ndo afeta o comportamento dos
animais no teste do nado forcado(A) Nao houve diferenca entre 0s grupos em relagfo
tempo total de imobilidade na 4gua. (B) Nao houterehca entre os grupos em relacdo ao
tempo gasto para iniciar o periodo de imobilidddé&ficia). Os dados sédo expressos como

média + erro padrdo, n = 6 em cada grupo.

Expressao de CB mas ndo CB, é aumentada no hipocampo ap6s o exercicio fisico

Considerando que o0 primeiro experimento indicou qae ativacao
endocanabindide € importante para mediar o efaitonpésico do exercicio fisico,
decidimos investigar se haveria alguma mudancxpr@esado hipocampal dos receptores
CB; e CB dos animais submetidos ao programa de exercicemaise de variancia de
duas vias detectou uma interacdo entre o exereice tratamentos {bs= 8,174, p =
0,0021) e as analisgwost-hocconfirmaram que, de acordo com a nossa hipotese, o
exercicio fisico foi capaz de promover aumento rpressao do receptor ¢Bio
hipocampo (Fig. 14 A e B) dos animais. Além dissdratamento com o inibidor da
FAAH, o qual foi capaz de mimetizar os efeitos congamentais do exercicio, promoveu
um efeito semelhante em animais sedentarios. Deafetambém semelhante ao resultado

comportamental, os efeitos do exercicio foram ingmd em animais tratados com o
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antagonista CB Estes resultados sugerem que o receptqrédBiportante para mediar a

sinalizacdo endocanabindide durante o exercicio.

De forma interessante, a associacdo do exercisicofiao tratamento com
URB597 promoveu uma reducao na expressao do recepipsugerindo que talvez haja

uma alca de retroalimentacdo de endocanabinoites aexpressao do receptor:CB
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Figura 14: O receptor CBl € importante para a sinalizagdo canabindide duraet o

exercicio fisicofA) O exercicio fisico e o tratamento com URB59urathte 7 dias, induziram

um aumento na expresséo do receptor @ hipocampo dos animais. O tratamento com o
antagonista Cppreveniu este aumento. A associacdo do treinanma@moo tratamento com
URB597 induziu umasubregulacdo do receptor CB (B) Imunoblots representativos
demonstrando a expressado do receptor, €l cada grupo experimental. Os dados sé&o

expressos como média * erradréo, n = -6 em cada grupo. * P <0,05, ** P <0,

A respeito da expressao do receptor, @Bg. 15 A e B) nenhuma alteracao foi
encontrada (exercicio:; k=0.0009; tratamentos:; k=0.02368; interacao: =0.2874;
ns) sugerindo que apenas o0 receptor; @necessario para mediar a sinalizagdo

canabinodide durante o exercicio.
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Figura 15: A expresséo do receptor Canéo é alterada durante o exercicio fisicqA)

Nem o exercicio fisico nem os tratamentos com AM@51JRB597 alteraram a expressao

do receptor C?no hipocampo dos animais. (B) Imunoblots repregimas demonstrando a

expressédo do receptor cem cada grupo experimental. N = 5-6 em cada grupo.

O receptor CB é necessario para a expressao hipocampal de BDiNfukida pelo

exercicio

Na tentativa de elucidar um possivel mecanismo pmgplal a sinalizacdo
canabindide pudesse mediar o efeito promnésico x#ocieio, decidimos avaliar a
expressao hipocampal de um marcador de plasticisiadetica, o BDNF. A analise de
variancia de duas vias detectou uma interacdo enéeercicio fisico e os tratamentos
(F218 =, 5.265, p = 0,0158) e um efeito significativo tatamento (F1g = 7,266, p =
0,0049). Além disso, houve uma tendéncia paracethit exercicio (Fig = 3,728, p =
0,0694). A analisgpost-hocconfirmou que o exercicio fisico induziu um aunosent
expressdao de BDNF no hipocampo dos animais. Do mespdo, o tratamento com
URB597, o qual mimetizou o efeito promnésico dorex®, foi capaz de induzir um
aumento na expressdo de BDNF em animais sedentémiosomo em animais treinados

