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“O homem deve saber que de nenhum outro lugar, mas apenas do
encéfalo, vem a alegria, o prazer, o riso e a diversdo, o pesar e o luto, 0
desalento e a lamentacdo. E por meio dele, de uma maneira especial, nés
adquirimos sabedoria e conhecimento, enxergamos e ouvimos, sabemos
0 queé justoeinjusto,oque é bom e o0 que é ruim, oque é doce e 0 que
é insipido... E pelo mesmo 6rgdo nos tornamos loucos e delirantes, e
medos e terrores nos assombram... Todas essas coisas nds temos de
suportar quando o encéfalo ndoesta sadio... Nesse sentido, opino que é 0
encéfalo quem exerce o maior poder no homem.” — HipGcrates, Da

Doenca Sagrada (Século IV a.C.).



RESUMO

O exercicio fisico é definido como todo movimento muscular que leva
um gasto energético que ocorra de forma planejada, regular, repetitiva
com o objetivo de melhora ou manuten¢éo da aptidéo fisica. A praticade
exercicio fisico induz uma série de adaptacdes fisioldgicas no organismo
gue ocorrem em diversos tecidos celulares como o musculo esquelético e
cardiaco, 0ssos e o tecido nervoso. Os beneficios do exercicio fisico no
sistema nervoso central (SNC) sdo bastante documentados na literatura
cientifica, podendoter acdo neuroprotetora em diversas doencas mentais
e neuroldgicas, como o transtorno depressivo maior. Entretanto, os
mecanismos envolvidos na acdo neuroprotetora do exercicio fisico na
depressdo ainda possuem muitas lacunas a serem estudadas. Desta
maneira, em nosso estudo buscamos investigar os efeitos do exercicio
fisico aerdbico de endurance na esteira sobre o comportamento,
neuroplasticidade e no sistema redox de camundongos e a implicacdo da
miocina Irisina nestes efeitos. Assim sendo, camundongos foram
submetidos a um protocolo de exercicio fisico de endurance com duracéo
de 45min, 5 vezes por semana, com uma carga inicial de 6m/min na
primeira semana e com um acréscimo de 1m/min a cada semana de
treinamento. 24 horas depois da Ultima sessdo de corrida, 0s animais
passaram por uma bateria de testes comportamentais: teste nado forcado
(TNF), teste suspensdo pela cauda (TSC), teste do campo aberto (TCA),
teste da borrifagem de sacarose (TBS), teste de preferéncia por sacarose
(TPS). Concomitantemente aos testes comportamentais, dissecamos 0s
musculos esqueléticos gastrocnémio e quadriceps, os tecidos encefalicos
hipocampo, estriado e cortex pré-frontal para futuras analises
bioguimicas. Nossos resultados demonstraram que a pratica de exercicio
fisico teve efeito do tipo-antidepressivo, diminuindo o tempo de
imobilidade no TNF e no TSC. No TCA observamos que 0s animais
treinados apresentavam uma menor laténcia para dar o primeiro passo,
ficavam maior tempo no centro do aparato, e executavam mais vezes o
comportamento de auto-limpeza, indicando assim um efeito do tipo
ansiolitico do nosso protocolo de exercicio fisico. Nas analises
neuroquimicas, os resultados demonstraram que o exercicio fisico ndo
alterou a atividade de enzimas antioxidantes e nem de marcadores
oxidativos nos musculos esqueléticos e no encéfalo dos camundongos.
Porém, os niveis de dopaminae de Irisina foram aumentados no cortex
pré-frontal dos animais treinados. Desta maneira, concluimos neste
trabalhoque o protocolo de exercicio fisico aerébico de endurance produz



efeito tipo antidepressivo e ansiolitico, e este efeito pode ser dependente
da biodisponibilidade de dopaminae da miocina Irisina.

Palavras-chave: Exercicio fisico, depressao, Irisina, sistema redox.
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1 INTRODUCAO
1.1 Exercicio Fisico

Caspersen et. al (1985) primeiramente definiu atividade fisica como
todo movimento muscular que gera gasto energético. Ja o exercicio foi
definido como uma atividade fisicaestruturada, planificada e repetitiva que
aumenta ou mantém a aptidao fisica em geral, e tenha como objetivo
melhoras ou manutencao da satde fisica ou mental. O exerciciofisico pode
ser dividido em aerdbico, onde ha consumo de oxigénio pelas células
musculoesquelética, e anaerdbico onde a fonte de energia usada pelos
musculos ndo depende do oxigénio (NIH, 2006).

O exercicio fisico aerdbico € um subtipo de exercicio que ocorre de
forma continua e de intensidade leve, moderada ou intensa. Este tipo de
exercicio recruta diferentes grupos musculares e a0 mesmo tempo geraum
aumento no gasto energético tecidual. O gasto energético dos musculos
esqueléticosno exerciciofisico pode aumentar cerca de 20 vezes durante o
exercicio anaerdbico e em torno de 50 vezes no exercicio aerobico. Ainda
é demonstrado que o fluxo de Oz é aumentado cerca de 100 vezes nos
musculos esqueléticos de individuos submetidos ao exercicio aerébico
(Clantonetal., 1999).

De uma forma geral, ap6s uma Unica sessdo de exercicio, ocorre
lesGes miofibrilares e existe uma subsequente adaptacéo fisiol6gica frente
a este desafio sendo necessario um tempo de recuperacéo adequado.
Quando o tecido muscular passa por multiplas sessdes de exercicio fisico
sem ter um tempo de recuperacdo adequado, 0s danos podem aumentar e
levar a apoptose celular (Close et al., 2005). Estes danos podem ser
caracterizados pelo aumento de varias substancias no tecido muscular,
dentre elas as reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS — do inglés
ThioBarbituric Acid Reactive Substances), malondialdeido (MDA),
produtos de oxidacao de proteinas e de DNA, e umareduc¢do na expressao
e atividade de enzimas antioxidantes (Finaud et. al., 2006; Reid, 2001)
Entretanto, com a realizacéo de exercicio fisico regularmente, as célulasdo
tecido muscular se adaptam aos processos de lesdo tecidual através do
aumento de mecanismos de protecdo, como um aumento na expressao de
defesas antioxidantes citado anteriormente (Reid, 2001; Sureda et. al.,
2005; Schneinder e Oliveira., 2005).

Especificamente, diversos estudos ao longo das U ltimas décadas vém
buscando compreender os efeitos bioldgicos do exercicio fisico no SNC,
principalmente referente a sintese, recrutamento e sinalizacdo de diversas
moléculas no tecido nervoso. De fato, trabalhos demonstram que a acéo
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neuroprotetora do exercicio fisico envolve diversos mecanismos
neurobioldgicos, dentre eles a regulagdo do sistema redox (Sen et al. 2001;
Miyazaki et al. 2001), melhoras na neurogénese hipocampal adulta (van
Praag et al., 1999) e nos processos inflamatorios (Touyz e Schiffrin, 2006),
dentre outras e estes parecem ser dependentes de uma modulagao nos niveis
do fator neurotrdfico derivado do encéfalo (BDNF- do inglés Brain-
derived factory factor), uma importante neurotrofina que tem acéo no
génese, crescimento, maturacdo e sobrevivéncia de novos neurdnios
(Yamadaet al., 2002).

1.2 Dano Oxidativo

Radicais livres sdo moléculas altamente reativas, que na sua Ultima
camada eletrbnica possuem elétrons ndo emparelhados. Este
desemparelhamento confere a alta reatividade dos radicais livres, pois essas
moléculas acabam interagindo com outras moléculas para se estabilizarem,
seguindo a regra do octeto, onde atomos tendem a se combinar para ficar
com oito elétrons na Ultima camada de valéncia (Halliwell e Gutteridge,
1990).

A moléculade oxigénio (O2) é fundamental para a vida de todos
organismos aerdébicos. Devido sua caracteristica eletrofilica, 0 O:
proporciona grandes producdes de energia na respiracdo celular como o
aceptor final de elétrons (Lehninger, 2011). Porém, o metabolismo do O:
pode formar produtos intermediarios, conhecidos como espécies reativas
de oxigénio (ERO). As EROs constituem importantes processos
fisiologicos, bioquimicos e metabdlico para manutencao dos sistemas dos
organismos. A producdo de EROs ocorre através do metabolismo celular,
proveniente de estimulos enddgenos e exdgeno. As principais vias de
producdo de EROS, a partir de estimulos endogenos, se da pelos neutrofilos
e macrdfagos durante o processo inflamatorio e pela respiracdo celular
mitocondrial na geragdo de ATP (Ferreiraet. al, 1997; Smith e Reid; 2006).
Dentre os estimulos exdgenos para producdo de radicais livres, tém os
xenobioticos, como o cigarro, farmacos, radiacdo UV e agrotdxicos
(Halliwell e Gutteridge, 2007).

A metabolizacdo completa do oxigénio ocorre pela sua reducéo
tetravalente até formar agua (H20). Neste processo de reducéo do O: uma
pequena porcentagem do O: ndo é metabolizada totalmente na cadeia
transportadora de elétrons, e acaba passando por reducdo univalente
formando produtos intermediarios: as EROs. O anion superoxido (O2-) é
formado quando O2molecular recebe um elétron. O perdxidode hidrogénio
(H202) é formado pela reducéo subsequente do O2-. O H20:¢ classificado



como um agente pré-oxidante ndo-radicalar por ndo ter um elétron
desemparelhado na camada de valéncia. O H202 é um metabdlito bastante
deletério, podendo atravessar camadas lipidicas e interagir com
membranas, sendo assim bastante toxico para as células. O radical hidroxila
(OH-) é o radical mais reativo produzido na redu¢do do O, podendo
inativar proteinas, interagir com DNA (causando diversas mutacdes de
alguns genes), bem como acarretar lipoperoxidacdo das membras celulares.
A formacéo do radical OH-, se d& a partir do H-0: na presenca de Ferro
(Fe) e Cobre (Cu) pelas reagdes de Fenton e Haber-Weiss (Ferreira e
Matsubara, 1997; Koury e Donangelo, 2003; Schneider e Oliveira, 2004;
Lehninger, 2011).

Desta maneira, a formacéo das EROs € bastante associada a doencas
como a céancer, diabetes, cardiovasculares, neurodegenerativas e
transtornos psiquiatricos.

Metabolismo X

) o
I;yrdEes/;os

p— Inflamatérios

— )

Xenobidticos Fenton

= OH-

Haber- Weiss
4

H20

Figura 1. Principais vias de formacéo de Espécies Reativas de Oxigénio.
Abreviaturas: Anion Superoxido (0%), Peroxido de Hidrogénio (H202), Radical
Hidroxil (OH-). Fonte: do autor.

