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RESUMO

Uma vez que situacdes estressantes sdo consideradas fatores de risco para o
desenvolvimento de depressdo e que ha poucos estudos avaliando terapias
preventivas para o desenvolvimento dessa doenga, no presente estudo
avaliamos o efeito do exercicio fisico prévio em animais submetidos ao
estresse crénico variado (ECV), um modelo animal de depressao, sobre tarefas
comportamentais (campo aberto e esquiva inibitéria) e alguns paréametros
bioquimicos e moleculares (estresse oxidativo e a atividade, o imunoconteudo
e a expressdo génica da enzima Na®*, K’'-ATPase) em amigdala e hipocampo
de ratos. Adicionalmente avaliamos o peso corporeo dos animais ao longo do
experimento e parametros de estresse oxidativo em coragao de ratos machos e
fémeas. Ratos jovens foram randomizados em 4 grupos de estudo (controle,
exercitado, estressado, exercitado + estressado). Os animais foram submetidos
ao exercicio fisico em esteira controlada durante 20 minutos, trés vezes por
semana, durante dois meses antes da submissao ao ECV (durante 40 dias). Os
resultados mostraram que o ECV prejudicou a memoria aversiva, 24 horas e 7
dias apds a sessao de treino. O ECV aumentou espécies reativas,
lipoperoxidagdo, dano a proteinas e diminui a atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase e catalase, assim como diminuiu a
atividade da Na®, K'-ATPase, mas ndo alterou o seu imunoconteudo e a
expressao génica das subunidades cataliticas em estruturas cerebrais. O ECV
prejudicou o ganho de peso corporeo e aumentou a peroxidagao lipidica em
coracao de ratos machos. O exercicio fisico prévio foi eficaz em melhorar o
desempenho na tarefa de esquiva inibitoria 24 horas apods o treinamento; e
preveniu o dano oxidativo, mas n&o preveniu completamente as alteracdes
observadas nas atividades das enzimas superéxido dismutase, catalase e Na”,
K*-ATPase em estruturas cerebrais. Nao foi eficaz em prevenir o prejuizo no
ganho de peso corpéreo e a peroxidagao lipidica em coragéo de ratos machos.
Nossos resultados sugerem que o exercicio fisico durante o periodo de
desenvolvimento pode proteger os prejuizos na memoria aversiva e o dano
oxidativo cerebral causado pela exposicdo ao estresse crénico ao longo da
vida.



ABSTRACT

Since stressful situations are considered risk factors for the development of
depression and there are few studies evaluating preventive therapies for the
development of this disease, in the present study we evaluated the effect of
previous physical exercise in animals submitted to varied chronic stress (CVS),
an animal model of depression, on behavior tasks (open field and inhibitory
avoidance tasks) and some biochemical and molecular parameters (oxidative
stress and activity, immunocontent and gene expression of Na®, K'-ATPase
enzyme) in amygdala and hippocampus of rats. Additionally we evaluate the
body weight of the animals throughout the experiment and parameters of
oxidative stress in heart of male and female rats. Young rats were randomized
into 4 study groups (control, exercised, stressed, exercised + stressed). The
animals were subjected to controlled exercise treadmill for 20 minutes, three
times a week, for two months prior to submission to CVS (during 40 days).
Results show that CVS impaired performance in inhibitory avoidance at 24 h
and 7 days after the training session. CVS induced oxidative stress, increasing
reactive species, lipoperoxidation and protein damage, and decreasing the
activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase and catalase, as well as
decreased activity of Na*, K*-ATPase, but did not change immunocontents and
gene expression of catalytic subunits in brain structures. CVS impair body
weight gain and increased lipid peroxidation in heart of male rats. Previous
physical exercise was able to improve performance in inhibitory avoidance task
at 24 h after training; additionally, exercise prevented oxidative damage, but
was unable to completely prevent the changes observed on activity of enzymes
superoxide dismutase, catalase and Na*, K’-ATPase in brain structures. It was
not effective in prevent decrease in body weight gain and lipid peroxidation in
heart of male rats. Our findings suggest that physical exercise during the
developmental period may protect against aversive memory impairment and
brain oxidative damage caused by chronic stress exposure later in life.
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1.1 Depressao

A depressdao € considerada uma das doencas psiquiatricas mais
prevalentes e incapacitantes que acometem a populagdo mundial, afetando
negativamente a qualidade de vida dos individuos afetados. Pessoas
deprimidas podem apresentar dificuldades na percepcéo e cuidado com o seu
bem estar e saude, déficits de interagcdo no ambiente de trabalho e nas
relagdes interpessoais, assim como pior desempenho cognitivo e académico
(Blumenthal et al., 2012; Papakostas et al., 2004). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) aproximadamente 350 milhdes de pessoas, em todo
o0 mundo, sofrem com este transtorno. Ele € mais frequente em pessoas do
sexo feminino que em pessoas do sexo masculino, cuja incidéncia é de duas
mulheres para um homem. A maioria dos casos depressivos tem inicio entre os
20 e 40 anos de idade, entretanto, a depressao pode acometer pessoas das
mais diversas faixas etarias. Pessoas depressivas apresentam maiores
chances de cometer suicidio, e este € um dos pontos criticos da doenca, pois o
pensamento recorrente de morte acaba por causar maiores transtornos ao
meio no qual a pessoa esta inserida. Estima-se que a cada ano mais de 800
mil pessoas se suicidem, sendo essa a segunda maior causa de morte entre
pessoas de 15 a 29 anos de vida (WHO, 2016a). Além disso, o
desenvolvimento de depressdo tem sido relacionado a fatores genéticos,
biolégicos e sociais, assim como a dificuldades em lidar com situagdes
estressantes como traumas de infancia e morte, estresse, cobrancgas e pressao

psicolégica (Lopresti et al., 2013; WHO, 2016a).