(Fig. 16 A e B). De acordo com o resultado da tadsf memaria espacial, 0 aumento da

39



Resultados

expressdo de BDNF induzida pelo exercicio foi ing@dem animais tratados com o

antagonista CB(Fig. 16 A e B), sugerindo que a sinalizacdo centatle durante o

exercicio € mediada pelo BDNF.
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Figura 16: O receptor CBl € importante para a expressao do BDNF induzida pel

exercicio(A) O exercicio fisico associado ou ndo ao tratdameom URB597, durante 7 dias,
induziu um aumento na expressao de BDNF no hipocashgg animais. O tratamento com o

antagonista CF preveniu este aumento. (B) Imunoblots represemtidemonstrando a

expressdo de BDNF em cada grupo experimental. @ssdsfio expressos como média + erro
padrédo, n =4 em cada grupo. * P <0,05, ** P <0,01.

As neurotrofinas NGF, NT3 e NT4 néo sao alteradaal@ exercicio

Pelo fato do BDNF pertencer a familia das neurotasf decidimos avaliar se o
papel em mediar a sinalizagdo canabindide era ®xolua ele ou se haveria o
envolvimento das demais proteinas que compdemfasgha, como o NGF a NT3 e a
NT4. A analise de variancia de duas vias seguittatpste deBonferronimostrou que os
tratamentos com AM251 e URB597 (NGhR;2E0.3579; ns; NT3: »=1.993; ns; NT4:
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F2.25=1.932; ns) assim como o protocolo de exercicilizatdo (NGF: k,60.2115; ns;
NT3: k1 2,~=0.04831; ns; NT4: £5=0.3133; ns) ndo foram capazes de alterar os rdeeis
nenhuma das neurotrofinas avaliadas (Figura 17 A 8), sugerindo que apenas o

BDNF esta envolvido com a sinalizacdo canabinoidante o exercicio.
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Figura 17: Os niveis das neurotrofinas (NGF, NT3 eéNT4) ndo sdo alterados pelo
exercicio.(A) Nem o exercicio fisico nem os tratamentos @&viR51 ou URB597 alteraram
os niveis de NGF, (B) NT3 e (C) NT4 no hipocampg daimais. Os dados sdo expressos
como média + erro padrédo, n = 4 - 6 em cada grupo<0,05, ** P <0,01.
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O receptor CB € importante para a proliferacao celular e neuraggse induzida pelo

exercicio fisico

Como os resultados anteriores mostraram que azsigab canabindide durante
o exercicio fisico € mediada pelo BDNF, decidimogestigar a proliferacdo celular
hipocampal e identificar o fendtipo das célulagrgualmente, proliferadas (astrocitos e
neurdnios), ja que o aumento da formacédo de neagdmeurogénese), assim como o
evento de proliferacdo celular, por si, sdo fen@adortemente associados ao BDNF

(Park e Poo, 2013) e envolvidos na formacao de miargdillman et al, 2008).

Como pode ser observado nas figuras 18, 19 e 2@exicio assim como o
tratamento com o URB597 associado ou ndo ao ekeioituziu um aumento tanto na
proliferacéo celular (figura 18 A e B) quanto na@glliogénese — formacédo de astrocitos
- (figura 19 A e B) e neurogénese (figura 20 A)enB giro denteado dos animais. De
forma semelhante ao encontrado para a expressaBDiN- e para o resultado
comportamental (efeito promnésico) o tratamento ooamtagonista CBpreveniu esses
aumentos, indicando que a sinalizagdo canabinaicente o exercicio é importante para
mediar os eventos de proliferagdo celular, astayghese e neurogénese hipocampal
Esses resultados sugerem ainda que a neurogédeg@a pelo exercicio pode ser um

dos mecanismos pelos quais 0 BDNF medeia a mettaonaemadria dos animais.
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Figura 18: O receptor CB1 € importante para a proliferacdo celular hipocampéinduzida pelo exercicio

fisico. (A) O exercicio fisico associado ou ndo ao tratameom URB597, durante 7 dias, induziu um

aumento na proliferacdo celular no giro denteadoatvmais. O tratamento com o antagonistall @Bveniu

este aumento. (B) Imagens representativas demodeteamarcacéo de células BrdU+ (verde) em cadzogru
experimental. Os dados sdo expressos como média padrdo, n = 5-6 em cada grupo. * P <0,05, *** P
<0,001.
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Figura 19: O receptor CB € importante para a formacgao de astrocitos induzia pelo exercicio fisic¢A)

