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RESUMO

A depressdo é um dos transtornos psiquiatricos mais prevalentes na
sociedade e esta associada com mdltiplas causas fisiopatolégicas, tais
como alteracBes nos niveis de neurotransmissores e a redugdo na
biodisponibilidade de fatores neurotréficos, como o fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF). Estes eventos levam a alteracdes
morfofuncionais no hipocampo e cortex pre-frontal afetando assim a
neuroplasticidade como um todo, em especial a neurogénese hipocampal
adulta. O exercicio fisico é uma estratégia ndo farmacoldgica que pode
ser utilizada como alternativa e/ou concomitante ao tratamento com
farmacos antidepressivos, uma vez que é capaz de produzir efeito
antidepressivo e pré-neurogénico. Apdés protocolos de exercicio fisico, o
musculo é capaz de produzir uma miocina denominada irisina. A irisina
tem origem a partir da proteina transmembrana fibronectina tipo 11l
contendo o dominio 5 (FNDCS5), que ap6s clivagem e glicosilacdo é
liberada para o meio extracelular possuindo efeito em 6rgdos distantes
como o cérebro. Assim, com o objetivo de explorar o potencial tipo-
antidepressivo da irisina per se e ap6s protocolos de exercicios fisicos,
esta Tese esta apresentada em dois Capitulos. O primeiro Capitulo teve
0 intuito de elucidar os mecanismos celulares e moleculares pelos quais
a irisina e 0 BDNF apresentam efeito tipo- antidepressivo, enquanto que
0 Capitulo 2 avaliou o efeito da irisina produzida endogenamente ap6s
um protocolo de exercicio fisico aerébio de endurance, sobre
parametros de neuroplasticidade, como etapas da neurogénese
hipocampal adulta. Os resultados do Capitulo I mostram uma reducéo
do tempo de imobilidade no TSC e no TNF em camundongos C57BL/6
machos ap6s o tratamento com irisina (0,5 e 1 ng/camundongo, i.c.v.) e
uma reducédo do tempo de imobilidade no TSC apds a administracdo de
BDNF (0,25 pg/camundongo, i.c.v.), um efeito que foi sustentado por
até 6 horas apds uma Unica administracéo de irisina (1 ng/camundongo,
i.c.v.) e BDNF (0,25 pg/camundongo). Além disso, nenhuma alteracéo
locomotora foi observada no TCA com a administracdo de irisina,
enquanto que o BDNF reduziu o nimero de quadrantes cruzados. A
irisina promoveu um efeito tipo-antidepressivo semelhante ao BDNF e
ambos estdo associados a modulagdo dos genes PGCl-a, FNDCS5 e
BDNF tanto no cortex pré-frontal quanto no hipocampo dos
camundongos. Assim nossos dados reforcam a importancia da via de
sinalizacdo PGC10o/FNDC5/BDNF na depressdo. No segundo Capitulo,
0s experimentos foram realizados com camundongos Swiss fémeas
submetidos a um protocolo de treinamento aerdbio de endurance de



guatro semanas em uma esteira de corrida. Apds o protocolo,
verificamos uma reducéo na imobilidade no TSC e TNF e este efeito
tipo-antidepressivo foi acompanhado de um aumento da proliferacdo
celular, diferenciacdo neuronal e sobrevivéncia de células hipocampais
dos camundongos. Cabe ressaltar que este efeito pro-neurogénico foi
verificado tanto no giro denteado (GD) ventral e dorsal do hipocampo.
Além disso, este protocolo de exercicio fisico aumentou o ndmero de
células FNDC5-positivas tanto no GD total quanto nas sub-regibes
ventrais e dorsais do GD hipocampal. Finalmente, avaliamos o
imunocontetdo do fragmento C-terminal de FNDC5 e de FNDC5/irisina
no hipocampo e encontramos um maior imunoconteddo no grupo
submetido ao mesmo protocolo de exercicio fisico. Conjuntamente,
nossos resultados sugerem que FNDC5/irisina pode ser responsavel,
pelo menos em parte, pelo efeito tipo-antidepressivo e pré-neurogénico
deste protocolo de exercicio fisico.

Palavras-chave: Efeito tipo-antidepressivo. Neurogénese. lIrisina.
Exercicio fisico. Via PGC1o/FNDC5/BDNF.