Estudos mostram que episédios depressivos ndo tratados, ou pessoas

que apresentaram um episodio depressivo tém maiores chances de apresentar
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um novo episodio depressivo ao longo da vida. Além disso, criangas que
apresentaram depressdo na infancia podem se tornar adultos depressivos.
Sendo assim, essa doenga pode se apresentar de forma recorrente ao longo
da vida (Juruena et al., 2015; Mcintyre and O’Donovan, 2004; Talarowska et

al., 2014).

A depressao é diagnosticada com base no DMS-V — Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorder, manual para diagnostico de transtornos
mentais. Ela é caracterizada pelo sentir-se deprimido na maior parte do tempo
ou entao pela falta de motivacado para desenvolver tarefas cotidianas, de forma
persistente por um periodo de pelo menos duas semanas. Além disso, os
sintomas depressivos relacionados sdo a anedonia (que é o interesse
diminuido ou perda de prazer para realizar as atividades consideradas
rotineiras), a sensacdo de inutilidade ou culpa excessiva, a dificuldade de
concentragédo (aptiddao diminuida para pensar e concentrar-se), a fadiga ou
perda de energia, disturbios do sono (insbnia ou hipersonia), problemas
psicomotores (agitagdo ou retardo psicomotor), perda ou ganho de peso de
forma significativa na auséncia de regime alimentar e a ideacao recorrente de
morte ou suicidio (DMS — V — Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorder, Fifth Ed — WHO) (WHO, 2016b).

O desenvolvimento da depressdao tem sido relacionado a fatores
genéticos, estresse diario e dificuldades emocionais, além de altera¢des
endocrinas (como hipertireoidismo e hipercortisolemia, com consequente
aumento da atividade do eixo Hipdfise-Pituitaria-Adrenal — HPA) (Chang et al.,
2015; Ron De Kloet et al., 2005), cancer, efeitos adversos de medicamentos

(Aldea et al., 2014; Evans et al., 2005). Diversas regides do cortex cerebral,
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assim como as conexdes neuronais que ocorrem entre elas e agem sobre as
emocgdes e sobre as funcbes executivas estdo envolvidas na depressao.
Alteragbes nessas estruturas e no sistema limbico tém sido relacionadas com a
depressdo. Além disso, essas regides estdo envolvidas com cognigdo e
emocdo, que sdo prejudicadas pela depressao (Drevets, 1999; Esperidido-
Antonio et al., 2008). Alguns estudos post-morfem apontam alteragdes
genéticas, bioquimicas e celulares em estruturas corticais (como cortex pré-
frontal, hipocampo e amigdala) de pacientes depressivos (Furczyk et al., 2013).
Pacientes com depressao, assim como pacientes suicidas apresentam
alteragdes no volume hipocampal, além de alteracbes em cortex pré-frontal,
cortex temporal, sem apresentar diferengas no volume de outras regides como
amigdala, nucleo caudado, estruturas limbicas e ganglios da base (Gosnell et

al., 2016; Malykhin and Coupland, 2015; Ota et al., 2016).

Os principais tratamentos para a depressdo sao o farmacolégico com
medicamentos antidepressivos (como os inibidores seletivos da recaptagéo de
serotonina, antidepressivos triciclicos e os inibidores da Monoaminaoxidase) e
as psicoterapias (que incluem a terapias interpessoal, cognitiva e
comportamental). Apesar das inumeras possibilidades e combinacdes
farmacologicas e terapéuticas, o tratamento farmacoldgico apresenta uma
pequena taxa de resposta no tratamento inicial, onde em torno de 50% dos
pacientes nido respondem de forma adequada a terapia medicamentosa

(Sartorius et al., 2007).

A depressao tem sido relacionada ao desenvolvimento de uma série de
doencgas, assim como as cardiovasculares e outros transtornos mentais, como

Alzheimer e deméncia (Gutzmann and Qazi, 2015; Serrano et al., 2011; Zhao
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et al., 2016). Pessoas com depressado tem uma maior propensao a sofrer um
infarto agudo do miocardio (IAM), um acidente vascular cerebral (AVC), ou
apresentar problemas de pressdo sanguinea. Em contra partida, o seu
desenvolvimento pode também se dar em decorréncia de outra enfermidade
presente. Pessoas que sofreram um IAM ou entdo um AVC tem maiores
chances de desenvolver depressdo, ou apresentar episodios depressivos.
Todavia, ndo existe um consenso entre causa ou consequéncia em muitos
casos. A presenga dessas comorbidades agrava ainda mais o estado de saude
da pessoa, e gera um pior progndéstico; mostrando que em muitos casos a
depressao pode ser uma consequéncia de um transtorno existente assim como
pode ser o fator desencadeante de outra doenga (Aydin Sunbul et al., 2017;
Hopper et al., 2016; Mourao et al., 2016; Sokoreli et al., 2016; Zhao et al.,

2016).

Por isso, o desenvolvimento de programas para a prevengao do seu
desenvolvimento € de extrema importancia para o bem estar social e para a

melhoria da qualidade de vida das pessoas.



1.2Estresse Cronico Variado

O modelo de estresse cronico variado (ECV) tem sido amplamente
utilizado para o estudo da depressdo em modelos animais de roedores (Crema
et al., 2010; Gamaro et al., 2003b; Manoli et al., 2000; Tagliari et al., 2011a,
2011b). O ECV possui como caracteristica a imprevisibilidade, e tem como foco
reproduzir os principais sinais e sintomas da depressdo em modelos animais.
Esse modelo mimetiza de forma realista os mais variados estressores da vida
diaria, e a anedonia, que € um dos principais sintomas da depressao, € o foco
central do modelo (Manoli et al., 2000; Willner, 2005). Nele, os animais sao
expostos diariamente a diferentes estressores, a fim de reduzir possiveis
adaptagdes do animal ao estresse (Fernando and Robbins, 2011; Marin et al.,

2007).