O exercicio fisico associado ou ndo ao tratameono URB597, durante 7 dias, induziu aumento na -astro

gliogénese no giro denteado dos animais. O tratemmm o antagonista CEEpreveniu este aumento. (B)

Imagens representativas demonstrando a co-locatizagul claro, seta vermelha) de células BrdU+d@)ee
células GFAP+ (azul), em cada grupo experimentald&los sdo expressos como média * erro padrab; n =
6 em cada grupo. * P <0,05, *** P <0,001.
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Figura 20: A neurogénese induzida pelo exercicio é dependerda sinalizagédo canabin6id(A) O exercicio
fisico associado ou ndo ao tratamento com URB5®2&nte 7 dias, induziu um aumento da neurogéneg@mo
denteado dos animais. O tratamento com o antago@Btpreveniu este aumento. (B) Imagens representativas
demonstrando a co-localizagdo (amarelo e setasdspde células BrdU+ (verde) e células NeuN+ (ednn)

em cada grupo experimental. Os dados séo expressus média + erro padrdo, n = 5-6 em cada grupoP**
<0,001.
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Antagonistas CB e inibidores da FAAH ndo apresentam efeito sobreanportamento
de ansiedade (tipo-ansioso)ou atividade locomotesaontanea 24 horas apés sua

administracao

Uma vez que o tratamento com antagonistas do @c&f;, bem como com
inibidores da FAAH, poderiam interferir, em poucogiutos com 0s comportamentos,
locomotor e “tipo-ansiedade” dos animais (Morestaal, 2008), decidimos avaliar os
efeitos destas drogas 24 horas apdés a sua adengdisir A Figura 21 mostra o
comportamento dos animais 24 horas apos o tratancent o antagonista GBAM251
e com o inibidor da FAAH, URB597. Como mostradooptste do labirinto em cruz
elevado (fig. 21 A e B, respectivamente), o conguento dos animais tratados com
AM251 ou URB597 néo diferiu dos animais controlgtados com veiculo para % de
tempo dispendido nos bracos abertos, uma medideodportamento tipo-ansiedade
(exercicio: k2= 0,1300; tratamento:,Fg= 0,7640; interacdo:Fs= 1,163, ns) ou para
0 numero de entradas nos bracos fechados, uma aneldidatividade locomotora
(exercicio: k3= 1,666; tratamento:F 25 = 3,150; interacdo: J»s= 0,01531; ns). Da
mesma forma, quando os animais foram avaliadogerealo campo aberto, nenhuma
diferenca foi encontrada no tempo gasto no quael@aritral (figura 21 C) (exercicioi F
28 = 2,126; tratamento: Jhg = 1,364; interacdo: J»s = 0,1588, ns) e no namero de
cruzamentos (figura 21 D) (exercicioy g = 0,7207; tratamento: ;s = 0,3875;
interacdo: ks = 0,3302, ns) o que sugere que essas drogas taméeénafetaram a

atividade motora basal dos animais.
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Figura 21: Antagonistas do receptor CI_? ou inibidores da FAAH ndo apresentam efeitos

sobre o comportamento de ansiedade (tipo-ansiosoprgvidade locomotora 24 horas apoés a
administracdo. (A) N&o houve diferenca no tempo gasto pelos asimas bragos abertos do
labirinto em cruz elevado vinte e quatro horas apdss de tratamento com AM251 e URB597.
(B) N&o houve diferenca entre o nimero de entradasbracos fechados no labirinto em cruz
elevado. (C) Nao houve diferenca no tempo gastguaglrante central do campo aberto. (D) Nao
houve diferenca na distancia total percorrida nmpza aberto. Os dados sdo expressos como

média +* erro padrdo, n = 5-6 em cada grupo.
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Discusséao