Para reduzir ou inibir os efeitos das EROs, 0s organismos aerobicos
possuem complexos sistemas de defesas antioxidantes. Os agentes dotados
de capacidade antioxidante sdo quaisquer substancias que diminui, inibe ou
previne os danos oxidativos a moléculas. Os antioxidantes sdo classificados
em enzimaticos, o qual vale ressaltar as enzimas superoxido dismutase
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(SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), tiorredoxina redutase
(TrxR) e glutationaredutase (GR); e em ndo-enzimaticos, que podem ser
de origem dietética, como o acido ascérbico (Vitamina C), tocoferol
(Vitamina E), flavonoides, dentre outros, ou de origem enddgena, como a
glutationa (GSH) e a tiorredoxina (Trx) principalmente (Halliwell e
Gutteridge, 2007).

As SODs sdo um conjunto de enzimas de extrema importancia na
neutralizagdo das EROs nos seres vivos aerobicos, elas sdo responsaveis

por dismutar o0 anion superéxido (02') em H20: e Oz (Halliwell e Gutteridge,
2007).

A CAT esta presente na maioria das células aerébicas, de modo
geral, encontrada mais significativamente nos peroxissomos. A CAT ¢
responsavel por detoxificar o H20. em H:0 e O, e é encontrada
principalmente em eritrocitos e no figado (Halliwell e Gutteridge, 2007).

A GPx, assim como a CAT, é responsavel por catalisar a reducéo do
H202em H20 e Oz, ela também reduz outros per6xidos organicos, como o
peréxido de cumeno. A acdo da GPx, depende da GSH que é reduzida a
glutationa oxidada (GSSG). Para regenerar os niveis de GSH, aenzima GR,
reduz a GSSG em GSH a partir da oxidacdo do NADPH proveniente do
ciclo das pentoses (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Devido néo haver um sistema de defesa contrao OH-, é de suma
importancia a manutencao do sistema redox para evitar sua formacao, e por
suavez, danos severos as celulas (Halliwell e Gutteridge, 2007).

0: )
\\'\/
O
)SOD
™ 4
H,0 Fenton >0H
202 -
NADP+ GSH Haber- Weiss
GR
L? JGPX Cat
NADPH

GSSG H>0



Figura 2. Sistema enzimatico de detoxificacdo das EROs. A superdxido
dismutase (SOD) é responsavel por dismutaro O2- em H202. O H202 por sua vez,
é detoxificado pela catalase (Cat) e pela Glutationa Peroxidase (GPx) em H20. A
detoxificagdo do H202 em H20 pela GPx ocorre pela utilizagdo de 2 Glutationas
em sua forma reduzida (GSH), o qual ap6s o processo de detoxificacdo ficam
conjugada em sua forma oxidada (GSSG). O restabelecimento das GSH depende
da enzima Glutationa Redutase (GR), o qual doa H+ para a GSSG a partir, de
NADPH proveniente da via das pentoses. Fonte: do autor.

1.3 Exercicio Fisico e Dano Oxidativo

E reportado em estudos com animais, in vitro e em humanos que a
contragdo muscular leva um aumento transiente da producdo de EROs
(Davies et al., 1982; Neary et al., 1992; Schneider e Irigaray, 2008).
Durante uma sessdo de exercicio fisico aerdbico, existe um aumento
acentuado do consumo de oxigénio pelo organismo, inclusive na captacdo
do O2 pelo tecido muscular, o qual pode chegar a ser 100 vezes maior do
gue no estado de repouso. Desta forma, tais alteragcbes metabdlicas do
consumo do Oz acarretam em um aumento de producéo de EROs. Comona
respiracdo celular uma pequena porcentagem do Oz (1-2%) passa por uma
reducdo univalente através do radical ubiquinonanasuaforma reduzida (Q
) formando o &nion superdxido, é assumido desta forma que o exercicio
fisicoaumenta os niveis de EROs através da respiracdo celular (Clanton et.
al., 1999). Também é demonstrado que durante o exerciciofisico existe um
fluxo de producéo de EROs através de um aumento na atividade da enzima
Xantina oxidase, que por sua vez forma Oz- como subproduto (Cooper et.
al., 2002). Outro mecanismo de formacdo de EROs durante o exercicio
fisico, se da pela resposta inflamatéria no tecido lesado pela atividade
fisica. Os neutréfilos ao se infiltrarem no tecido muscular, produzem a
enzima NADPH oxidase, catalisando a formacéo de O2- no tecido (Touyz
e Schiffrin, 2006). Estes aumentos na producdo de EROs durante o
exercicio fisico acaba por desencadear ativacao de sinalizacao celular, de
regulacdo de genes e expressdo de proteinas que agem como defesas
antioxidantes das células, desta maneira protegendo o organismo das acdes
oxidantes das EROs.

Na literatura cientifica, a relagdo entre o exercicio fisico e 0 estresse
oxidativo possuem muitas lacunas em aberto, pois existe uma variabilidade
de resultados, dependente do modelo de estudo, do tipo e da intensidade do
protocolo de exercicio fisico. Neste sentido, estudos com ciclistas
profissionais demonstraram que o exercicio fisico intenso durante uma
competicdo em montanhas, aumentou os niveis de malondialdeido, um
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indicador de lipoperoxidagdo, no plasmasanguineo. (Suredaet. al., 2005).
Sureda, avaliou que este aumento do MDA esté relacionado com aumento
de H20.. Em um trabalho recente, Effting et. al. (2019) demonstraram que
um protocolo de exercicio fisico de resisténcia durante 8 semanas, apos
uma dieta hipercal6rica por 26 semanas, ndo produziu alteracdo em
biomarcadores de lipoperoxidagéo no tecido cardiaco de camundongos.
Entretanto, no mesmo trabalho, demonstraram que o exercicio fisico
aumentou a atividade da SOD nos animais treinados. Outros trabalhos
também demonstram que o exercicio fisico crénico melhora a adaptacéo
antioxidante no individuo. Merry e Ristow (2016) sugeriram que o
exercicio fisico aerébico pode estimular a translocacdo do NRF2 (do inglés
- nuclear factor erythroid 2- related factor 2) do citosol ao ntcleo e assim
regulam a biogénese mitocondrial e as defesas antioxidantes do musculo
esquelético. Um estudo demonstrou que as enzimas antioxidantes CAT,
GPx e SOD, tiveram suas atividades aumentadas no musculo séleo apds
uma sessao de levantamento de peso em ratos (Uchiyama et. al., 2006).
Uma das adaptagOes em decorréncia dos aumentos transitorios de
superdxido é o aumento da expressdo de SOD para manutencdo da
homeostase celular (Reid, 2001).

Embora o sistema da Tiorredoxina (Trx) ainda seja pouco
conhecido, sabe-se que esta enzima protege células e tecidos do dano
oxidativo (Arnér e Holmgren, 2000). Além da Trx, o sistema da Trx
também compreendeatioredoxina redutase (TrxR) e NADPH (Holmgren,
1985). Tung et. al (2015), demonstrou um aumento da atividade da TrxR
nos rins e no figado de camundongos velhos submetidos a um protocolo de
exercicio fisico aerobico. Também ja foi demonstrado em humanos, queo
exercicio fisico aerdbico de intensidade moderada a alta, aumenta a
atividade da Trx e da TrxR em células sanguineas (Beltran Valls et al.,
2014).

1.4 Metilglioxal

O 2-oxopropanal (CHsCOCHO) também conhecido como
metilglioxal (MGO) é um a-cetoaldeido formado por diferentes vias
metabdlicas: Sua principal via de sintese ocorre pela glicolise, porém ele
também é formado a partir da hidroxilacdo da acetona por um citocromo
P450, pelo catabolismo da treonina ou da glicina, onde ambas sdo
transformadas em aminoacetona, a qual pode sofrer oxidacdo aerdbica
formando MGO (Beisswenger, etal., 2005; Dutra, etal. 2001). Na glicolise,
0 MGO é formado de maneira espontanea através da interconversao de
trioses fosfato como fosfato de diidroxiacetona (DHAP) e o gliceraldeido-



3-fosfato (G3P). A disfuncdo da ativadade da enzima triose fosfato
isomerase, pode catalisar a formacdo de MGO (Kalapos, 1999).
Particularmente, os niveis de MGO estdo elevados em condi¢des de
hiperglicemia, disfuncdes metabdlicas e deficiéncia da enzima triosefosfato
isomerase (Orosz et al., 2009).
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Figura 3. Estrutura quimica do metilglioxal.
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Figura 4. Rotas metabdlicas para formacéo do metilglioxal. A principal
via de formag&o do metilglioxal (MGO) ¢ pela via glicolitica, através da converséo
espontanea das trioses fosfatos gliceroldeido-3-fostafo (G3P) e fosfato de
diidroxiacetona (DHAP). A formagdo do MGO pode ser catalisada pela alteracdes
na atividade da enzima triose fosfato isomerase (TPI1). O MGO também pode ser
formado pelo metabolismo de aminoéacidos como a treonina e a glicina, que se
transforma em aminoacetona, que por sua vez forma o metilglioxal por oxidacéo
aerdbica. O processo de hidroxilagdo de acetonas pelas citocromos P450 também
ocasionam na formagéo de MGO.
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O MGO é um composto citotoxico devido sua capacidade de formar
produtos finais de glicacdo avancada (AGEs - do inglés, advanced
glycation end products) (Synold, et al. 2008). Os AGEs constituem grande
variedade de substancias formados a partir de interagBes amino carbonila,
de natureza ndo-enzimatica, entreaglcaresredutoresou lipideos oxidados
e proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos (Monnier, 2003). O
grupo carbonila do MGO especificamente pode reagir com grupamentos
amino e sulfidrila de amino&cidos como lisina, arginina e cisteina e assim
forma diversos tipos de AGEs como a carboximetillisinae o metilglioxal
5-hidro-5-metilimidazolonas (MG-H1) (Ahmed et. al., 1986).

As AGEs ao ativarem seus receptores (RAGE) presentes em varios
tipos celulares, desencadeiam uma serie de respostas associadas a
diferentes fisiopatologias, como na Diabetes mellitus (Brownlee, 2001;
Hambsch et al., 2010). E demonstrado também que quando 0s RAGES s&o
ativados, desencadeiam a formacao de EROs e processo inflamatério (Yan
et. al., 2009)

Para evitar os efeitos citotoxicos do MGO, os organismos possuem
formas de detoxificagdo que podem ser enzimaticas ou ndo-enzimaticas. A
principal via de detoxificacdo do MGO ocorre pelo ciclo das glioxalases,
sendo dependente da presenca de glutationa (GSH). O MGO e a GSH
reagem espontaneamente formando hemitioacetal. Por sua vez, o
hemitioacetal é transformado em S-D-lactoilglutationa pela acéo da enzima
glioxalase | com a utilizacdo de uma GSH. O S-D-lactoilglutationa é entdo
hidrolisado pela enzima glioxalase 1l em D-lactato. Neste Gltimo passo a
GSH é regenerada e liberada em sua formareduzida (Thornalley, 1996).
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Figura 5. Mecanismo de detoxificacdo do metilglioxal pelo ciclo das
glioxalases. O MGO reage com a glutationa (GSH) espontaneamente formando o
hemitioacetal. O hemitioacetal é transformado em S-d-lactoilglutationa pela
enzima glioxalase-I. Por sua vez, a S-d-lactoilglutationa é hidrolisado em D- acido
latico pela glioxalase-11 e a GSH é restabelecida neste Gltimo passo. Fonte: Scielo.
Disponivel em <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422010001000032>

No exercicio fisico, alguns trabalhos relatam que os niveis de MGO
poderiam estar aumentados no musculo esquelético devido a uma maior
atividade metabdlica de aminoacidos, formando aminoacetonas, que por
sua vez, poderiam formar MGO (Haralambie e Mdssinger 1980).
Entretanto, comoa detoxificacdo do MGO parece ser dependente de GSH,
trabalhos como de Dieter e Vella (2013) relataram que o exercicio fisicode
forma crénica e aguda, aoc aumentarem a atividade do fator de transcricdo
NRF2 acaba induzindo a biossintese de GSH. Desta forma, postularam que
0 exercicio fisico pode atenuar os efeitos do MGO através de uma maior
biossintese de GSH.