O ECV altera parametros oxidativos em estruturas cerebrais de ratos,
além de alterar a atividade de enzimas importantes para o funcionamento
cerebral, como a Na*, K'-ATPase e a acetilcolinesterase (Crema et al., 2010;
dos Reis-Lunardelli et al., 2007; Gamaro et al., 2003b; Tagliari et al., 2011b).
Assim como, pode causar alteragdes neuroenddcrinas, que influenciam a
liberacdo de horménios glicocorticoides e do hormdnio adrenocorticotrofico que
estdo envolvidos com a modulagdo da memodria e alteram a homeostase do
organismo (lzquierdo and Dias, 1983). Pesquisas anteriores realizadas em
nosso laboratorio mostram que o ECV (depressdo experimental), diminui a
atividade da enzima butirilcolinesterase em sangue de ratos (Tagliari et al.,
2010a); aumenta parametros inflamatérios (interleucina-1B, interleucina-6 e
fator de necrose tumoral-a), bem como a atividade da enzima

acetilcolinesterase em hipocampo de ratos (Tagliari et al., 2011b). Também
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foram observadas perturbagdes bioenergéticas em cortex pré-frontal e
hipocampo (diminuicdo da atividade dos complexos Il e IV da cadeira
respiratoria) e déficit de memdria nesses animais. A administracdo de
antioxidantes foi capaz de reverter essas alteragdes (Tagliari et al., 2011a,
2010b). Em conjunto, esses dados sugerem que o estresse oxidativo pode
estar envolvido nos danos observados em ratos submetidos ao modelo
experimental de depressdo. Ainda, animais sujeitos a esse modelo
experimental apresentam alteracdes na ingesta alimentar, alteracbes no peso
corporal, relacao adrenal/peso corpéreo aumentado — indicando uma hipertrofia
da glandula suprarrenal, que consequentemente indica um possivel aumento
na secrecdo de corticosterona, um indicativo da perturbagdo do sistema de
estresse (Gamaro et al., 2003a) quando comparados a um grupo de animais
que nao sofreu estresse crénico variado e foi somente manuseado (grupo

controle).

Além disso, situacdes estressantes podem apresentar um papel
fundamental no desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, psiquiatricas
e cardiovasculares, dentre as quais se destacam a hipertenséo, a hipertrofia
cardiaca e a arterosclerose (Ginty and Conklin, 2011). Essas ultimas tém sido
associadas ao aumento da mortalidade precoce de pacientes depressivos
(Hemingway and Marmot, 1999; Marek Matyszczak and Rymaszewska, 2016;
Woulsin et al., 1999). As doengas coronarianas, por exemplo, apresentam uma
prevaléncia trés vezes maior em paciente com depressao do que na populacéo
geral, assim como pacientes depressivos tem uma maior propensdo de
apresentar doencgas coronarianas (Aydin Sunbul et al.,, 2017; Serrano et al.,

2011).
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1.3Comportamento e Memoria Aversiva

Como mencionado acima, a depressdo, assim como o ECV causam
prejuizos e alteragbes comportamentais e de memoéria (Malykhin and
Coupland, 2015; Schwabe et al., 2012; Tagliari et al.,, 2011a). Sabe-se que
estruturas importantes para os processos de memodria e aprendizado estdo
diretamente relacionadas a depressdo. A amigdala cerebral, o hipocampo, o
hipotdlamo e o coértex pré-frontal, sao estruturas relacionadas com a

fisiopatologia da depressao, memoria e medo (lzquierdo et al., 2016).

A amigdala é uma estrutura subcortical extremamente importante para o
armazenamento das informacdes aversivas. A relacdo entre a memoria e
emocgdes negativas tem sido bem documentada e estudada em modelos
animais através da avaliagdo da memodria aversiva (lzquierdo et al., 2016;
Quervain et al., 2016). O hipocampo € outra estrutura cerebral extremamente
importante que esta diretamente relacionada aos processos de memdria, como
aquisi¢cao, consolidacao e evocacéao, sendo relacionado também a ansiedade e

depressao (Izquierdo and Medina, 1997; Schwabe et al., 2012).

Consistentes estudos mostram que a depressdao e o ECV causam
diversas alteracbes nessas estruturas corticais, e estas alteragdes tem sido
relacionadas a presenca de estresse oxidativo (Della et al., 2012; Lopresti et
al., 2013). Ainda, prejuizos nestas estruturas podem estar relacionados aos
déficits cognitivos apresentados pelos pacientes depressivos, uma vez que,
medo e ansiedade estdo diretamente envolvidos com os processos de

formacdo de memoérias (Malykhin and Coupland, 2015; Mello et al., 2009).
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Nesse contexto, a tarefa de esquiva inibitdria, tem sido amplamente utilizada
para avaliar o comportamento e a memoria de roedores em diversos modelos
experimentais que envolvem substédncias acumuladas em erros inatos do
metabolismo (homocisteina e hipoxantina, por exemplo), isquemia, ansiedade e
depressao (Bavaresco et al., 2008; Gamaro et al., 2003b; Izquierdo et al., 2016;
Matte et al., 2009; Netto et al., 1986; Sanches et al., 2013; Wyse et al., 2004;
Zhao et al., 2016; Zinn et al., 2009). Nessa tarefa, os animais sao previamente
treinados e testados em diferentes periodos de tempo, a fim de avaliar o
aprendizado e a memodria baseado no aprendizado através de uma situagao
que lhes causa medo/aversdao. O aparato usado consiste de uma caixa
retangular com uma plataforma e uma malha com barras de metal ligadas a um
choque. Durante a fase de aprendizado, ou aquisicdo da memoria, no treino, o
animal é colocado sobre a plataforma (local que Ihe confere seguranga) e no
momento que o animal deixa a plataforma (coloca as quatro patas sobre as
barras de metal) Ihe é deferido um choque de fraca intensidade, mostrando que
se ele sair da plataforma levara um choque. Durante a fase de avaliagdo do
aprendizado e memoaria, no teste, o animal € novamente colocado sobre a
plataforma, e avalia-se o tempo que o mesmo leva para deixa-la. Essas
medidas sdo usadas como indicativo para avaliar os processos de memodria e

aprendizado.