No presente estudo, o exercicio fisico na esta@racdpaz de melhorar a
memoria espacial em camundongos. Este efeito fevemido pelo tratamento
simultdneo com o antagonista do receptorn,G8VI251, indicando que a sinalizacdo
endocanabindide é importante para mediar o efetmpésico induzido pelo exercicio.
De acordo com isso, este efeito foi mimetizado aimais sedentéarios pelo tratamento
com o inibidor da FAAH, o URB597. Além disso, o eieio fisico promoveu aumento
da expressao hipocampal do receptorn @Blo BDNF (sem interferir com as demais
neurotrofinas), bem como induziu um aumento nafpraldo celular, astro-gliogénese
e neurogénese no giro denteado desses animais. d3mamforma que os dados
comportamentais, estas alteracdes moleculares fiongedidas pelo tratamento com o
AM251 e reproduzidas em animais sedentarios tratadm o URB597. A memaria de
trabalho, os comportamentos indicativos de fendttgm-depressivo” e as respostas
relacionadas com a ansiedade e atividade locomptraaneceram inalteradas apés o

exercicio ou tratamento com as drogas.

O efeito benéfico do exercicio sobre a memoria éstacordo com trabalhos
anteriores, nos quais 0 mesmo melhorou func¢desto@mhipocampo-dependentes em
roedores (O'callaghaet al, 2007; Griffinet al, 2009). Apesar disso, no nosso estudo o
exercicio ndo afetou a memodria de trabalho. Tal faade ser explicado por, pelo
menos, duas razdes: Primeiro, por um maior recenéorndo cortex pré-frontal, em vez
do hipocampo, neste tipo de tarefa de memoria (@skiyet al, 2011) e, segundo, por
uma variabilidade dos parametros inerentes ao iex@@omo a intensidade, duracéo e

modalidade do exercicio em questao (Ktal, 2003). Embora esteja bem estabelecido
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que o hipocampo participa direta ou indiretamemetedas as tarefas de memodria
utilizados neste estudo, ainda existe controv&sslae o grau de importancia dessa
estrutura na memoéria de trabalho. Neste contexgmna estudos tém ressaltado a
importancia do coértex pré-frontal para o processameognitivo (Niwaet al, 2010;

Zoubovskyet al, 2011). Por exemplo, Niwet al (2009), em um estudo que objetivou
criar um modelo animal para estudar esquizofreelacionaram a redugdo da proteina
DISC; (disrupted in schizophrenia) lem neurbnios piramidais do cortex pré-frontal
com alteracbes comportamentais relacionadas aecgzamento da informacdo e da

cognicéo (Niweet al, 2010).

Além disso, conforme mencionado anteriormente, osutestudos também
demonstraram que pequenas alteracdes no protoe@retcicio podem afetar de forma
diferente os parametros cognitivos. Evidénciasntesesugerem que, dependendo da
modalidade (natacdo ou esteira), o protocolo deceie precisa ter duracéo diferente
para ser capaz de induzir efeitos pro-cognitivaffigret al, 2009; Drumondet al,
2012). Kimet al (2003), em um estudo que avaliou o impacto derelites protocolos
de exercicio fisico na esteira sobre a proliferagglolar hipocampal de ratos, também
encontraram que, dependendo do tempo e da intelesidaexercicio pode ter efeitos
significativamente diferentes (Kimt al, 2003). Assim, é provavel que o protocolo de
exercicio utilizado em nosso estudo tenha sidowstBg para induzir alteracdes capazes
de promover a melhora da memdria espacial, maste@oa sido suficiente para

potencializar (ja que néo houve déficit) a memdaarabalho.