Autores tem relatado que o MGO e o ciclo das glioxalases estdo
envolvidos na modulacdo comportamental. Trabalhos demonstram que os
niveis MGO no liquor de pacientes com a doenca de Alzheimer (AZ —do
inglés Alzheimer disease) estdo até 2x mais alto do que individuos controles
(Kuhlaet al., 2005). De maneira bastante interessante, Distler et. al (2012)
demonstraram que uma maior atividade da Glol induz a um
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comportamento tipo-ansioso por diminuir a concentracdo de MGO.
Também foi demonstrado que niveis elevados de MGO estdo associados na
inducdo de comportamento do tipo-antidepressivo e tipo-ansiolitico em
modelos animais (Distler e Palmer, 2012; Hovattaet al., 2005; Jang et al.,
2017).

1.5 Transtorno Depressivo Maior

O transtorno depressivo maior € um dos transtornos psiquiatricos
mais prevalentes na populac¢do mundial. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude (WHO - Do inglés World Health Organization), cerca de 322
milhdes de pessoas (WHO, 2015), de todas as idades, sofrem de depressao.
No Brasil, segundo o WHO (2015) o transtorno depressivo maior acometia
aproximadamente 11 milhdes de pessoas, algo em torno de 5,8% da
populagdo nacional. Além de sua alta prevalénciae incidéncia na populacéo
mundial e brasileira é de se ressaltar também que esta doenca apresenta
prevaléncia género especifica, acometendo cerca de um em cada seis
homense umaa cada quatro mulheres.

O diagnéstico do transtorno depressivo € realizado através de uma
acurada anamnese com a analise dos relatos dos sintomas feitos pelo
paciente e comumente utilizando o Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais 5 (DSM-5). Os sintomas listados pelo DSM-5 do
transtomo depressivo maior seguem a tabela abaixo:

Tabela 1. Sintomas do transtorno depressivo segundo 0 DSM-V
1) Humordeprimido
2) Anedonia

3) Perdaou ganho de peso
4) Insbdniaou hipersdnia
5) Agitacéo ou retardo motor
6) Fadigaou perdade energia
7) Sentimentosde inutilidade ou de culpa excessiva
8) Capacidade diminuida para pensarou se concentrar
9) Pensamentosrecorrentes de morte ou ideacao suicida e tentativa
de suicidio
Para o diagndstico da depresséo, o paciente deve apresentar pelo menos 5
sintomas dos listados, sendo obrigatoriamente apresentar ao menos 1 dos 2
primeiros sintomas da tabela (American Psychiatric Associaton, 2013).




A etiologia da depressao ainda ndo esta completamente elucidada,
porém sabemos que existem alteraces fisioldgicas, bioquimica, genética e
morfoldgicas envolvidas napatologia, o qual resulta em véarios sintomas da
doenca. Essas alteragBes sdo bastante evidentes nos sistemas de
neurotransmissores, principalmente nos sistemas serotoninérgicos,
dopaminérgico e noradrenérgicos (Wong e Licinio, 2001). Particularmente,
alguns estudos tém demonstrado por anos que uma diminuicdo de
monoaminas, como serotonina (5-HT), noradrenalina(NA) e dopamina, na
fenda sinéptica estd amplamente correlacionada com sintomas depressivos.
Sendo assim, surgiu a hipétese monoaminérgica da depressdo em que se
postula que esta doencaesté associada a baixos niveis de monoaminas efou
até mesmode deficiéncianaatividade dos seus receptores.

Os farmacos antidepressivos agem aumentando a disponibilidade de
monoaminas na fenda sinéptica (Ordway et al., 1999; Rossi et. al., 2004).
Esse aumento se da por bloqueio da recaptacdo das monoaminasou por
inibicdo da enzima monoaminaoxidase (iIMAO), enzima responsavel pela
degradacdo das monoaminas (Ordway et al., 1999). Outras acles de
farmacos com efeito antidepressivo, tem como objetivo antagonizar ou
ligar-se como um agonista nos receptores para tais aminas biogénicas
(Jencketal., 1994; Lucki, 1991; Celadaet al.,2004).). Além disso, estudos
pré-clinicos demonstraram que a modulacéo da sensibilidade de receptores
monoaminérgicos € um alvo terapéutico para a acdo de diversos
antidepressivos, como os inibidores da recaptacdo de serotonina (ISRS),
inibidores da recaptacdo de noradrenalina (ISRN), triciclicos, atipicos,
inibidores da enzima monoamina oxidase (iIMAQO) e terapia
eletroconvulsiva (Charney et al., 1981).

Os mecanismos monoaminérgicos possuem algumas limitacdes para
explicar a fisiopatologia da depresséo. Por exemplo, nem toda droga que
aumenta os niveis de monoaminas na fenda sinaptica, tem efeito
antidepressivo, por exemplo a cocaina ou anfetamina (Stahl, 1994; Stahl,
1998). Outro fator a ser questionado é que os antidepressivos aumentam os
niveis de monaminasnafenda sinaptica de forma rapida, porém os efeitos
clinicos levam em torno de 3 a 4 semanas apds o inicio do tratamento
(Torresetal., 2003; Rosenblat et al., 2015). Desta maneira, outras hipGteses
surgem para tentar explicar os mecanismos fisiopatolégicos do transtomo
depressivo, como a hipétese neurotréfica (Duman e Monteggia, 2006).
Nesta hipotese, postula-se que uma disfuncdo na neuroplasticidade, em
especifico nos niveis de proteinas que geram trofismo neuronal estaria
associado ao transtorno depressivo maior. O BDNF é uma das principais
neurotrofinas responsaveis pela plasticidade neural regendo o crescimento,
sobrevivéncia e maturacdo de novos neurdniose regulando assim o humor
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e a memoria/aprendizagem (Yamada et al., 2002; Papp et al., 2017). Uma
reducdo de BDNF nosangue e nas estruturas encefalicas como o cortex pré-
frontal e hipocampo esta sendo amplamente demonstrada em individuos
depressivos e/ou suicidas (Karege et al., 2005).

1.6 Exercicio Fisico e Transtorno Depressivo

Os efeitos antidepressivo do exercicio fisico s@o bastante relatados
pelo banco de dados do PubMed, constando 834 publicagdes com as
palavras-chave “exercise” e “depression” no titulo, sendo a publicacéo
mais antiga de 1905 (Franz e Hamilton, 1905). De la para ca o exercicio
fisico vem sendo bastante estudado como uma alternativa na prevencéo e
tratamento do transtorno depressivo, embora seus mecanismos de acéo
como antidepressivo ainda ndo tivessem sido até entdo acenados. Para
tentar elucidar os mecanismos bioldgicos por de tras dos efeitos benéficos
do exercicio fisico no SNC alguns estudos utilizando animais comegaram
a demonstrar os efeitos do exercicio fisico na modulacdo dos niveis de
neurotrofinas em estruturas encefélicas, bem como em uma melhora na
neurogénese hipocampal adulta. No inicio dos anos 2000, pesquisadores
demonstraram pela primeira vez o efeito antidepressivo da livre exposicao
de ratos a atividade fisica na roda de corrida voluntéria e um putativo
mecanismo de acdo dependente de um aumento do RNAm de BDNF no
hipocampo cerebral (Adlard e Cotman, 2004). Subsequentemente, alguns
trabalhos clinicos reforcaram que as melhoras no humor induzidas pelo
exercicio fisico ocorrem atraves da sintese de neurotrofinas em estruturas
encefalicas do sistemalimbico (Erickson et al., 2011; Lawson et al., 2014;
Musemeci et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que o exercicio fisico
aumenta a expressao de diversas outras neurotrofinas como o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), neurotrofina-3 (NT3), fator de crescimento de
fibroblasto (FGF-2), fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), fator de
crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento nervoso (NGF)
(Cotmanetal., 2007; Russo-Neustadt et al., 1992).

1.7 Irisina e o eixo musculo-encéfalo

A busca pela compreensdo dos mecanismos biologicos que
envolvem as melhoras clinicas de doencas que acometem o SNC induzidas
pelo exercicio fisico é incessante. Dentre as moléculas atribuidas a estas
melhoras, esta a Irisina. Essa molécula foi primeiramente descrita em
células musculoesquelética de ratos em 2012 por Bostrom e colaboradores



(2012) na Universidade de Harvard. Estudos posteriores demonstraram que
a Irisina é um peptideo de funcéo e estrutura homologa entre os mamiferos,
sendo totalmente similar entre humanos e ratos (Aydin S., 2014). Sua
producéo acontece em diferentes tecidos, como no tecido ésseo e no tecido
adiposo, porém sua maior producdo ocorre nos muasculos esqueléticos. Esse
peptideo pode ter acfes autdcrinas, paracrinas e endocrina em tecidos
longinquos (Pedersen e Febbraio 2012). Devido a estes fatores, esse
peptideo vem sendo amplamente classificado como uma miocina (Moreno-
Navarret et al., 2013).

Nos musculos esqueléticos, sua produc¢éo ocorre em maior escala a
partir de estimulos proveniente do exercicio fisico. Estes estimulos
aumentam a transcricdo e fosforilacdo (ativacdo) do coativador-la do
receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1a) que ao
se conjugar com o fator de transcricdo ERR o coordena a transcri¢do do
dominio da proteina transmembrana fibronectina tipo Il contendo o
dominio5 (FNDC5) (Bostromet al., 2012 ; Goto et al., 2000 ; Pilegaard et
al. 2003). Na porcdo transmembrana, 0 FNDC5 sofre uma clivagem,
liberando assim um peptideo que serd glicosilado e assim a lIrisina é
sintetizada e liberada na corrente sanguinea, onde ela assim torna-se um
mensageiro celular e gera uma intercomunicacdo entre tecidos celulares
(Bostromet al., 2012; Schumacher et al., 2013; Wrann et al., 2013).