1.4Estresse Oxidativo

Durante o metabolismo energético, aproximadamente 5% do oxigénio
consumido ndo € completamente reduzido a agua gerando espécies reativas,

que sao subprodutos altamente danosos aos sistemas biologicos. As principais

13



espécies reativas nesses sistemas sdo as de oxigénio (ERO), como o anion
superoxido (‘Oz’), o radical hidroxila (OH’), e os ndo radicais peroxido de
hidrogénio (H20,) e o oxigénio “singlet” ('0,) (Halliwell, 2014, 2012). Da mesma
forma, em outros processos no organismo pode ocorrer a produgao de outras
espécies reativas, as espeécies reativas de nitrogénio (ERN), das quais o 6xido
nitico (NO’) e o peroxinitrito (ONOQO’) sdo as principais (Halliwell and
Whiteman, 2004). Em baixas concentracbes essas espécies reativas
apresentam papéis importantes, na defesa do organismo contra agentes
infecciosos, na regulacdo da sintese proteica e nos processos de sinalizagao
celular (Halliwell and Gutteridge, 2007; Halliwell, 2012). Em condi¢des normais,
nos processos bioldgicos, as espécies reativas geradas podem ser eliminadas

por defesas antioxidantes.

As defesas antioxidantes, responsaveis por eliminar as espécies reativas
formadas podem ser enzimaticas ou nao enzimaticas. As enzimaticas séo
compostas pelas enzimas superoxido dismutase (SOD, que dismuta o anion
superdxido através da reagdo 2 'O, + 2 H" — H,0, + O,), pela catalase (CAT,
que cliva o H,O, através da reacdo 2 H,O, — 2 H,O + O3) e pela glutationa
peroxidase, que decompde o H,0,, através do seu desacoplamento a H,O com
a concomitante oxidacdo da glutationa reduzida (GSH), formando glutationa
oxidada (GSSG, dimero de glutationa), conforme a reagédo: 2 GSH + H,O, -
GSSG + 2 H,0. Por outro lado, as defesas antioxidantes ndo enzimaticas sao
compostas pela GSH, assim como pelas vitaminas E (alfa-tocoferol) e C (acido
ascorbico), e por compostos carotenoides e flavonoides, dentre outros

(Gutteridge and Halliwell, 2010).
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Em algumas doengas, pode ocorrer um desequilibrio na produgado de
espécies reativas e nas capacidades antioxidantes do organismo, e isso pode
causar estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode ocorrer tanto pela
producdo aumentada de espécies reativas, assim como pela diminuigcdo na

capacidade das atividades antioxidantes (Halliwell, 2014).

O estresse oxidativo pode estar relacionado com a adaptacao, o dano e a
morte celular. As células podem se adaptar ao estresse oxidativo moderado,
tolerando a producdo de espécies reativas. Isso pode ocorrer em fungao do
aumento da sintese de moléculas que estdo envolvidas com as defesas
antioxidantes e dessa forma podem reajustar os niveis de substancias que sao
oxidantes e antioxidantes. Nesse contexto, o exercicio fisico tem sido
relacionado por causar adaptagdes teciduais que favorecem as defesas
antioxidantes e controla a produgao de espécies reativas (He et al., 2016). O
aumento da producdo de espécies reativas pode causar danos oxidativos a
lipidios, proteinas, carboidratos e acido desoxirribonucleico (DNA)(Gutteridge
and Halliwell, 2010; Halliwell and Gutteridge, 2007). Nesse contexto, as
membranas biolégicas podem sofrer lipoperoxidagdo que causa alteracdes e
prejudica a fluidez e a seletividade idGnica, além de causar a liberagdo de
produtos nocivos como o malondialdeido, essas alteragcdes também podem
causar prejuizos nas atividades das enzimas e proteinas que estdo ligadas as
membranas celulares. Da mesma forma, proteinas em geral podem ser
oxidadas prejudicando as suas atividades transportadoras e receptoras
(Halliwell and Gutteridge, 2007; Halliwell, 2012). Essa injuria pode ser aguda, e

a célula ou tecido conseguir recuperar a homeostase, ou entdo, pode ser
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cronica e a célula ndo conseguir reverter os danos, sendo levada a morte

celular (por apoptose ou necrose).

O cérebro é um orgao altamente sensivel a produgdo de espécies
reativas e ao estresse oxidativo, apresenta baixas concentracdes de defesas
antioxidantes, alto consumo de oxigénio, apresenta neurotransmissores que
podem sofrer auto-oxidagao (dopamina e serotonina), tem alta taxa de lipidios
poli-insaturados e altas concentracbes de metais, como ferro (que pode
favorecer as Reacgbes de Fenton, aumentando ainda mais o dano oxidativo),
(Halliwell and Whiteman, 2004; Halliwell, 2012, 2006). O efeito do estresse
oxidativo esta bem descrito na patogénese de erros inatos do metabolismo
(Biasibetti et al., 2016; Matte et al., 2009), doengas neurolégicas e psiquiatricas
(Ng et al., 2008), incluindo a depresséao (Tagliari et al., 2011a, 2011b, 20103,
2010b), cardiovasculares (Misra et al., 2009), isquemia, cancer, diabetes e
envelhecimento (Gutteridge and Halliwell, 2010; Halliwell, 2012; Sanches et al.,

2013).