Além disso, nossos resultados sugerem que o plotam exercicio fisico
utilizado afetou, principalmente, a regiao dorsalhibocampo dos animais, haja vista

que a principal funcéo cognitiva mediada por essgdgm (memoria espacial) (Fanselow
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e Dong, 2010) foi a Unica que sofreu alteracdo &s68 dias de exercicio. De acordo
com isso, nenhuma diferencga foi encontrada eméaelag desempenho dos animais nos
testes de suspensdo da cauda e nado forcado &5 pamise tratarem de tarefas
emocionalmente motivadas, sé&o frequentemente asigscia porcdo ventral do
hipocampo (Fanselow e Dong, 2010). De fato, redo#aobtidos anteriormente
mostraram que algumas regides/por¢des cerebraima@osusceptiveis aos efeitos do
exercicio que outras, como é o caso do hipocanftexcposterior e médio (Neepetr

al., 1996).

Os mecanismos pelos quais o exercicio fisico faalimemoéria espacial ainda
nao sao bem definidos, mas acredita-se que alguare$ possam estar envolvidos,
como a producédo de BDNF (Griffeet al, 2009; Ferreiraet al, 2011) a potencializag&o
da transmissao glutamatérgica (O'callagbial, 2007; Liuet al, 2011), a proliferacao
celular (Van Praagt al, 1999; Ferreirat al, 2011) e a neurogénese (Ustaal, 2006).

No que diz respeito ao sistema endocanabindidessonestudo mostrou que a melhora
da memoria espacial induzida pelo exercicio foigdiga pelo bloqueio simultaneo do
receptor CB com o AM251 e facilitada em animais sedentaride pratamento com o
URB597 o que indica que, pelo menos em parte, oeatonda sinalizacao

endocanabindide contribui para o efeito promnédaexercicio.

O fato de n6s nado termos observado uma melhoréadicna memoria dos
animais treinados e tratados simultaneamente com59R pode ser devido a uma
limitacdo do método de avaliacdo utilizado ou a ywssivel saturacdo dos receptores

CB; mediante os niveis muito elevados de anandamida.
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Os nossos achados podem ser suportados por vatiooe que demonstraram
que o exercicio fisico induz aumento dos niveigutantes de endocanabindides
(especialmente da anandamida) (Sparihgl, 2003; Raichleret al, 2012; Raichleret
al., 2013), além de ativar a sinalizacdo mediada pdeptor CB (Hill et al, 2010), a
qual parece ser essencial para uma série de evaltdares e moleculares importantes
para o processo de aprendizado e memoaria tais eofoomacao de LTP (Lirt al,
2011; Madronakt al, 2012), a produgéo de neurotrofinas (Butovekwl, 2005; Aso
et al, 2008) e a proliferacao celular/neurogénese (Agudl, 2005; Aguadeet al,

2007; Hill et al, 2010).

No que diz respeito a facilitacdo da transmissddoesnabindide, outros
trabalhos também encontraram resultados positivos relacdo ao desempenho
cognitivo de animais. Por exemplo, a elevacado desisicerebrais de anandamida, seja
através de delecdo genética ou da inibicdo farrdgmal da FAAH, pode resultar na
facilitacdo de processos de extingdo de memoérlabionto aquéatico de Morris (Varvel
et al, 2007). Resultados semelhantes também foram eadostem relacdo a aquisicéo

da memoria no aprendizado de esquiva passiva (Magtzal, 2009).

A fim de reforcar os presentes resultados, buscaemzentrar alteracdes
moleculares que pudessem estar relacionadas @0 efenportamental induzido pelo
exercicio. Dessa forma, realizamos a avaliacdoxpgeessao hipocampal dos receptores
canabinoides, CBe CB, bem como a expressdao de uma importante neurarofin
utilizada como marcador de plasticidade sinaptc@DNF. NOs observamos que tanto
a expressao de GBjuanto a expressao de BDNF foram aumentados ap¥eroicio e,
que esses aumentos foram prevenidos pelo blogueigedeptor CB durante a

realizacdo do exercicio. Além disso, todos essaefforam mimetizados em animais
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sedentarios pelo tratamento com o URB597. Comoradpe o exercicio fisico
associado ao tratamento com URB597 resultou enmegulacéo do receptor GBem

linha com a nossa hipotese da saturacao dos reegii&.