ABSTRACT

Depression is one of the most prevalent psychiatric disorders in society
and is associated with multiple pathophysiological causes, such as
changes in neurotransmitter levels and reduced bioavailability of
neurotrophic factors such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF).
These events lead to morphofunctional changes in the hippocampus and
prefrontal cortex, thereby affecting neuroplasticity, especially adult
hippocampal neurogenesis. Physical exercise is a hon-pharmacological
strategy that may be used as an alternative and/or concomitant to
treatment with antidepressant drugs, since it is able to produce
antidepressant and pro-neurogenic effects. Therefore, the aim of this
thesis was to investigate the potential antidepressant-like effect of irisin,
a myokine which is a result of muscle contraction after physical
exercise. Irisin is originated from a transmembrane protein (fibronectin
type 111 domain-containing protein 5 - FNDCS5) and after cleavage and
glycosylation is released into the extracellular space having an effect on
distant organs such as the brain. The present Thesis is presented in two
chapters aimed to elucidate the cellular and molecular mechanisms by
which irisin per se and after a protocol of physical exercise. The first
Chapter aimed to investigate the cellular and molecular mechanisms by
which irisin and BDNF elicit antidepressant-like effect. The second
Chapter investigated the effect of endogenous produced irisin following
endurance physical exercise protocol on neuroplasticity parameters
related to adult hippocampal neurogenesis. The results of the first
Chapter demonstrated a reduction of immobility time in the TST and
FST in male C57BL/6 mice after irisin administration (0.5 e 1 ng/mice,
i.c.v.), as well as a reduction in the immobility time in the TST after
injection of BDNF (0.25 pg/mice, i.c.v.), an effect that was sustained
until 6 hours after a single administration of both irisin and BDNF. The
antidepressant-like effect of irisin and BDNF are associated with
modulation of PGC1l-a, FNDC5 and BDNF genes in the prefrontal
cortex and hippocampus of mice, reinforcing the importance of these
molecular targets in mood disorders. In the second Chapter of this
Thesis, female Swiss mice were submitted to aerobic endurance training
protocol for four weeks in treadmill running. After the protocol it was
verified a reduction of immobility time in the TST and FST without
altering locomotion in the OFT, and this antidepressant-like effect was
accompanied by an increase in cell proliferation, neuronal
differentiation and survival of hippocampal cells in mice. Of note, the
pro-neurogenic effect was observed both in the dorsal and ventral



aspects of the hippocampal dentate gyrus (DG). Moreover, endurance
physical exercise protocol also resulted in an increased number of
FNDC5-positive cells in the entire hippocampal DG, as well as, in both
aspects evaluated separately. Finally, the immunocontents of FNDC5 C-
terminal and FNDC5/irisin in the hippocampus of mice were higher
after endurance physical exercise protocol. Together, our results suggest
that FNDC5/irisin may be implicated, at least in part, in the
antidepressant-like and pro-neurogenic effects of endurance physical
exercise.

Keywords: Antidepressant-like effect. Neurogenesis. Irisin. Physical
exercise. PGC1o/FNDC5/BDNF pathway.
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APRESENTACAO

Esta Tese de Doutorado estd organizada na forma de uma
introducdo geral, contendo o embasamento tedrico relacionado aos
experimentos realizados, justificativa, seguida por dois capitulos
separados. Cada capitulo contém uma breve introducéo, objetivos, seus
respectivos materiais e meétodos, resultados, discussdo e os dados a
respeito do artigo a que deram origem. Ao final apresentamos a
conclusdo e as futuras perspectivas referentes aos estudos realizados. As
referéncias bibliograficas foram organizadas em secdo Unica. Os
tratamentos, protocolo de exercicio fisico, avaliagbes comportamentais,
bioguimicas e de imuno-histoquimica referentes aos dois capitulos
foram conduzidos no Laboratério de Neurobiologia da Depressdo. As
avaliagBes das imagens referentes aos estudos de imuno-histoquimica,
bem como as analises bioquimicas foram realizadas no Laboratoério
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB- UFSC).
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1 INTRODUCAO
1.1 DEPRESSAQO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM), que sera tratado nesta
Tese como depressao, € um transtorno psiquiatrico comum, recorrente e
debilitante, considerado um problema social que gera grande impacto
econdbmico e reduz consideravelmente a qualidade de vida dos
individuos (VOS et al., 2015). No Brasil é observada uma elevada
prevaléncia da depressdo, tendo os maiores indices da América Latina.
Segundo a Pesquisa Nacional de Saude realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que cerca de
11,2 milhdes de pessoas acima de 18 anos receberam o diagnéstico de
depressdo no ano de 2013 (IBGE, 2013). Sao cerca de 300 milhdes de
pessoas acometidas mundialmente (1 a cada 6 adultos ao longo da vida),
esses dados sdo 18% maiores que ha dez anos (BROMET et al., 2011;
OTTE et al., 2016). A depressdo € mais comum em mulheres (5,1%) do
gue em homens (3,6%) e afeta cerca de 4,4% da populacdo adulta em
todo o mundo (WHO, 2015). Na sua forma mais severa, a depressao
pode levar ao suicidio, sendo que o risco de suicidio é quase 20 vezes
maior em pacientes depressivos do que na populagdo em geral
(CHESNEY; GOODWIN; FAZEL, 2014). Estima-se que cerca de 50%
dos 800.000 suicidios que ocorrem anualmente no mundo estdo
associados aos episodios depressivos (WHO, 2016).