1.5Na’, K*'-ATPase

A Na*, K'-ATPase é uma proteina oligomérica inserida nas membranas
celulares (transmembrana), € amplamente distribuida nos tecidos sendo
responsavel pela manutengéo do gradiente idnico neural (através do transporte
ativo de trés ions de Na* para o meio extracelular e dois ions de K* para o meio
intracelular com concomitante hidrolise de ATP) que gera o potencial de
membrana para as transmissdes sinapticas, regulacdo do volume e pH celular,

simporte de moléculas ligadas ao Na®, como glicose, aminoacidos e
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neurotransmissores. Para isso, demanda de alta taxa energética consumindo
em torno de 60% do ATP formado no cérebro. Ela é altamente sensivel ao
dano oxidativo e sua atividade pode ser inibida pela presenca de radicais livres
(Aperia et al., 2016; Blanco, 2005; Cornelius et al., 2015; Geering, 2008; Suhalil,
2010). O aumento na produgdo de espécies reativas pode causar
lipoperoxidacado, que pode alterar a fluidez de membrana pela oxidacdo de
lipidios importantes, como a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina. Esses
lipidios estdo intimamente relacionados a estrutura e a atividade da Na*, K*-

ATPase (Cornelius et al., 2015)

Ela apresenta duas subunidades a, que sao cataliticas, e contém os sitios
de ligacdo para os ions Na® e K', ATP e glicosidios cardiacos (como a
ouabaina, seu inibidor especifico), duas subunidades B, glicoproteicas, e uma
subunidade y, que modula sua atividade (Aperia et al., 2016; Geering, 2008;
Sibarov et al., 2012). Na figura 1 é apresentada a representacéo esquematica

da Na*, K*'-ATPase.

Nos mamiferos, a subunidade catalitica apresenta quatro isoformas
distribuidas nas células e no sistema nervoso central (SNC), a1 (ubiquamente
expressa), a2 (em subconjuntos de neurdnios e astrocitos), a3 (expressa
exclusivamente em neurénios) e a4 (ndo expressa no SNC). A subunidade
possui duas isoformas, 1 (expressa em neurdnios) e B2 (expressa em
astrocitos). A subunidade y € uma proteina FXYD, encontrada no cérebro

(Geering, 2008; Li and Langhans, 2015).
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Figura 1. Estrutura da Na*, K'-ATPase (Adaptada de Suhail, 2010).

1.6 Exercicio Fisico

Embora nos ultimos anos tenham sido esclarecidas varias questdes a
respeito da depressdo, menos de dois tercos dos pacientes acometidos por
esse disturbio apresentam remissédo ao tratamento farmacolégico. Além disso,
existe um periodo relativamente longo entre o inicio do tratamento e a resposta
clinica esperada, e ha a presenca de diversos efeitos colaterais envolvidos no
tratamento medicamentoso, o que faz com que novas alternativas terapéuticas
sejam buscadas no intuito de diminuir a incidéncia dessa doenga (Gibson et al.,

2016; Maes et al., 2009; Rabl et al., 2014; Thomas et al., 2015; WHO, 2016a).

O exercicio fisico aerdébico tem sido relatado como uma terapia nao
convencional para o tratamento de doengas neurologicas, psiquiatricas
(melhora sintomas depressivos), cardiovasculares (diminui a insuficiéncia
cardiaca, reduz riscos de aterosclerose), obesidade e diabetes tipo 2 (promove
a reducao de peso) e cancer, assim como ajuda a melhorar a capacidade

cognitiva. Ainda, pacientes depressivos ativos parecem ter uma probabilidade
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reduzida de apresentar um novo episodio depressivo (Araujo and Araujo, 2000;
Blumenthal et al., 2012; Da Silva et al., 2012; Dieberg et al., 2015; Hoffman et

al., 2011; Lopresti et al., 2013).

Estudos clinicos na literatura sugerem que o exercicio fisico pode retardar
o0 aparecimento de doengas neurodegenerativas como doenga de Alzheimer,
Parkinson e deméncia. Ao mesmo tempo, o exercicio fisico pode conservar a
saude e o funcionamento cerebral, podendo ser uma boa alternativa para a
protecédo as doencas neurodegenerativas (Pedersen and Saltin, 2015; Portugal

et al., 2013).

Embora os mecanismos protetores do exercicio fisico ainda nao estejam
totalmente elucidados na psicopatologia depressiva, diversos mecanismos tém
sido propostos, como a estimulagdo da liberacdo de diversas substancias
opidides enddgenas relacionadas ao bem estar, como as beta-endorfinas,
encefalinas e monoaminas, melhora na capacidade adaptativa na regulagéo do
funcionamento celular do sistema serotoninérgico e reducéo da producgéo de
cortisol (Lopresti et al., 2013). Quando praticado de forma moderada, parece
apresentar acio positiva na modulacido da atividade de enzimas antioxidantes,
estimulacdo da liberacdo de proteinas e peptideos que favorecem o
crescimento e a diferenciagcao de células nervosas, melhorando a plasticidade
sinaptica em varias regides do cérebro bem como a memoéria (Blumenthal et
al., 2012; Gomez-Cabrera et al., 2008; Hare et al., 2014; Lopresti et al., 2013;

Pedersen and Saltin, 2015).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostram que o treinamento
fisico de intensidade moderada (60% do consumo maximo de oxigénio