N&o foram observadas quaisquer alteracbes em oedagfpressao do receptor
CB; no hipocampo dos animais. Tal fato também ja sparado, uma vez que tanto sua
expressao quanto funcdo estdo relacionadas a taspofiamatorias (Munreet al,
1993; Deroccet al, 1995; Galieguet al, 1995; Carlislest al, 2002). Embora existam
trabalhos mostrando a existéncia de imunoreatieiddal receptor CBem algumas
regides da formacéo hipocampal (Gaigal, 2006; Brusceet al, 2008) e em culturas
de neurbnios (Onaiwet al, 2006) o papel funcional desse receptor no SNGaaido é
bem entendido (Atwood e Mackie, 2010). Um dos ffai® que, recentemente,
apresentou evidéncias mostrando o envolvimento doeptor CB com o0
funcionamento hipocampal sugere que ele pode geriamte para a consolidacdo de

memorias aversivas (Garcia-Gutieregzal, 2013).

A possibilidade de que os resultados encontradaste nestudo sejam
secundérios a fatores relacionados a ansiedadeatividade locomotora dos animais
foi descartada ap0s a realizacdo dos testes campamtais adequados. Dessa forma,
estes resultados expandem as investigacoes negh® eamostram que a facilitacdo da
sinalizagdo endocanabindide € necessaria para aci@me atuar como um

potencializador/facilitador cognitivo.

Trabalhos anteriores também relataram aumentoapie CB em roedores
apos o exercicio. Animais expostos ao ambienteqeacido e a roda de corrida

voluntaria apresentaram aumento na transcricdo N Rensageiro para o receptor
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CB; no hipocampo (Wolft al, 2010). Hill et al (2010) também mostraram que o
exercicio voluntéario aumenta a ligacdo do rece®rno hipocampo de camundongos

(Hill et al, 2010).

Neste contexto seria plausivel especular a existéde uma algca de
retroalimentacdo entre endocanabindides e a edureks receptor CB Dessa forma
estimulos capazes de induzir aumento nos niveigndadamida (como o exercicio)
deveriam induzir, em curto prazo, aumento na espresle receptores ¢Bao passo
que estimulos de grande magnitude (por exemplbzaedo de exercicio associado ao
tratamento com URB597 ou tratamentos duradouros icobidores da FAAH ou
agonistas CB deveriam levar ao efeito oposto, provavelmente ipoluzir uma

superativacao do receptor GBsua consequente internalizacdo (subregulacéo).

Consistentemente com essa ideia, alguns trabalhostraram que a
administracdo repetida de URB597 (Maral, 2009) e de agonistas canabindides
(Romeroet al, 1998; Sim-Sellet al, 2006) diminuem dinding do receptor CBno
hipocampo de camundongos. Similarmente, a redugéxpressédo de receptores;CB
também ocorre no hipocampo de animais submetidasmalongo programa de

treinamento fisico (Gomes Da Sileaal, 2010).

Nosso estudo também mostrou que a ativacdo dotoec€®,, durante o
exercicio, parece ser importante para desencadegroducdo de BDNF e,
consequentemente, o efeito pro-cognitivo. Como ®BI[& uma neurotrofinas capaz de
mediar varios processos celulares no cérebro deiferas (Park e Poo, 2013) €

possivel que ele tenha sido o responsavel em mediteito promnésico do exercicio,
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possivelmente, por induzir o processo de proli@oacgcelular e neurogénese

hipocampal.

Em concordancia com essa hipétese, o tratamentoAdd@b1 foi capaz de
bloquear tanto o efeito promnésico induzido pelereixio quanto a expressdo de
BDNF. Além disso, o antagonismo do receptor;C#urante 7 dias de exercicio na
esteira, preveniu a proliferagédo celular, a aslimygnense e a neurogénese hipocampal.
Tal fato é bastante aceitavel uma vez que o BDNMPBaintado como capaz de mediar
varios eventos celulares, incluindo o crescimentodiferenciacdo neuronal, a
plasticidade sinaptica e funcdes cognitivas esfpieatas (Park e Poo, 2013). Kieh al
(2014), em um estudo recente, que utilizou um nwdelimal para a doenca de
Alzheimer (A325-35), mostraram que 0 exercicio fisico realizadesteira, durante 4
semanas, melhora a memoaria de curta duracédo dosianprovavelmente, por induzir

aumento na expressao de BDNF e neurogénese hipakgfnp et al, 2014).