Devido a auséncia de biomarcadores, o diagndstico da depressdo
ainda é baseado na observacdo clinica do paciente. Desta forma, este
transtorno é caracterizado por pelo menos um discreto episodio
depressivo, com duracdo minima de duas semanas que envolva claras
mudancas de humor, interesses e prazer, alteracbes na cognigdo e
sintomas tais como disturbios do sono e apetite (OTTE et al., 2016). De
acordo com critérios do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais V (DSM-V), um conjunto de sintomas clinicos é
necessario para a caracterizacdo da depressdo, dentre eles: 1) humor
deprimido na maior parte do dia; 2) acentuada diminuicdo do interesse
ou prazer em todas ou quase todas as atividades (anedonia); 3) perda ou
ganho significativo de peso sem estar fazendo alteracGes na dieta ou
habito de vida (p. ex., uma alteragéo de mais de 5% do peso corporal em
um més); 4) insdnia ou hipersbnia; 5) agitagdo ou retardo psicomotor; 6)
fadiga ou perda de energia; 7) sentimentos de inutilidade ou culpa
excessiva (que podem ser delirantes); 8) capacidade diminuida para
pensar ou se concentrar, ou indecisdo; 9) pensamentos recorrentes de



26

morte (ndo somente medo de morrer), ou ideacdo suicida. Para se
confirmar o diagndstico devem estar presentes no minimo cinco dos
nove sintomas, e pelo menos um dos dois primeiros sintomas por um
periodo minimo de duas semanas (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).

A etiologia da depressdo é multifatorial, sendo influenciada por
uma série de fatores, com destaque para os fatores genéticos
(GESCHWIND; FLINT, 2015), e ambientais, tais como traumas na
infancia (LI; D’ARCY; MENG, 2015) além do estresse na vida adulta
(SAPOLSKY, 2000). Em resposta ao estresse, ocorrem alteragbes no
eixo Hipotdlamo-Hipofise-Adrenal (HPA), no sistema nervoso
autbnomo e no sistema imune. Como consequéncia observam-se
neuroinflamacdo, neurotransmissdao  alterada, entre outros
comprometimentos (KUPFER; FRANK; PHILLIPS, 2012).

A heterogeneidade na sintomatologia da depressdo pode ser
explicada, pelo menos em parte, pelo sexo dos individuos afetados. Por
exemplo, estudos indicam que, em comparacao aos homens, as mulheres
com depressdo sdo mais propensas a apresentar maior gravidade dos
sintomas (MARCUS et al., 2008, 2005), além de diferencas nos niveis
de interleucinas, de neurotrofinas como o BDNF, de neurotransmissores
como a serotonina, de neuromoduladores como o neuropeptideo Y e de
horménios como a leptina e o cortisol (LABAKA et al., 2018). Os
sintomas somaticos e cognitivo-afetivos sdo mais comumente relatados
em mulheres do que em homens (MARCUS et al., 2008; PENNINX et
al., 2013). As mulheres também sdo mais propensas a apresentar a
maioria dos subtipos de depressdo (BOGREN et al., 2017), incluindo a
depressdo atipica, além de sintomas como a hipersénia, ganho de peso e
fadiga (BLANCO et al., 2012; MARCUS et al., 2005; SCHUCH et al.,
2014). Uma excecdo é a depressdo com caracteristicas melancolicas, que
representa menos de 1% dos casos de depressdo, e é mais prevalente em
homens do que em mulheres (BOGREN et al., 2017; HILDEBRANDT
et al.,, 2003). O sexo também pode influenciar as comorbidades em
individuos com diagnostico primario de depressdo. Neste sentido, as
mulheres tém maiores taxas de comorbidade depressdo e ansiedade
(SCHUCH et al., 2014) enquanto que os homens apresentam taxas mais
altas de comorbidade depresséo e uso de drogas de abuso (MARCUS et
al., 2008; SCHUCH et al. al., 2014).