(VOamax)) reverteu as alteragdes nas atividades das enzimas Na®*, K'-ATPase e
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acetilcolinesterase em estruturas cerebrais (Ben et al.,, 2009), assim como
minimizou o dano cognitivo (avaliado por tarefa espacial e aversiva) em ratas
ovariectomizadas (Ben et al., 2010). O exercicio fisico prévio preveniu
alteragdes no metabolismo energético, a formacédo de edema, o dano a alguns
parametros de estresse oxidativo, assim como preveniu parcialmente o
aumento da resisténcia do sistema respiratério em um modelo experimental de
lesdo pulmonar (Da Cunha et al., 2014, 2013). Nesse protocolo de treinamento
fisico, a capacidade para o exercicio fisico € avaliada a partir do tempo de
fadiga (min) e da velocidade (m/min) em esteira ergométrica, para cada animal.
O protocolo é baseado no aumento gradual da velocidade e no tempo de

execucao.
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2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos do
exercicio fisico prévio sobre alguns parametros comportamentais, bioquimicos
e moleculares em amigdala e hipocampo de ratos Wistar adultos submetidos

ao ECV, um modelo experimental de depressao.

2.20bjetivos especificos

1. Avaliar os efeitos do exercicio fisico e/ou ECV sobre as tarefas
comportamentais e memoria: campo aberto e esquiva inibitoria;

2. Avaliar os efeitos do exercicio fisico e/ou ECV sobre parametros de
estresse oxidativo, nomeados: oxidacdo da 2’7’ diclorofluoresceina,
determinacao de substancias reativas do acido tiobarbiturico, conteudo total
de sulfidrilas e a atividade e imunoconteudo das enzimas antioxidantes
SOD e CAT;

3. Auvaliar os efeitos do exercicio fisico e/ou ECV sobre a atividade da Na™, K*-

ATPase, bem como seu imunoconteudo e expressao génica,;
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Os materiais e métodos e os resultados sao apresentados em formato de artigo

cientifico, intitulado:
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aversive memory and oxidative stress in amygdala and hippocampus of

rats
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Sabendo que situagdes estressantes estdo diretamente relacionadas
ao desenvolvimento da depressdao, que é uma das patologias mais
incapacitantes e onerosas, € cujos mecanismos nao sao amplamente
conhecidos, e que o exercicio fisico tem sido indicado para o tratamento dos
sintomas depressivos, no presente trabalho, buscamos compreender melhor os
efeitos do exercicio fisico prévio sobre alguns parametros comportamentais,
bioquimicos e moleculares relacionados a danos de aprendizado e aos
processos memoria. Para tal, inicialmente avaliamos possiveis alteragdes na
memoria aversiva de ratos, seguido da avaliagao dos possiveis beneficios do
exercicio fisico sobre as alteragbes no status redox celular (pela presenga de
estresse oxidativo), assim como sobre a atividade, imunoconteudo e expressao

génica da enzima Na*, K*-ATPase em amigdala e hipocampo desses animais.

Primeiramente, os animais foram submetidos a tarefa de campo aberto
para avaliacido da capacidade motora e exploratéria, uma vez que durante a
tarefa de esquiva inibitéria o comprometimento dessas fungdes pode causar
comprometimento no desenvolvimento da tarefa. Como podemos observar os
animais nao apresentaram danos na fungao motora e/ou exploratéria, uma vez
que, o comportamento dos grupos de estudo analisados foi igual em todos os
parametros analisados quando comparados ao controle ou ao exercicio. Nem
um dos tratamentos causou danos motores ou exploratérios nos ratos. Sendo
assim, 0s animais encontravam-se aptos para a tarefa de esquiva inibitéria. A
tarefa de esquiva inibitoria € um teste comportamental que avalia a memoéria
aversiva, baseado no medo dos animais, sendo amplamente utilizado para
avaliar danos relacionados a memoria (Bach et al., 2014; Izquierdo et al., 2016;

Mello et al., 2009; Mury et al., 2015; Sanches et al., 2013; Wyse et al., 2004).
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Neste trabalho, quando comparamos separadamente o treino e o teste de cada
grupo de estudo, observamos que os animais submetidos ao ECV apresentam
prejuizos na memoria de longa duracdo, avaliadas 24 horas e 7 dias apos a
sessao de treino, uma vez que seu tempo de permanéncia sobre a plataforma
no teste, ndo difere significativamente do tempo de permanéncia no treino,
sugerindo que esses animais ou nao aprenderam que n&o deveriam descer da
plataforma, pois levariam um choque, ou que os mesmos apresentam danos
aos processos relacionados a memoria (nas fases de retencdo, consolidacao
e/ou evocacao). Por outro lado, os animais submetidos ao exercicio fisico, ndo
apresentaram alteragbes no comportamento aversivo, seus tempos de
permanéncia sobre a plataforma foram significativamente diferentes nas
sessoes de treino e teste, sugerindo que os mesmos aprenderam que levariam
um choque assim que descessem da plataforma. Esse comportamento foi
semelhante ao comportamento observado em animais do grupo controle, que
foram somente manuseados ao longo dos experimentos, a fim de ausentar o
fator estresse, gerado pelo manuseio dos animais ao longo dos experimentos.
Também observamos, que animais submetidos ao exercicio fisico controlado, e
previamente a submissdo ao protocolo de ECV apresentaram semelhante
comportamento aos animais controle no teste de 24 horas, mas ndo em 7 dias
apo6s o treino, inferindo que pode existir um beneficio do exercicio fisico sobre

0s processos de memdria de longa duragéo.