O fato de ndo termos encontrado nenhuma alteragéiiveis hipocampais
dos demais fatores troficos (NT3, NT4 e NGF) ap@&xercicio coloca o BDNF como
uma neurotrofina chave para mediar os efeitos ddsanabindides sobre a melhora da
memoéria espacial induzida pelo exercicio. Em relagdauséncia de alteracdo na
expressao das outras neurotrofinas apos o exertigmlhos anteriores encontraram
resultados semelhantes (Moltestial, 2002; Ogborn e Gardiner, 2010; Keedtral,

2012).

Apesar de nds nao termos realizado experimentod@menstram uma relacéo
causal entre a reducdo na expressdo do BDNF ereéncia de déficts de memoria,

evidéncias obtidas em estudos com humanos tambgenesn que o mecanismo pelo
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qual os endocanabindides medeiam os efeitos dacieiersobre os sintomas da

depresséao é dependente da expressao do BDNF (Heyragr2012).

Hill et al (2010) em um estudo que avaliou o papel do ssstnabindide em
mediar a proliferagdo celular hipocampal induziééopexercicio voluntério, também
mostrou que sinalizagdo canabindide endogena @ucaekercicio € fundamental para a
ocorréncia desse fendbmeno (Htlal, 2010), sustentando a ideia de que o BDNF possa
ser o mediador da sinalizagdo canabindide durargeeccicio. De acordo com isso,
outros trabalhos também mostraram que a auséndaiacdptor CB esta relacionada a
um prejuizo emocional e a uma reducgdo dos nivpischmpais do BDNF (Aset al,
2008) o que sugere uma importante ligacdo enttevacéo do receptor GBe o papel
crucial desempenhado pelo BDNF em mediar respasigsitivas (Griffin et al,

2009)/emocionais (Aset al, 2008).

Em conjunto, 0s nossos resultados sugerem quetemsi endocanabindide
medeia o efeito promésico do exercicio atravésrddugdao de BDNF, supostamente,
por interferir com vias intracelulares diretamentgacionadas ao controle da

neurogénese hipocampal.
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Conclusao

Enquanto substancias exdégenas que ativam diretanentreceptores GB
prejudicam a fungcao hipocampal (Hoffmanal, 2007) e o aprendizado (Lichtman
al., 1995), o presente estudo revelou que a facibtalgéisinalizacdo endocanabindide,
por sete dias, através do exercicio fisico ou daciio FAAH, melhora a memdria
espacial de curta duracdo em animais. Os nossdtadkss também fornecem evidéncia
gue o aumento da expressao do BDNF possa ser umea@nismos envolvidos nesse

processo, possivelmente por induzir proliferacdolaee neurogénese hipocampal.
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Anexos

ANEXO |

PRODUCOES BIBLIOGRAFICAS DIRETAMENTE RELACIONADAS A TESE:

e Artigo Publicado: Hippocampus, 2014 A Role for the Endocannabinoid System in

Exercise-Induced Spatial Memory Enhancement in Mice

e 2° Lugar - Prémio Juarez Aranha Ricardo, SBNeC 2013Involvement of the

endocannabinoid system in promnesic effect indbgghysical exercise;

ANEXO Il

PRODUCOES BIBLIOGRAFICAS AFINS A TESE:

* a) Artigo Publicado (colaboracgéo):Journal of Neurochemistry, 2023wim training
attenuates oxidative damage andpromotes neurogiotein cerebral cortical slices

submitted to oxygenglucose deprivation.
e b) Artigo Publicado (colaboragdo): Journal of Neurochemistry, 2014

Neuroprotective effect of exercise in rat hippocamslices submitted to in vitro

ischemia is promoted by decrease of glutamate selead pro-apoptotic markers.
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