E demonstrado que a aco do coativador PGC1-a na regulagio da
expressdo de FNDC5/Irisina ocasiona expressdao de moléculas que
aumentam a biogénese mitocondrial, como a proteina desacopladora 1
(UCP-1). A UCP-1 é umaproteina desacopladora termogénica, responsavel
por impedir a forca préton motriz necessaria ao acoplamento da
transferénciade elétrons a sintese de ATP e assim produz calor. O processo
de biogénese mitocondrial no tecido adiposo branco (TAB), converte 0
mesmo em tecido adiposo marrom (TAM), este processo é conhecido como
“browning” (Wu et al., 2012). Desta maneira, a lrisina pode atuar
aumentando o gasto energético, e promovendo a perda de peso através do
metabolismo dos &cidos graxos, o qual fornece acetil-coa para producéo de
ATP (Bostrom et al. 2012).

Para avaliar os niveis de Irisina em humanos, estudos recentes tém
demonstrado que jovens obesos ap6s uma sessdo de exercicio fisico
aerobico tiveram os niveis de Irisina plasmatica aumentado. Porém, os
jovens obesos que passaram por um treino de exercicio contra-resistido néo
tiveram mudancas nos niveis de irisina plasmatica (Blizzard LeBlanc et. al,
2017). Jedrychowski et al., (2015) desenvolveram um ensaio para
quantificar os niveis da Irisina na circulacdo humana, neste trabalho, o
grupo demonstrou que os niveis de Irisina no plasma estdo aumentados em
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individuos que passaram por um treino aerébico em relacéo a individuos
sedentérios.

Além da sintese de FNDC5/Irisina no musculo esquelético, ela
também pode ser sintetizada no prdprio SNC, e assim trabalhos vem
buscando os efeitos comportamentais da Irisina. Siteneski et al. (2017), por
exemplo, ao analisar os efeitos da administracdo central da Irisina em
camundongos, observaram uma ac¢ao antidepressiva da Irisina. No mesmo
trabalho, demonstraram que a lIrisina administrada regula os niveis de
PGC1- o, FNDC5 e BDNF no hipocampo e no cortex pré-frontal. Papp e
companheiros (2017) postularam que o humor deprimido em pacientes com
Doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), pode ocorrer devido suas
limitacdes paraatividades fisicas, e consequentemente influenciando o eixo
Irisina-BDNF. Neste trabalho, observaram baixos niveis de Irisina e BDNF
sérica nos pacientes com humor deprimido. Uma publica¢do de Wang e Pan
(2016), demonstrou que os niveis de Irisina eram diminuidos no cértex pré-
frontal e no liquido cefalorraquidiano (LCR) em ratos submetidos a um
protocolo de estresse crénico imprevisivel (ECI). Os déficits
comportamentais nos animais que passaram pelo protocolo foram
revertidos pela injecdo de Irisina. Ainda neste trabalho, Wang e Pan
demonstraram que a a¢do antidepressivada Irisinano ECI, pode se dar pela
regulacdo do metabolismo energético no cértex pré-frontal, o qual foi
afetada pelo ECI.
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Figura 6. Sintese da lIrisina. O exercicio fisico estimula a produgao co-
ativador-la do receptor y ativado por proliferador de peroxisoma (PGC-l1a). O
PGC-1a entdo pode ser ativado através de estimulos prolongados de exercicio
fisico, pela hidrdlise de ATP formando AMPK que fosforilard o PGC-1a, 0
translocando para o nicleo onde ird se conjugar com o fator de transcricdo ERRa e
ird induzir a expressao da fibronectina tipo 111 contendo 5 (FNDC5). Por fim, o
FNDC-5 sofre clivagem na sua por¢do extramembranar, liberando a Irisina na
corrente sanguinea, que por sua vez, pode ter agdo autdcrina, paracrina ou

endocrina. Fonte: do autor.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do protocolo de exercicio fisico aerébico de
endurance no comportamento, neuroplasticidade e sistema redox de
camundongos Swiss.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o comportamento do tipo-depressivo, tipo anedbnico e
tipo-ansioso em camundongos submetidos ao protocolo de
exercicio fisico aerdbio de endurance;

¢ Avaliar o efeito do exercicio fisico sobre a modulagdo redox no
cortex pré-frontal e hipocampo;

e Mensurar 0os niveis de monoaminas no cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado de camundongos submetidos ao nosso
protocolo de exercicio fisico.

e Investigar os efeitosdo exercicio fisico sobre o imunocontetdo de
FNDC5 no musculo gastrocnémio, muasculo quadriceps, no
hipocampo e no cortex pré-frontal



3 JUSTIFICATIVA

O transtorno depressivo maior é um transtorno psiquiatrico bastante
prevalente na populagdo mundial acometendo cerca de 322 milhdes de
pessoas (WHO, 2015). E uma patologia que afetaa qualidade de vida do
individuo, gerando uma reducéo no rendimento técnico-profissional, bem
como um comprometimento nas relagbes afetivas e sociais do paciente. O
transtorno depressivo no seu estado mais grave pode levar a pessoa ao
suicidio (WHO, 2015). Por ser uma doenca multifatorial, os mecanismos
bioldgicos que envolvem esta neuropatologia ainda sdo pouco elucidados.
Entretanto, diversos trabalhos demonstram que o dano oxidativo, disfuncéo
nos niveis de monoaminas e nos niveis de neurotrofinas, estao ligadas a
comportamentos depressivo (Russo-Neustadt et al. 2001; (Davies et al.,
1982; Neary et al., 1992; Cotman et al., 2007).

Por ser bem validado que o exercicio fisico é associado a qualidade
de vida e salde, muitos estudos reportam seus efeitos no humor e em
transtormnos psiquiatricos. Neste sentido, seus efeitos clinicos na depressdo
sdo bem documentados (Perraton et al., 2010). Entretanto, 0s mecanismos
envolvidos na acdo antidepressiva do exercicio fisico possuem bastante
lacunas. Buscamos desta maneira um melhor conhecimento das
modulacBes bioldgicas do eixo musculo esquelético-encéfalo através do
exercicio fisico, visto que assim pode abrir um leque de futuros alvos
terapéuticos para o tratamento do transtorno depressivo.
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4 METODOLOGIA

Foram utilizados camundongos Mus musculus fémeas da linhagem
Swiss, devido a facilidade de trabalhar com fémeas desta linhagem, sendo
0 sexo feminino menos propenso a agressividade e a formacao de animal
alfa. Os animais ficaram no biotério setorial da bioquimica com acesso livre
a agua e comida, com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, mantidos a
temperatura média de 22-25°C. O protocolo experimental de exercicio
fisico foi realizado no periodo da tarde e iniciado com animais de 2 meses
de idade, sendo submetidos ao exercicio fisico aerébico na esteira por 2
meses, enquanto 0s animais sedentarios permaneceram em suas caixas sem
acesso a comida e agua. Apo6s a Ultima sessdo de exercicio fisico, 0s animais
foram ambientados nasala de analises comportamentais do departamento
de bioquimica. 24 horas ap6s a Ultima sessdo de treinamento 0s animais
foram pesados e realizaram o0s testes comportamentais na sala de anélises
comportamentais da bioquimica, com iluminagdo entre 70 e 75 lux, no
horério das 12 as 19 horas. Os testes ocorreram em ordem de menos
aversivo para 0 mais aversivo seguindo: Teste do campo aberto (TCA),
Teste da preferéncia pela sacarose (TPS), Teste de borrifagem de sacarasoe
(TBS), Teste Suspensdo pela cauda (TSC) e Teste do nado forcado (TNF).
Também foi realizado o Teste de forca de agarre (TFA). Os camundongos
foram submetidos & eutanésia por decapitacéo imediatamente ap6s 0s testes
comportamentais. Em um conjunto de experimentos independentes e de
forma similar ao tratamento anteriormente apresentado os animais foram
sacrificados por decapitacdo 24 horas ap0s a Gltima sessdo de treinamento
e as estruturas musculares dos membros posteriores: gastrocnémio e
quadriceps; e cerebrais hipocampo, estriado e cortex cerebral foram
pesados e coletados para anélises bioquimicas. E valido ressaltar que este
projeto apresenta aprovacao do comité de ética com uso de animais da
UFSC (6074241016) e teve todos os cuidados necessarios para minimizar
o sofrimento e desconforto dos animais.
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Figura 7. Organograma do protocolo experimental.

4.1 Protocolo Experimental de Exercicio Fisico Aerdbico de Endurance
naEsteira

Os animais foram submetidos ao protocolo de treinamento fisico
aerobico de endurance em relacdo ao grupo controle (sedentarios). Os
animaisdo grupo exercitado foram expostos a um treinamento fisico na
esteira de corrida (5x/semana, com uma carga crescente de intensidade por
um periodo de 45 minutos) por 60 dias, durante o periodo da tarde. A
intensidade inicial foi de 6 m/minnaprimeirasemanae a cada semana foi
acrescido 2 m/min na velocidade da esteira. Os animais foram entéo
submetidos aos testes comportamentais 24 horas apds pararem de correr na
esteira. Este protocolo de exercicio fisico aerébico em camundongos foi
padronizado previamente através de experimentos pilotos conduzidos pelo
nosso grupo de pesquisa. A taxade desisténcia dos animais no protocolo de
exercicio fisico variaentre 10-20%.

4.2 Testes Comportamentais
4.2.1 Teste do campo aberto (TCA)

O TCA é utilizado como uma ferramenta importante nas pesquisas
comportamentais (Schmitt e Hiemke, 1998). Também é utilizado para
avaliar atividade locomotora e ser uma ferramenta complementar do TNF
e TSC para evitar falsos-positivos de tratamentos que possam causar
hiperlocomocdo (Rodrigues et al., 2002). O aparato consiste em uma caixa
de madeira (40 x 60 x 50 cm) dividida em 12 quadrantes de mesmo
tamanho. A locomocdo dos animais foi mensurada pelo nimero de
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quadrantes cruzados com as quatro patas e o nimero de levantamentos dos
animais para também analisar o comportamento de exploracdo. Além disso,
0 numero de comportamentos estereotipados de auto-limpeza e o numero
de bolos fecais, bem como o tempo no centro e o tempo na periferia dos
animais, foram mensurados como putativo indicativo de comportamento do
tipo - ansioso/ansiolitico.

_—

Auto-Limpeza

cm

40

&0 cm Levantamento

Figura 8. Teste do Campo Aberto. Fonte: Produzida pelo autor no
website: Biorender.com

4.2.2 Teste do nado forcado (TNF)

O TNF foi usado para avaliar os possiveis efeitos do tipo-
antidepressivo do exercicio fisico aerdbico de endurance. Ele consiste na
observacdo comportamental dos animais submetidos a uma situacio de
desespero comportamental inescapavel (Porsoltet al., 1977). A duracdo do
teste foi realizada por seis minutos (sessdo Uinica) em um cilindro plastico.
Ao fim do teste, foi mensurado o tempo de imobilidade dos animais, sendo
que antidepressivos classicos, como a fluoxetina, diminuem o tempo de
imobilidade (Cunhaet al., 2008).