Em concordancia com estes dados, Radahmadi et al., 2015 mostraram
que o exercicio fisico prévio ao estresse (de 21 dias de exercicio fisico intenso
seguido de 21 dias de estresse crénico por restricdo) apresenta significativo

efeito sobre a melhora da memoaria de ratos testados 1 e 7 dias apds a sessao
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de treinamento. Entretanto, esse beneficio n&do foi observado sobre as
alteracbes de memoria em 21 dias apds a sessao de treinamento. Da mesma
forma, Mello et al., 2009 mostraram que o exercicio fisico consegue reverter o
déficit na memodria induzido pela privagcdo maternal durante os primeiros dez
dias de vida, avaliado na tarefa de esquiva inibitéria, assim como reduz os
déficits causados sobre a memodria espacial destes animais. Em conjunto com
nossos resultados esses achados da literatura mostram que, o exercicio fisico
prévio ao periodo de estresse causa a melhora na memdria de longa duracgéo
dos animais, entretanto, na avaliacdo em um periodo muito longo apds o
primeiro estimulo, treinamento, os animais ndo conseguem recordar da tarefa,
avaliados aos 7 dias em nosso estudo e aos 21 dias por Radahmadi et al.,

2015.

Em nosso estudo, quando comparamos o treino e o teste dos grupos
(controle X exercitado X estressado X exercitado + estressado) né&o
observamos diferengas significativas entre eles. Em contra partida, quando
comparamos o treino e o teste de cada grupo entre si (treino controle X teste
controle, por exemplo) observamos que todos animais, a excegdo dos animais

estressados, aprenderam a tarefa.

E bem documentado que o estresse oxidativo estd envolvido na
fisiopatologia da depress&o, assim como no modelo de ECV. O desbalango
entre a producédo de pro-oxidantes e antioxidantes causa o estresse oxidativo,
que causa danos a varios tecidos. Desta forma, neste trabalho avaliamos a
producao de espécies reativas, a peroxidacao lipidica e o dano oxidativo, assim

como a atividade das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) em amigdala e
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hipocampo de ratos, uma vez que, essas estruturas cerebrais estdo
amplamente envolvidas com aprendizado e 0S processos € mecanismos
relacionados a memoéria. Assim como sao estruturas afetadas pelo desbalanco
redox na depresséo (Antoniadis and McDonald, 2001; Roesler et al., 2003; Zinn
et al., 2009). Nossos resultados confirmaram que o ECV causa estresse
oxidativo (aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio, causa
peroxidacéo lipidica e oxidagao de proteinas, assim como causa a diminuigao
da atividade antioxidante, tanto da SOD quanto da CAT). O aumento da
producao de espécies reativas pode comprometer diretamente a integridade de
membranas, causando lipoperoxidagdao, assim como a funcao de diversas
proteinas, causando a oxidagdo das mesmas, o que pode levar a processos
irreversiveis de degradacdo enzimatica (Halliwell and Whiteman, 2004).
Enzimas com elevado numero de grupamentos sulfidrila podem sofrer maiores
danos quando existe aumento na producao de espécies reativas (Arnaiz and
Ordieres, 2014; Ellman, 1959). Nossos dados mostram que o exercicio fisico
per se nao causa alteragdes nos parametros de estresse oxidativo avaliados
neste trabalho. Mas os ratos submetidos ao exercicio fisico prévio ao ECV
apresentam melhora no status oxidativo. Por outro lado, as alteragbes na
atividade e no imunoconteudo das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) néao

foram prevenidas pelo exercicio fisico.

Sendo assim, nossos dados corroboram a literatura mostrando que o
estresse oxidativo esta amplamente envolvido em uma serie de doengas,
incluindo a depressao experimental em modelos roedores, e que 0 exercicio
fisico prévio ao modelo de depressao experimental protege as alteragdes

oxidativas observadas em cérebro de ratos (Liu and Zhou, 2012). Em adicéao,
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Radak et al., 2000 mostraram que o exercicio fisico prévio a administracdo de
H,O, previne o dano causado no tecido miocardico de ratos, sugerindo uma
adaptacao tecidual ao estresse oxidativo. Similarmente, uma recente meta-
analise mostrou que a pratica de qualquer exercicio fisico melhora o status
redox e a saude dos participantes (de Sousa et al., 2016). Em adicdo a estes
dados, avaliamos o imunoconteudo das enzimas antioxidantes, mas n&o

encontramos diferengas significativas.

Curiosamente, nossos resultados nao mostraram quaisquer alteragdes
per se do exercicio fisico sobre os parametros bioquimicos e ou moleculares
analisados, 0 que pode estar relacionado ao tempo que esses animais nao
foram exercitados (entre os 87 e 136 dias de vida, 40 dias sem exercicio),
nesses dias, o organismo dos ratos pode ter se adaptado a interrupgao da
corrida em esteira ergométrica. Radak et al., 2006 demonstraram que as
alteracbes benéficas causadas no cérebro de ratos exercitados podem ser
revertidas pelo destreinamento. Da mesma forma, esses resultados foram
observados na tarefa aversiva passiva em ratos treinados em um estudo
dirigido por Radahmadi et al., 2015. Entretanto, mais estudos s&o necessarios

para compreender tais efeitos.

Os lipidios e a sinalizacao lipidica parecem estar envolvidos na
etiopatologia da depressdo (Schneider et al., 2016). A integridade das
membranas é importante para o funcionamento celular, o que inclui o
funcionamento de enzimas transmembranas; o estresse oxidativo provoca
alteragbes na integridade das membranas pela lipoperoxidacéo. A enzima Na*,

K*-ATPase é uma enzima integral de membranas altamente sensivel a
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producédo de espécies reativas e é essencial para varias fungdes cerebrais (Li
and Langhans, 2015). Ela desempenha um papel importante nas sinapses e na
formacao de novas conexdes neurais, além de ter um papel na transducgao de
sinal, alterando a funcdo celular (Aperia et al., 2016). Além disso, apresenta
elevado numero de ligagdes tidis, que podem sofrer danos com o aumento das
espécies reativas de oxigénio, causando comprometimento da sua atividade e
estrutura. Muitos fatores podem alterar sua expressao e, dessa forma, sua
atividade nos tecidos (Li and Langhans, 2015). Essas alteragdes podem estar
envolvidas com déficits de aprendizagem e memoéria (Arnaiz and Ordieres,

2014; Moseley et al., 2007; Wyse et al., 2004).