Cabe ressaltar um estudo de Kong et al., (2013) que encontrou
padrBes especificos em diferentes sexos, avaliou anormalidades na
morfologia cortico-limbico-estriatal em individuos com depressdo ndo
tratada (KONG et al., 2013). Especificamente, anormalidades pré-
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limbicas foram encontradas principalmente em mulheres, enquanto
anormalidades pré-fronto-estriatal foram encontradas principalmente em
homens, apontando para diferengas sexuais nestes circuitos neuronais
(KONG et al., 2013). Esses achados podem ser relevantes para as
diferencas sexuais na apresentacdo de sintomas clinicos da depresséo,
como por exemplo, disfungéo pré-fronto-limbica pode estar relacionada
a maior prevaléncia de ansiedade em mulheres (ETKIN, 2010),
enquanto a disfuncdo pré-frontal-estriatal pode estar relacionada a maior
prevaléncia de uso de substancias de abuso em homens (LIMBRICK-
OLDFIELD; VAN HOLST; CLARK, 2013).

Apesar dos avangos nas pesquisas que buscam a compreensao da
neurobiologia da depressdo nenhum dos mecanismos estabelecidos, de
forma isolada, sdo capazes de explicar todos 0s aspectos etioldgicos do
transtorno (OTTE et al., 2016). Neste sentido, a primeira hipotese foi
postulada em 1960 e relaciona a depressdo com baixos niveis sinapticos
de monoaminas (noradrenalina, serotonina e dopamina). No entanto,
embora 0s agentes antidepressivos aumentem a biodisponibilidade
destes neurotransmissores na fenda sinaptica agudamente, ou seja, horas
apo6s a administracdo, os efeitos antidepressivos muitas vezes s6 sdo
evidentes apds varias semanas de tratamento (BERTON; NESTLER,
2006; WONG; LICINIO, 2001). Além disso, os farmacos causam
inimeros efeitos adversos e a remissdo completa dos sintomas atinge
apenas cerca de 50% dos individuos afetados (BRUNELLO et al.,
2002).

Subsequentemente, na tentativa de esclarecer a demora entre 0
inicio do tratamento com antidepressivos classicos (baseado na
modulagdo de monoaminas) e a melhora dos sintomas depressivos nos
pacientes, sugeriu-se que o efeito antidepressivo pode ser associado as
alteracdes moleculares que ocorrem apds a modulacdo da
neurotransmissdo (DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997). A
hipétese neurotréfica da depressdo foi postulada a partir dos estudos das
vias de sinalizagdo intracelular ativadas por receptores de monoaminas,
promovendo altera¢des na expressdo génica e propiciando a sintese de
diversos fatores troficos, entre eles o fator neurotrofico derivado do
encéfalo (BDNF) (Figura 1). Estas mudangas adaptativas geradas
estariam relacionadas com a neuroplasticidade, que inclui processos
como arborizagdo dendritica, remodelagem sinaptica, neurogénese e
sinaptogénese (COTMAN; NIETO-SAMPEDRO, 1984; DUMAN,
2002; DUMAN; MONTEGGIA, 2006; DUMAN; DUMAN, 2015;
KEMPERMANN, 2002). Em camundongos uma unica infusdo direta de
BDNF no hipocampo é capaz de produzir um efeito antidepressivo
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similar ao obtido com a administracdo cronica de farmacos
antidepressivos (SHIRAYAMA et al., 2002). Existe uma parcela da
populagdo  de  pacientes  diagnosticados com  depressédo
(aproximadamente 25%) que é portadora de um polimorfismo no gene
codificante de BDNF (substituicdo de valina por metionina na posicao
66), 0 que leva a prejuizos na sintese e liberagdo de BDNF e assim
parecem estar associados a um aumento na susceptibilidade a depresséo
(EGAN et al., 2003; ZHANG et al., 2015a).