Figura 9. Teste do nado forcado. Fonte: Biorender.com
4.2.3 Teste da suspensao pelacauda (TSC)

O TSC foi utilizado para avaliar os possiveis efeitos do tipo-
antidepressivo do exercicio fisicoaerdbico de endurance. O teste é baseado
no fato que animais que sdo submetidos a curtos periodos de estresse
inescapavel pela suspensdo de sua cauda. O tempo total do teste foi de 6
min, e a duracéo da imobilidade foi mensurada apenas quando o animal
permanecesse completamente imovel (Steru et al., 1985). Assim como o
TNF, antidepressivos classicos diminuem o tempo de imobilidade dos
animaisno TSC.

Figura 10. Teste suspensdo pela cauda. Fonte: Produzida pelo autor no
websiste: Biorender.com

4.2.4 Teste de borrifagem de sacarose (TBS)
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O TBS ¢ utilizado para avaliar comportamento anedoénico
(diminuicdo do prazer/interesse por atividades), em modelos animais que
induzem o comportamento do tipo-depressivo é observado um aumento da
anedonia (Willner, 1987). Foi borrifada uma solu¢do de sacarose 10% no
dorso do animal duas vezes entdo o animal foi alocado num aparato de vidro
cilindrico onde avaliamosa laténcia para iniciar o comportamento de auto-
limpezae o tempo total de auto-limpeza do animal durante 5 minutos. Em
modelos animais de depressdo o comportamento de autolimpeza nesse teste
é diminuido.

Borrifagem no dorso Auto-limpeza

Figura 11. Teste de borrifagem de sacarose. Fonte: Produzida pelo autor
no website: Biorender.com

4.2.5 Teste de preferéncia pela sacarose (TPS)

Assim como o teste de borrifagem de sacarose, o TPS foi utilizado
para avaliar um comportamento anedénico nosanimais (Willner, 2005). Os
animais foram isolados em caixas por um periodo de 48 horas. Foram ent&o
disponibilizadas 2 garrafas com agua por mais 24h. Apos este periodo,
foram duas novas garrafas foram colocadas para os animais (umacom agua
e outra com sacarose 1%.) por um novo periodo de 24h. Ao fim deste
periodo as garrafas foram invertidas de posi¢ao e 0s animais ficaram por
um periodo de mais 24 horas. Ao fim do teste foi mensurado o consumode
agua e de sacarose, e assim foi estabelecido a taxa de preferéncia de
sacarose dos animais pelarazdo entre 0 consumo de sacarose (peso inicial
menos o peso final em gramas das garrafas de sacarose) e 0 consumo total
(consumo de agua (peso inicial menos o peso final em gramas das garrafas
de agua) + consumo de sacarose (peso inicial menos o peso final em gramas
das garrafas de sacarose) e multiplicando o resultado por 100.
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Figura 12. Teste de preferéncia pela sacarose. Fonte: produzida pelo
autor no website: Biorender.com

4.2.6 Teste de Forca de agarre (TFA)

Realizamos o Teste de forca de agarre (TFA) para avaliar a forca
maxima de agarre exercida (Fowler et al., 2002; Prado et al., 2006). O
aparelho para o teste consiste em um suporte conectada a um transdutor de
forca. O aparelho foi calibrado com pesos de 5, 10, 20, 50, 100 e 200g. Os
animais foram condicionados a sala de experimento 24h antes do
experimento. Durante o experimento, 0s animais eram induzidos a se
agarrar no suporte metalico com umadas patas traseiras. Os animais entéo
eram puxados pelo experimentador com forca progressiva até se soltarem
da haste. Foi registrado o pico de forca maxima quando o animal se soltou
da haste, expressoem grama (g). A forca da pata foi registrada ao longodo
protocolo de exercicio pela razdo da forca da pata (g) pelo peso corpéreo
(g) do animal.

4.3 Anélises Bioquimicas
4.3.1 Andlise da atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi avaliada pelo métododescritopor (Wendel,
1981), a reacdo se inicia pela adi¢do de perdxido de cumeno (1 mM). A
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enzima GPx presente na amostra degrada o perdxido a partir da utilizacdo
da GSH como doador de elétrons, resultando em alcool, GSSG e 4gua. A
GSSG ¢ rapidamente reduzida pela GR através do uso de NADPH, que
pode ser medido espectrofotometricamente em 340 nm. A atividade da GPx
é proporcional ao consumo de NADPH.

4.3.2 Analise da atividade da enzima Glutationa redutase (GR)

A atividade da GR foi mensurada pelo método de Carlberg e
Mannervik (1985). A GR presente na amostra reduz GSSG a GSH,
consumindo para isso NADPH. Esse consumo de NADPH pode ser
quantificado, a partir da leitura em filtro de 340 nm em espectrofotdmetro

4.3.3 Mensuracao da atividade da enzima tiorredoxina redutase
(TrxR)

A TrxR catalisa a reducéo de DTNB consumindo NADPH, cuja o
consumo foi utilizado para estimar a atividade TrxR. Os tecidos
homogeneizados foram mantidas em tampdo fosfato (0,1 M, EDTA 1 mM,
pH 7,4), asamostras foram centrifugadas (15 min, 15000 g) e uma aliquota
foi incubada com DTNB durante 15 min (temperatura ambiente) para
permitir a reacdo com os tidis presentes na amostra. Posteriormente, 0
NADPH foi adicionado para iniciar a reacdo durante 5 min e subsequente
foram realizadas leiturasa 340 nm.

4.3.4 Mensuracdo da atividade da Catalase (CAT):

A atividade da catalase foi determinada pela queda do consumo de
H:0: na absorbancia (240nm). A atividade € mensurada no momento em
que é adicionado 0 H202 (30 mM), conforme previamente descrito por Aebi
(1984)

4.3.5 Mensuracao da atividade da Superédxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo método descrito por Misra
e Fridovich (1972). Foram adicionados 5, 10 ou 20 pL de amostraa uma
solucdo contendo epinefrina. A presenca de SOD inibe a auto-oxidagao da
epinefrina. A taxa de inibicdo foi monitorada por 180 segundos. A
guantidade de SOD necessaria para produzir 50% de inibicdo foi definida
como uma unidadede SOD. Os resultados foram expressos como unidades
de SOD/ mg de proteina.



4.3.6 Andlise da atividade da Glioxalase I (glo-1)

Mensuramos a atividade glioxalase | a partir da formacg&o de S-D-
lactoilglutationa (Allen e Thornalley, 1993). Incubamos GSH 100 mM e
MGO 100 mM em tampao fosfato 50 mM, pH 6.6, a 37° C por 10 min.
Utilizamos uma aliquota desta solu¢do ao mesmo tampéo formando um
meio de reacdo contendo 2 mM de GSH e MGO. Adicionamos a amostra
nesta solucdo e fizemos a leitura da absorbancia durante 1-5 min, em 240
nm. A atividade da Glo-I foi mensurada pela formacdo de S-D-
lactoilglutationa. Os valores foram expressos como pmol/min/mg de
proteina.

4.3.7 Mensuracdo dos niveis de serotonina, noradrenalina, e
dopamina no estriado, hipocampo e crtex cerebral:

A determinacdo dos niveis de monoaminas (serotonina,
noradrenalina e dopamina) foi conduzido como descrito por De Benedetto
et al. (2014). O cortex cerebral foi dissecado em gelo, pesado e
homogeneizado em uma solucdo contendo 0,2 M de &cido perclorico e 3
mM de cisteina 1:3 (peso:volume). O homogeneizado foi centrifugado
(12000 g, 10 min, 4 °C) e o sobrenadante resultante foi congeladoa -80°C
para anélise por cromatografia liquida de alta performance com deteccéo
de fluorescéncia (HPLC-FD do inglés - High Performance Liquid
Chromatography with fluorescence detection). Uma curva padrdo foi
realizada com concentracGes de 0,016-2,50 ng/ul para DA, 0,031-2,50
ng/ul para 5- HT, 0,025-2,00 ng/ul para NE. A fluorescéncia foi mensurada
em 279/320 nm (excitacdo/ emissdo). A alturae a area do pico foram
quantificadas usando Jasco PU-2080 plus analytical HPLC e normalizada
por mg de tecido.

4.3.8 Deteccao dos niveis de proteinas por Western Blotting e Dot
Blotting

Ao término do protocolo de exercicio, foram coletados dos animais
exercitados e sedentérios os musculos gastrocnémio e quadriceps e as
estruturas encefalicas cortex pré-frontal, estriado e hipocampo. Asamaostras
foram dissecadas em uma temperatura de 4° C e armazenadasem a-80° C.

As amostras foram homogeneizadas mecanicamente com tampao de
lise numa proporcdo 1:10 (9 volumes de tampédo + peso meédio) e
centrifugados por 20 min a 200009 por 4min. O sobrenadante foi colocado
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em um novomicrotubo onde foi adicionado 20% de sample buffer 5x + 5%
de beta-mercatpoetanol. As amostras foram sonicadas (5 a 10 seg), fervidas
por 5min a95° C e centrifugadas por 1mina 15000 rpm.

Tabela 2. Solucéo tampéo de lise

Solugio Volumes  Concentracio Final
. . , Tris SOmM/EDTA
. 2
Tris 100mM/EDTA 2mM/NAF 200mM 2ml ImM/NAE 100mM
Coquetel inibidor proteases (SIGMA) 500pl -
PMSF(100mM) 4l PMSF - 0,1mM

Na3V04 (200mM) 40 ul Na3VO4 - 2mM
Triton x100 40l Triton 1%
Glicerol 50% 800 pl Glicerol 10%
H20 g.s.p 616 pl

Total 4ml

*NAF = Fluoreto de Sodio
Na3;VO; = Ortovanadato de Sodio

Os niveis de Irisina foram observados através da técnica de Westemn-
blotting, cujo protocolo foi padronizado em nosso laboratério. A
porcentagem do gel utilizado foi de 15%, devido tamanho da Irisina. Para
eletroforese foi pipetado em cada pogo 15ul de amostra, além de 2ul do
padrdo de peso molecular e 15ul do padrdo da Irisina. A eletroforese foi
realizada por 1h e 35min, com voltagem de 140 V e corrente de
aproximadamente 50mA. Apds a eletroforese, utilizamos membranas de
nitrocelulose para eletrotransferéncia. Na eletrotransferéncia foi montado o
sistemade transferéncia com o uso de uma cuba especifica, todo o sistema
ficou imerso em tampaéo de transferéncia (western blot buffer 1x) e a cuba
dentro de uma caixa imersa em gelo sobre um agitador magnético ligado.
Na eletrotransferéncia o aparato foi configurado para operar com corrente
constante de 100V, corridade aproximadamente 500mA por 60min. Para o
bloqueio da membrana, a membrana foi incubada por 1h sob agitacéo com
5% de leite desnatado em TBS. O anticorpo primério da Irisina/FNDC5 foi
incubado overnight. No dia seguinte, o anticorpo primario foi recolhido, a
membrana foi lavada com TBS-T por 5min, e 0 anticorpo secundario (10
mlde TBS-t e 2% de albumina) foi incubado por 1h. A revelacdo foi feita
através do fotodocumentador ChemiDoc MP realizado no Laborat6rio
Multiusuéarios de Estudos em Biologia (Lameb) da UFSC.