Neste trabalho, mostrou-se que o ECV provoca a diminuicdo da
atividade da Na*, K’-ATPase em amigdala e hipocampo, e que o exercicio per
se nao causa alteracdes em sua atividade. O exercicio fisico prévio ao modelo
experimental de depressdo preveniu a diminuicdo da atividade de Na®, K'-
ATPase no hipocampo, mas nao foi capaz de prevenir a alteracido dessa
enzima em amigdala, sugerindo que essas estruturas respondem de forma
diferente ao exercicio fisico. Os imunoconteudos das subunidades cataliticas
(a1, a2 e a3) da Na*, K*-ATPase nio apresentaram-se alterados em ambas as
estruturas cerebrais testadas. Da mesma forma, a expressdo génica das
subunidades cataliticas de Na*, K'-ATPase n3o foi alterada em amigdala. Do
mesmo modo, como demonstrado por da Silva Fiorin et al., 2016, o exercicio
prévio pode ter um potencial terapéutico preventivo na sinalizagao redox e na
modulacéo da atividade da Na®*, K'-ATPase em um modelo de les&o cerebral
traumatica, bem como na depressao experimental, como observado em nosso

estudo.
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Assim, nossos achados mostraram que o exercicio fisico no periodo
de desenvolvimento e prévio a situagdes estressantes ndo altera a funcéo
motora e exploratoria de ratos, no entanto, ele foi capaz de melhorar o
desempenho de animais estressados na tarefa de esquiva inibitéria e no status
oxidativo em amigdala e hipocampo. O exercicio fisico prévio também nao foi
capaz de impedir alteracbes nas atividades das enzimas antioxidantes
causadas pelo ECV em amigdala e hipocampo de ratos. As alteragbes na
atividade da Na*, K'-ATPase somente foram prevenidas pelo exercicio fisico
prévio em hipocampo, € ndo em amigdala. As alteragbes observadas no status
oxidativo podem causar danos a lipidios e a estrutura da Na®, K'-ATPase
causando prejuizos a sua atividade. Devido a importancia desta enzima nos
sistemas neuronais, alteragdes na sua atividade podem ser relacionadas ao
comprometimento na memoria observado neste estudo. Todas as alteragdes
causadas em amigdala e hipocampo podem estar relacionadas aos resultados
observados na tarefa de esquiva inibitéria, uma vez que essas estruturas sao
extremamente importantes para a retencdo, consolidagcdo e evocacao das

memodarias, sejam ela aversivas ou ndo aversivas (Eichenbaum, 2016).
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Resumo dos resultados

O exercicio fisico per se:

v' Nao altera nem um dos parametros estudados em cérebro de

ratos Wistar.

O estresse cronico variado:

v' Causa prejuizo na memoria aversiva, tanto de 24 horas como de

7 dias, ap6s sessao de treino na tarefa de esquiva inibitoria;

Causa dano oxidativo, através do aumento da produgdo de
espécies reativas (em amigdala e hipocampo) e peroxidagao
lipidica (em amigdala), assim como diminui o conteudo total de
sulfidrilas (em amigdala e hipocampo) e a atividade das enzimas
antioxidantes SOD (em amigdala e hipocampo) e CAT (em
amigdala). Na&o altera o imunoconteudo das enzimas

antioxidantes em amigdala ou hipocampo;

Diminui a atividade (em amigdala e hipocampo), mas nao altera o
imunoconteudo (em amigdala e hipocampo) ou expresséo génica

(em amigdala) da enzima Na“, K*-ATPase;
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¢ O exercicio fisico prévio ao estresse crdnico variado:

v

N3ao altera a funcdo motora e exploratéria de ratos;

Previne o prejuizo na memodria aversiva 24 horas ap0s a sessao

de treinamento;

Previne o aumento de espécies reativas, a peroxidacao lipidica e

o dano a proteinas em amigdala;

Diminui a peroxidacéao lipidica e previne o dano a proteinas em

hipocampo;

N&o previne as alteragdes observadas na atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT em amigdala e hipocampo, bem como

nao altera os seus imunoconteudos.

Previne a alteracdo na atividade da enzima Na*, K'-ATPase em
hipocampo, mas nao em amigdala. E, ndao altera o seu

imunoconteudo e/ou expressao génica nas estruturas estudadas;

Tomados em conjunto, nossos achados sugerem que o exercicio fisico

prévio e em periodo de desenvolvimento pode atuar como protetor dos danos

causados pela exposicdo ao ECV ao longo da vida. No entanto, sao

necessarios mais estudos em outras estruturas cerebrais e outros parametros

bioquimicos relacionados a depressao e aos processos de aprendizagem e

memoria para compreender os reais mecanismos envolvidos nos beneficios do

exercicio fisico prévio a situagcdes estressantes na memoria de ratos

cronicamente estressados.
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VIll. ANEXOS



Verificar em estruturas cerebrais e outros tecidos

ANEXO |

PERSPECTIVAS

esquelético, sangue), quando possivel:

v O imunoconteudo do BDNF e NGF;

v A viabilidade e morte celular;

v A funcao mitocondrial (massa e potencial);

v Parametros relacionados ao metabolismo energético;

v Expressao génica e proteica da citocromo ¢ oxidase;

v Perfil inflamatorio (IL-18, IL-6, TNF-a);

v Mecanismos que possam estar envolvidos nas
apresentadas.

(coracgao,

musculo

alteracoes
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