Tabela 3. Gel 15% para corrida



15 % Gels 2gels 4gels 6gels 8gels unidade
Agua 4.1 8.3 12.4 165 ml
Acrilamida (40% 37.5:1) 3.8 7.5 1.3 15.0 ml
2M Tris HclpH 8.8 2 4 6 8 mi
20% SDS 50 100 150 200 pl
APS 10% 50 100 150 200 pl
TEMED 15 30 45 60 ul
Total 10 20 30 40 ml
Stack 2gels dgels 6gels Bgels unidade
Agua 32 6.4 9.6 128 ml
Acrilamida (40% 37.5:1) 0.5 1.0 1.5 20 ml
0.5 M Tris HelpH 6.8 13 25 38 50 ml
20% SDS 25 50 75 100 ul
APS 10% 25 50 75 100 pl
TEMED 8 16 24 32 ul
Total 5 10 15 20 ml

Os niveis de Malondealdeido, 4-HNE e MGO, foram feitros através
datécnicade Dot blot. Os tecidoshomogeneizados foram (3 g de proteina)
transferidos para membranas de PVDF. Os imunocontetdos de MDA
foram detectados utilizando o anticorpo primaério especifico: anti-MDA
(Abcam), anti-4-HNE, anti-MGO. Posteriormente as membranas foram
incubadas com anticorpo secundério (IgG) unido a peroxidase (Dafré et al.,
2017). Paraa obtencdo de cargas de proteinas por pogos nas membranas, as
mesmas foram coradas com Ponceau S. As bandas de proteinas foram
visualizadas por reacdo de quimioluminescéncia. A intensidade das bandas
foi analisada por densitometria 6tica no programa Imagelab 4.1. (BioRad,
USA).

4.4 Analise estatistica

As analises estatisticas e os graficos foram realizados no software
Graphpad Prism 8. Os dados obtidos foram avaliados por Teste t néo
paramétrico seguido pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas
entre os grupos foram consideradas significativas para p < 0,05. Os
resultados foram expressosem média+ erro padrdo da média (E.P.M.).



50

5 RESULTADOS
5.1 Efeitos do Exercicio Fisico nos Aspectos Fisicos dos Animais

Inicialmente avaliamos os efeitos do nosso protocolo de exercicio
fisico aerdbico de endurance na manutenc¢éo do peso corporal dos animais.
Assim foi demonstrado na figura 13A que a partir da sexta semana, 0s
animais exercitados ganharam menos peso até o fim do nosso protocolo
experimental. Na figura 13B demonstramos que 0s animais treinados
tiveram um menor ganho de peso corporal em relacdo aos animais
sedentérios (P < 0,05) na oitava semana. Porém observamos que nao houve
alteragBes no peso das estruturas encefalicas (cortex pré-frontal e
hipocampo), dos tecidos musculares (gastrocnémio e quadriceps) e da
glandula adrenal, conforme a tabela 4.
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Figura 13. Exercicio fisico aerdbico reduz o aumento de peso corporal de
camundongos Swiss. A) Variagdo de peso corporal ao longo de 8 semanas. B)
Variagdo de peso corporal em relagdo ao inicio daintervengéo. n = 6-15.

Conforme a figura 14 observamos através do teste de apreensdo
pelas patas que 0 nosso protocolo nédo alterou a forca nas patas traseiras
direita (Figura 14A) e esquerda (Figura 14B) dos animais no decorrer das
8 semanasde exercicio.



Tabela 04. Pesos relativo dos tecidos corporais dos animais sedentérios ou
submetidos ao protocolo experimental de exercicio fisico aerébico.

Cortex Pré- J_— .
. Adrenal Gastrocnémio Quadriceps
Grupo Hlpocampg (mg)/  frontal (mg)/ (mg)/ Peso (mg)/ Peso (mg)/ Peso
Peso Corporeo (g) Peso Corpoéreo (9) Corporeo (9) Corpéreo (9)
Corporeo (9) P g P 9 P g
Sedentarios 1680068 ) 4ga3ee+ 0,155+ 4,812035 + 5569507
0100453 0,148435 0,006108 0,28592 0,282329
Exercitados 1,993465 + 1,514072 + 0,115+ 4,974686 + 5,221019+
0,105105 0,190461 0,004752 0,235951 0,278565
A) B)
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Figura 14. Exercicio fisico aerdbico ndo altera a forga dos animais. Avaliagéo
da forca das patas traseiras direita (Painel A) e esquerda (Painel B) no teste
apreensdo das patas. n = 6-15.

5.2 Efeitos do Exercicio Fisico no Campo Aberto

Buscamos com o Teste do Campo Aberto avaliar os efeitos do nosso
protocolo de exercicio fisico nos aspectos locomotores, exploratério e
comportamentais (Schmitt e Hiemke, 1988). Conforme a demonstrado na
Figura 15, o exercicio fisico ndoalterou os seguintes parametros avaliados:
namero de levantamentos (Figura 15B) e bolos fecais (Figura 15E).
Também ndo teve efeito na quantidade de cruzamentos (Figura 15A).
Entretanto, os animais exercitados obtiveram menor tempo de laténcia para
sair do primeiro quadrante (Figura 15C), maiortempo no centro do aparato



52

e maior nimero de auto-limpeza (Figura 15D) no teste do campo aberto,
em relacdo aos animais sedentarios (P < 0,05) (Figura 15F).
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Figura 15. Exercicio fisico aer6bico ndo altera a ambulagéo, mas produz efeito
ansiolitico em camundongos Swiss. Camundongos submetidos ao protocolo de
exercicio fisico aerdbico ou sedentérios foram expostos ao teste do campo aberto e
0s seguintes parametros foram observados: A) NGmero de cruzamentos B) NUmero
de levantamentos. C) Laténcia para realizar o primeiro passo. D) NUmero de auto-
limpeza. E) Ndmero de bolos fecais. F) Tempo no centro e na periferia do aparato.
n = 6-15.

5.3 Efeitos do Exercicio Fisico no Comportamento do tipo-Depressivo e
Anedonico

Apos terminarem o protocolo de exercicio fisico, 24h depois, 0s
animais passaram pelo TNF e TSC visando mensurar comportamentos
associados a emocionalidade (Steru, 1985; Porsolt et al., 1977). Foi entdo



observado que o exercicio fisico aumentou o tempo de laténcia para
imobilidade nos testes TSC e TNF (P < 0,05) (Figura 16A e 16B,
respectivamente), nestes mesmos testes o protocolo de exercicio fisico foi
habil em reduzir o tempo de imobilidade dos animais (P < 0,05) (Figura
16E e 16F).

No TBS os animais néo tiveram diferenca notempode laténciapara
auto-limpeza (Figura 16C) e no tempo de auto-limpeza (Figura 16G). No
TPS (Figura 16D) ndo houve diferenga no consumo de sacarose e agua.
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Figura 16. Exercicio fisico aerobico produz efeito tipo-antidepressivo em
camundongos Swiss. Camundongos submetidos ao protocolo de exercicio fisico
aerdbico ou sedentarios foram expostos ao teste de suspensdo pela cauda (Painéis
A e E), teste do nado forcado (Painéis B e F), teste da borrifagem de sacarose
(Painéis C e G), teste da preferéncia por sacarose (Painel D). n = 6-15.
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5.4 Efeitos do Exercicio Fisico no Sistema de Enzimas Antioxidante nas
estruturas encefalicas

Conforme é validado na literatura que o exercicio fisico pode
modular a atividade Redox das células (Davies et al., 1982; Neary et al.,
1992; Schneider e Irigaray, 2008). Buscamos entdo, avaliar os efeitos do
nosso protocolo de exercicio fisico aerdbico de endurance nas atividades
de enzimas que atuam nos processos de manutengdo Redox das estruturas
encefalicas dos camundongos. Avaliamosentdo, que 0 nosso protocolo de
exercicio fisico ndo alterou a atividade destas enzimas no cortex pré-frontal
e no hipocampo (Figura 17).
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Figura 17. Exercicio Fisico aerébico ndo altera atividade enzimatica no
encéfalo dos camundongos Swiss. Superoxido Dismutase (Painéis A e B).
Catalase (Painéis C e D). Glutationa Peroxidase (Painéis E e F). Glutationa
Redutase (Painéis G e H). Tiorredoxina Redutase (Painéis | e J).

5.5 Efeitos do exercicio fisico nos adutos de malondealdeido e 4-HNE no
encéfalo dos camundongos.
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Na literatura cientifica é demonstrado que o exercicio fisico pode
acarreta dano oxidativono tecidocelular, dependendo do tipo de exercicio
e suaintensidade. Entretanto, o exercicio fisico é responsavel por adaptar o
organismo frente a producdo de EROs que causam danos celulares,
alterando a homeostase das defesas celulares (Davieset al., 1982; Neary et
al., 1992; Schneidere Irigaray, 2008). Desta maneira, buscamos conforme
a Figura 18, avaliar os efeitos do nosso protocolo de exercicio fisico
aerdbico em moléculas indicadoras de lipoperoxidacdo no encéfalo dos
camundongos. Os nossos resultados demonstram que o exercicio fisico
aerobico de endurance néo teve efeito nos niveis de aductos de
malondeldeido (Figura 18A e 18B) e de 4-HNE (Figura 18C e 18D) no
hipocampo e no cortex pré-frontal
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Figura 18. O exercicio Fisico aerobico ndo aumentou marcadores de
lipoperoxidagdo no hipocampo e no cortex pré-frontal dos camundongos.
Malondealdeido (Painéis A e B). 4-HNE (Painéis C e D)




5.6 Efeitosdo Exercicio Fisico em Pardmetros de Estresse Glicolitico

Buscamos avaliar os efeitos do exercicio fisico aer6bico de
endurance na produ¢do do MGO, uma toxina endogena produzida
principalmente pelo metabolismo da glicose (Synold, et al. 2008). Os niveis
de MGO foram avaliados no cértex pré-frontal e no hipocampo dos
camundongos. Observamos assim, que ndo houve altera¢fes nos niveis de
MGO no cértex pré-frontal (Figura 19A) e no hipocampo (Figura 19B) dos
animais. Também avaliamos a atividade da enzima GLO1, cujo é uma
importante enzima para detoxificacdo do MGO, entretanto ndo teve sua
atividade modificada através do exercicio fisico.
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Figura 19. O exercicio fisico néo teve efeito sob os niveis de MGO e nem
no sistema de detoxificacdo do MGO. Niveis nos adutos de MGO no hipocampo
(Painel A) e no cortex pré-frontal (Painel B). Atividade daenzima glioxalase-1 no
hipocampo (Painel C) e no cortex pré-frontal (Painel D)
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5.7 Efeitos do Exercicio Fisico nos Niveis das Monoaminas no Encéfalo
dos Camundongos

As monoaminas sdo importantes biomarcadores de alteraces
comportamentais (Coppen e Doogan, 1988; Mann et al., 1996; Wong e
Licinio, 2001). Conforme avaliamos alteracdes comportamentais pelo
nosso protocolo de exercicio fisico, buscamos avaliar os niveis de
monoaminas no encéfalo nos animais exercitados e sedentarios. Como
observamos na Figura 20, analisamos que 0 nosso protocolo experimental
ndo alterou os niveis dasde serotonina e noradrenalinano cortex pré-frontal
(Figuras 20A e D), no hipocampo (Figuras 20B e E) e no estriado (Figura
20C e F). Os niveis de dopaminaforam aumentados no cortex pré-frontal,
mas ndo no estriado cerebral, dos animais exercitados (Figura 20G)
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Figura 20. O exercicio fisico aerdbico alterou os niveis de dopamina no
cortex pré-frontal, porém nao alterou em outras estruturas. Niveis de 5-HT:
cortex pré-frontal (Painel A), Hipocampo (Painel B) e Estriado (Painel C). Niveis
de NA: cortex pré-frontal (Painel D), Hipocampo (Painel E) e Estriado (Painel F).
Niveis de DA: cortex pré-frontal (Painel G) e Estriado (Painel H).

5.8 Efeito do Exercicio Fisico no conteldo proteico de Irisinanoeixo
musculo-encéfalo

O exercicio fisico é responsavel por produzir e recrutar uma gama
de moléculas, dentre elas esta a Irisina, cujo é atribuida como uma das
principais moléculas relacionada aos efeitos benéficos do exercicio na
salde (Bostrom et al. 2012). Desta maneira analisamos o contetido proteico
de Irisinanotecido muscular e encefalico dos camundongos exercitadose
sedentérios (Figura 21). Analisamos que 0 nosso protocolo de exercicio
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fisico aer6bico ndo alterou os niveis de Irisina no gastrocnémio (Figura
21A), quadriceps (Figura 21B) e no hipocampo (Figura 21C). Porém, o
exercicio fisico foi responsavel por aumentar os niveis de Irisina no cortex
pré-frontal (p <0,05) (Figura 21D).
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Figura 21. Os niveis de Irisina foram aumentadas com a prética de
exercicio fisico no cortex pré-frontal, porém nao alteraram nos musculos
gastrocnémio e quadriceps e no hipocampo. Niveis de Irisina no gastrocnémio
(Painel A), quadriceps (Painel B), hipocampo (Painel C) e cortex pré-frontal (Painel
D).



6 DISCUSSAO

Os efeitos do exercicio fisico sdo bem elucidados na clinica. Dentre
seus beneficios clinicos, quando acompanhado de um estilo de vida
saudavel, o exercicio na satde fisica tem a¢fes como na manutencao do
peso corporal, diminuic&o de riscos cardiovasculares, cardiopatias, diabetes
e cancer, além das melhoras nas aptiddes fisicas; na saide mental o
exercicio age melhorando a qualidade do sono, cognigdo, humor, memdria
e também diminuindo os scores de depressdo e ansiedade (Driver e Taylor,
1996; 2000; Jayakody et al., 2014; Kramer et al., 2006; de Souza Moura et
al., 2015). Porém, os mecanismos biol6dgicos que envolvem estas melhoras
clinicas através do exercicio ainda sdo pouco conhecidos. Desta maneira,
realizamos um protocolo de exercicio fisico aerébico de endurance na
esteira por 8 semanas com o objetivo de avaliar os efeitos fisicos,
comportamentais e biologicos de camundongos Swiss jovens através da
comunicacdo do eixo musculo-encéfalo viaa miocina Irisina.

No presente trabalho analisamos o efeito do nosso protocolo de
exercicio no peso corpéreo dos animais ao longo das 8 semanas que
realizamos o experimento, sendo a regulacdo do peso corpdreo importante
paraa pratica de habitos saudaveis e qualidade de vida. Observamos assim,
gue ao final do experimento o exercicio fisico aerdbico de endurance na
esteira preveniu 0s animais exercitados de ganhassem mais peso quando
comparado aos sedentarios. Este efeito € demonstrado significativamente a
partir da 62 semana de exercicio. Segundo a revisdo bibliografica, esta
manutencdo do peso corporal através do exercicio fisico pode se dar pela
acdo da Irisina nos adipdcitos brancos, transformando estes adip6citos
brancos em adipdcitos marrons por um processo conhecido como
“Browning ”. Neste processo, a lrisina é responsavel por estimular a
expressdo da proteina desacopladora 1 (UCP-1) nas mitocondrias dos
adipocitos. A UCP-1 é responsavel por mediar a grande producdo
energética do tecido adiposo marrom, sendo uma proteina termogénica
(Spielgman, 2013; Wu et al., 2012). O “Browning” é considerado um
importante processo anti-obesidade, devido o recrutamento de acetil-Coa
proveniente da quebra dos &cidos graxos para suprir aproducdode ATP na
respiracdo celular (Wu et al., 2012). Desta maneira, a pratica de exercicio
fisico é de sumaimportancia paraaregulacdo do peso corpdreo.
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Figura 22. Irisina atua na manutencao do peso através do aumento da
expressdo de UCP-1. A lrisina é responsdvel por converter células adiposas
brancas em células adiposas marrom atraves da indugdo de expressdo da UCP-1
nas mitocéndrias. A UCP-1 é uma proteina termogénica. Desta maneira, reduzindo
os niveis de gordura. Fonte: Adaptado de Lourenco et.al (2019)

Ao término das 8 semanas de exercicio, n6s exploramos os efeitos
comportamentais do exercicio fisico nos animais. Inicialmente, usamos o
teste do campo aberto para investigar os padrGes comportamentais dos
animaissedentarios e exercitados. O teste do campo aberto é utilizado para
avaliar parametros de locomocéo e exploracao, bem como comportamento
do tipo-ansioso em roedores (Schmitte Hiemke, 1998; Rodrigues et al.,
2012). No TCA observamos que 0 nosso protocolo de exercicio fisico ndo
alterou no nimero de levantamentos e cruzamentos no TCA. Porém,
constatamosum efeito ansiolitico do exercicio quando observamos que 0s
animais submetidos ao protocolo de exercicio fisico tiveram um menor
tempo de laténcia para sair do primeiro quadrante, um aumento na auto-
limpeza e tiveram um maior tempo no centro aparato em comparagao aos
animaissedentarios.

O transtorno depressivo é uma enfermidade que abrange o mundo
todo, acometendo 1 a cada 6 adultos segundo Otte et. al. (2016). E uma
doencga que tem grande impacto na qualidade de vida do individuo, assim
como no meio em que esta inserido, como na familia, ciclos sociais,
relacionamentos e profissdo (American Psychiatric Association, 2013). O
tratamento da depressao é realizado na maioria das vezes por psicoterapia.
Quando julgado necessario pelo médico, os farmacos antidepressivos sdo
receitados. Porém, a estratégia psicofarmacoldgica somente afeta de 30 a
35% dos pacientes (Blumenthal et al. 1999), causando uma baixaadesdo ao



tratamento da doenca. Estabaixaadesdo esta relacionada ao alto custo do
tratamento e seus efeitos colaterais. Desta maneira, é indicado por
psicologos e médicos a pratica de realizar exercicio fisico regularmente,
como uma forma de amenizar e prevenir os sintomas da depressdo
(American Psychiatric Association, 2013).

Buscamos entdo, no presentetrabalho, os efeitos do exercicio fisico
aerdbico de endurance no comportamento do tipo-depressivoe do tipo-
anedénico. Utilizamos os testes do nado forcado e de suspensdo pela cauda,
pois ambos sdo testes preditivos de agdo antidepressiva amplamente
utilizados na pesquisa cientifica (Porsolt et al., 1977; Steru 1985). Em
ambos os testes, foi mensurado o tempo de laténcia para imobilidade e de
imobilidade dos animais. A acdo de antidepressivos classicos nestestestes,
diminuem o tempo de imobilidade. Observamos, que 0 nosso protocolo
aumentou o tempo de laténcia paraimobilidade dos animais, e diminuiu o
tempo que os animais permaneciam imoveis. Avaliando assim um efeito do
tipo antidepressivo do nosso protocolo de exercicio. E interessante
ressaltar, que Cunha et. al. (2013) mostrou resultado similar em ambos os
testes, através de exercicio fisico naroda de corrida voluntariapor 21 dias.

Através dos testes de borrifagem de sacarose e preferéncia pela
sacarose, buscamos analisar o comportamento do tipo-anedénico nos
animais, sendo aanedoniaum dos possiveis sintomas da depressao. Porém
0 nosso protocolo de exercicio fisico aerébico de endurance naoteve efeito
neste pardmetro comportamental.

Conforme analisamos um efeito antidepressivo do exercicio fisico
aerdbico de endurance, buscamos entdo compreender a rela¢do dos efeitos
comportamentais do nosso protocolo e a modulagdo neuroquimica.

E bem evidenciado na literatura que o exercicio fisico modula o
sistema de transmissdo monoaminérgico, especialmente, a dopamina,
noradrenalina e serotonina (Frazer, 2005). Estas monoaminas sdo as
principais reguladoras do comportamento motivacional, percepcdo e
humor. Disfunc@es no sistema monoaminérgico destes neurotransmissores
é relacionado aos transtornos de humor (Coppen e Doogan, 1988; Mann et
al., 1996; Wong e Licinio, 2001). Assim, mensuramos 0s niveis destas
monoaminas em estruturas encefalicas dos animais sedentarios e
exercitados. Buscamos analisar possiveis alterac@es dos niveis de NA em
estruturas cerebrais, devido a sua importancia no humor, memoria e
cognicdo (Timmons, 2004). Entretanto, o exercicio fisico ndo alterou os
niveis de NA em nenhuma estrutura encefalica analisada. Todavia,
trabalhos demonstram que o exercicio fisico na roda livre suprime a
liberacdo de NA pelo locus coeruleus em modelos de estresse inescapavel,
sendo assim um mecanismo de resisténcia ao estresse praticado pelo
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exercicio (Greenwood et al, 2003). Entretanto, outros trabalhos
demonstram que o exercicio fisico crdnico na esteira aumenta os niveis de
NA em regiBes encefalicas associadas a cognicdo, incluindo o hipocampo
(Sarbadhikari e Saha, 2006). Reforcando a importancia da modulacéo dos
niveis de NA no encéfalo pelo exercicio fisico no controle da
emocionalidade, Cunha et al. (2013) demonstrou que o efeito
antidepressivo do exercicio fisico pode ser abolido pelo tratamento dos
animais com AMPT (um inibidor da sintese de NA e DA). Assim como a
NA, a 5-HT ndo sofreu alteracBes pela prética de exercicio fisico nas
estruturas cerebrais que analisamos. De acordo com a revisao na literatura
cientifica, o exercicio moderado na esteirapor um periodo de 4 semanas
ndo implicaem alteragdes metabblicas da5-HT no hipocampo (Chenet al.,
2008). Em contrapartida, Weicker e Struder (2001) demonstram que o
exercicio fisico pode aumentar asintesede 5-HT induzindo a producéo de
triptofano (precursor da 5-HT) no encéfalo.

Um achado importante do nosso trabalho, demonstrou que o
exercicio fisico aerobico aumentou os niveis de DA no cortex pré-frontal
dos camundongos. Os efeitos benéficos do exercicio fisico associado a uma
regulacdo do sistema dopaminérgico foi demonstrada em modelos de
Doenca de Parkinson, a partir de lesdes em neurdnios dopaminérgicos
(Tajirietal., 2009). Friedman et al. (2007) postulou em seu trabalho que o
sistema dopaminérgico mesolimbico e mesocortical estdo envolvidos em
dois sintomas crassos da depressao, a anedonia e a desmotivagdo. Em outro
trabalho, Sutoo e Akiyama (2003), demonstraram que o exercicio fisico de
corrida em camundongos aumentou os niveis de dopamina no neoestriado
(subdivisdo do estriado). Na revisdo bibliografica, encontramos uma
possivel relacdo entre baixos niveis de dopamina na substancia nigra e a
anedonia de pacientes com transtorno depressivo (Nestler e Carlezon,
2006).

A literatura cientifica reporta extensivamente que a a¢do contratil
dos musculos causa um aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio
tanto em estudos in vitro quanto in vivo (Davies et al., 1982; Neary et al.,
1992; Schneider e Irigaray, 2008). Desta maneira, é postulado que o
exercicio fisico ao aumentar os niveis de EROs, se adapte aumentando os
niveis de defesas antioxidantes (Farooqui et al., 2012).

Nos buscamosentdoavaliar a acdo do exercicio fisico de endurance
no dano oxidativo e no sistema adaptativo antioxidante no encéfalo dos
camundongos. Observamos assim, que 0 nosso protocolo n&o alterou os
niveis de indicadores de peroxidacdo lipidica e nem defesas antioxidantes
no encéfalo dos camundongos. Analisando a revisdo bibliografica, o
trabalho de Laires et al. (1993) ndo encontrou diferenca significativa nas



defesas antioxidantes em corredores que foram analisadas 3 min antes e 40
min depois da corrida. Porém, em exercicios de alta intensidade em sessdo
Unica analisadas por Quindry et. al. (2013) foi observado um possivel
aumento de marcadores oxidativos (anion superdxido) no sangue. Alguns
trabalhos demonstram a existénciade uma resposta adaptativa ao treino de
endurance e esta diretamente associada a um aumento na expressao e
atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPX/GR (Sen et al.
2001; Miyazaki et al. 2001). Em um protocolo semelhante ao que
realizamos, camundongos machos da linhagem CF1 participaram de
corridanaesteira por 8 semanas (3x ao dia) em velocidade constantede 13
m/min, apresentaram aumento na atividade da SOD no cora¢éo e no figado
(Trommet al., 2012). Desta maneira podemos dizer que a relacdo entre
exercicio fisico e dano oxidativo é bastante variavel, dependendo do
modelo de estudo, do tipo e da intensidade do exercicio fisico, assim como
foi introduzido neste trabalho. Conforme alguns trabalhos cientificos
demonstram, a acdo contratil do musculo durante o exercicio fisico
aumenta os niveis de EROs, em resposta as EROs, 0 NRF-2 conjugado a
proteina Kelch-like- ECH-associated protein 1 (KEAP1) no cistosol se
dissocia da KEAP1 e se transloca para o ndcleo, promovendo a expressao
de GSH através do fator de transcricdo antioxidant-respone elemento
(ARE), sendo a GSH importante na detoxificacdo do MGO via ciclo das
glioxalases (Dieter e Vella, 2013). Além de que, 0 nossogrupo de pesquisa
identificou niveis de MGO aumentado no encéfalo, apos administracéo de
MGO, induz comportamento do tipo-depressivo em camundongos
(Almeida, 2016). Buscamos entéo avaliar se 0 nosso protocolo de exercicio
fisico aerébico de endurance agiu sobre os niveis de MGO encéfalo.
Constamos entdo que o nosso protocolonéo teve efeito nos niveis de MGO
no cortex pré-frontal e nem no hipocampo,

Conforme os efeitos clinicos do exercicio fisico sejam bem
estabelecidos, busca-se compreender melhor os mecanismos bioldgicos
envolvidos nestes efeitos clinicos. A acdo contratil dos musculos durante o
exercicio acarreta na biossintese de moléculas oxidativas (Davies et al.,
1982; Neary et al., 1992; Schneider e Irigaray, 2008), consequentemente as
células musculares desencadeiam respostas adaptativas com inducdo de
cascatas bioguimicas produzindo biomoléculas que terdo acdo em
diferentes érgdos do corpo. Desta maneira, algumas miocinas séo
postuladas como as agentes das a¢des clinicas associadas ao exercicio
fisico.

A Irisina, umamiocina descoberta em 2012, atualmente é uma das
principais moléculas conhecidas associadas aos beneficios clinicos do
exercicio fisico (Bostrom et al., 2012). Desde a sua descoberta, varios
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trabalhos vém sendo publicados mostrando seus efeitos bioquimicos e
clinicos. Como discutimos anteriormente, a Irisina estd diretamente
relacionada a manutencao do peso, devido a sua propriedade de induzir a
expressao de UCP-1 nas mitocondrias do tecido adiposo branco
convertendo-as em tecido adiposo marrom (Spielgman, 2013; Wu et al.,
2012).

Conforme analisadas as referéncias bibliograficas, buscamos, como
objetivo principal deste trabalho, avaliar os efeitos do exercicio fisico
aerébico de endurance na esteira sobre o comportamento do tipo-
depressivo mediado pela miocina Irisina, em camundongos. Para isso,
analisamos os niveis de Irisina tanto nos musculos quanto no encéfalo dos
animais, para analisar conversacdo do eixo musculo-encéfalo. Observamos
entdo, que o nosso protocolo ndo alterou os niveis de Irisina em dois
diferentes tipos de musculos dos animais: gastrocnémio e quadriceps,
musculos que apresentam de forma equilibrada tanto fibras glicoliticas,
quanto oxidativas (Lehninger, 2011). De forma interessante, os efeitos do
exercicio fisico na expressdo de lIrisina em camundongos foram
demonstrados por Brenmoehl et al., (2014). Estes autores demonstraram
que o exercicio crénico narodade corrida voluntaria ndo alterou os niveis
de Irisina no musculo esquelético e no sangue, enquanto uma exposicao ao
exercicio fisico na esteiraaumentou os niveis de Irisinano tecido muscular
e no sangue. Colaianni et al., (2014) também demonstrou que a atividade
fisica narodade corrida voluntaria por 6 semanas aumenta a expressao de
Irisinaem mioblastos de camundongosda linhagem C57BL/6. Peterson et
al., (2014) também realizou um protocolo na esteira por 9 semanas com
ratos Zuckers magros e obesos, € ndo observou diferencga nos niveis de
Irisina no musculo do diafragmados animais exercitados.

Por fim, analisamos que os niveis de Irisina estdo aumentados no
cortex pré-frontal dos animais treinados. Trabalhos recentes, Siteneski et
al.,, (2017) avaliou que administracdo central da Irisina teve efeito
antidepressivo nos camundongos, diminuindo o tempo de imobilidade no
TSC e TNF. Neste mesmo trabalho, também foi observado que a
administracdo de lIrisina teve efeito do tipo-ansiolitico no TCA,
aumentando o tempo dos animais no centro do aparato. Além disso, outros
trabalhos demonstram que a administracdo de Irisina reverte o
comportamento depressivo em camundongos que passaram por um
protocolo de ECI (Pan e Wang, 2016).

Alguns trabalhos demonstram que a modula¢do do FNDC5/Irisina
regulaa expressdo do BDNF (Wrann et al., 2013; Siteneski et al., 2017).
Sendo o BDNF um importante fator tréfico que tem acdo no nascimento,



crescimento e sobrevivéncia de novos neurdnios, induzindo respostas
comportamentaise humorais (Popovaet al., 2017).

Loureco et al., (2019) analisou comprometimento da memoria e de
sinapses em modelos de Doenca de Alzheimer. Neste trabalho, o grupo de
pesquisa liderado pela professora Dra. Fernanda Guarino de Felice da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) observou que os niveis de
Irisina eram reduzidosem modelos experimentais da doencade Alzheimer,
e a superexpressdo da Irisina ajudou na recuperacdo da plasticidade
sinaptica e da memoria nestes modelos. Conforme observamos em nosso
trabalhoe notrabalho de Lourenco e colegas (2019), que os niveis de Irisina
estejam aumentados em diferentes estruturas encefélicas dos camundongos,
podemos pressupor que a acdo da Irisina parece estar associado em
melhoras comportamentais.
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7 CONCLUSAO

O nosso protocolo de exercicio fisico aerdbico de endurance na
esteira foi responsavel pelas seguintes acdes nos camundongos Swiss:

¢ Manutencdo do peso corpOreo nos animais, evitando um
ganho de peso;

e Maior tempo no centro do aparato, nimero de limpeza e
um menor tempo para sair do primeiro quadrante,
indicando um efeito do tipo ansiolitico do exercicio fisico

e Efeito do tipo antidepressivo semelhante ao efeito de
farmacos antidepressivosclassicosno TNF e TSC;
Aumentou os niveis de dopaminano cortex pré-frontal;
Aumentou 0 imunoconteido de Irisina no cortex pré-
frontal.

Desta maneira, podemos concluirque o efeito tipo antidepressivo do
exercicio fisico aerébico de endurance pode ter ocorrido através da
modulacdo da dopamina e da lIrisina no encéfalo. Estes achados séo
importantes para uma melhor compreensao de como a comunicacdo do eixo
musculo esquelético-encéfalo modula o comportamento e as vias
neuroquimicas implicadas em tratamentos antidepressivos e ansioliticos,
podendo assim, ser um importante alvo terapéutico para tratamentos em
gue o transtorno depressivo coexista com a ansiedade.



8 PERSPECTIVAS

Através do mesmo protocolo de exercicio fisico aer6bico de
endurance, buscar:

e Analisar os niveisde BDNF no cértex pré-frontal, estriado
e hipocampo de animais submetidos ao protocolo de
exercicio fisico

e Avaliar possiveis implicacdes na expressao e fosforilagdo
de PGC-la em tecidos de animais submetidos ao
protocolo de exercicio fisico

e Analisar a atividade das enzimas antioxidantes SOD,
CAT, GPx, GR, Glo-1 e TrxR nos tecidos musculares de
animais submetidosao protocolo de exercicio fisico

e Realizar outros testes comportamentais como testes de
memoria e teste de interacdo social em animais
submetidos ao protocolo de exercicio fisico aerdbico
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