Apds o tratamento antidepressivo ocorre a ativacdo dos
receptores serotonérgicos e noradrenérgicos, o que leva a ativacdo de
vias de sinalizacdo intracelular mediadas pela proteina cinase
dependentes de AMPc (PKA), proteinas cinase C (PKC) ou a proteina
cinase B (Akt), proteina cinase dependente do complexo
Ca2+/calmodulina Il (CaMK-2), e ativacdo de outras cinases entre elas
da proteina cinase ativada por mitégenos (MAPKK), que levam a
fosforilacdo e ativacdo da proteina ligante ao elemento de resposta ao
AMPc (CREB), favorecendo a sintese de fatores neurotréficos como o
BDNF (NESTLER et al., 2002). As analises genéticas em pacientes com
depressdo e vitimas de suicidio, demonstram um comprometimento na
sinalizacdo intracelular mediada pelo BDNF hipocampal (EGAN et al.,
2003) e mudangas na expressdo da sinalizacdo serotoninérgica
(SHELTON et al., 2009) reforcando a ideia da hipétese neurotréfica da
depresséo.
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Figura 1. Hipdtese neurotrofica da depresséo.
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Legenda: Mecanismos neurotréficos na depressdo e agdo de antidepressivos. a )
Representacdo esquematica de um neurdnio piramidal do hipocampo e suas
interacfes com neurdnios glutamatérgicos, monaminérgicos e outros tipos de
neurdnios. A regulagdo por BDNF que é derivado do hipocampo e de outras
areas do cérebro é mostrada. b) O estresse severo causa alteracfes morfoldgicas
e neuroquimicas nestes neurdnios incluindo a reducdo da arborizagdo dendritica
e a reducdo da expressdo de BDNF (fatores que podem mediar efeitos nos
dendritos). A reducdo do conteldo de BDNF pode ocorrer pelo aumento dos
niveis de glicocorticéides durante uma situagdo de estresse, o que pode interferir
nos mecanismos transcricionais mediados por CREB. c¢) A agdo de
antidepressivos produz efeitos opostos aos observados na figura b, pois eles séo
capazes de aumentar a arborizagdo dendritica e a expressdo de BDNF de
neurdnios hipocampais. Este Gltimo efeito parece ser mediado, pelo menos em
parte, pela ativagdo do fator de transcricdo CREB. Devido a estas agoes,
antidepressivos podem prevenir ou reverter os efeitos causados pelo estresse no
hipocampo e melhorar os sintomas de depressdo. Adaptado de Berton e Nestler
(2006).
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Estudos sugerem que as alteracdes morfoldgicas observadas no
encéfalo de pacientes diagnosticados com depressdo, como por exemplo,
a reducdo do volume de estruturas limbicas como o hipocampo € o
cortex pré-frontal, além de atrofia neuronal, dendritica e glial, parecem
estar associados a um decréscimo dos niveis de BDNF (KEMPTON et
al., 2011; SCHMIDT; DUMAN, 2007). Devido a grande quantidade de
projecdes conectadas ao cdrtex pré-frontal e ao hipocampo, as
circuitarias cértico-limbicas também séo afetadas na depressao, levando
a disfuncbes em outras estruturas encefalicas, incluindo os cortices
cingulado, orbito-frontal, a amigdala, o tdlamo medial, o hipotalamo e o
estriado. Estes eventos por sua vez, levam a alteragGes cognitivas,
comportamentais e neuroenddcrinas que parecem estar relacionadas com
a heterogeneidade dos sintomas observados na  depresséo
(PALAZIDOU, 2012).

O cortex pré-frontal é funcionalmente conectado com muitas
estruturas encefalicas para o processamento de input sensorios e para
mediar funcdes executivas e motoras. O cortex pré-frontal ventromedial
e orbito-frontal estdo envolvidos no processamento cognitivo do
estimulo emocional originado do sistema limbico (amigdala, estriado
ventral, hipocampo e hipotalamo) que por sua vez estdo relacionadas a
consolidagdo e recuperacdo da meméria (ONGUR; PRICE, 2000;
PRICE, 1999). O cortex pré-frontal participa na regulacdo da resposta
emocional adequada ao medo ou a ansiedade. Além disso, a estrutura
tem sido associada com tomada de decisdo, expressdo da personalidade,
comportamento social e respostas hed6nicas
(MITTERSCHIFFTHALER et al., 2003). Estudos em neuroimagens
mostraram uma reducdo no tamanho de diferentes sub-regifes do cortex
pré-frontal em individuos diagnosticados com depressdo (BREMNER et
al. 2002; DREVETS, 2001). Corroborando com estes estudos analises
em tecidos post mortem de pacientes com o transtorno revelam reducéo
de neurdnios, de dendritos e de células gliais, além de alteracdes nas
sinapses do cdrtex pré-frontal dorsolateral e subgenual (COTTER et al.,
2002; KANG et al, 2012; ONGUR; DREVETS; PRICE, 1998;
RAJKOWSKA et al., 1999).

Disfungdes no cdrtex pré-frontal de pacientes com depressdo ou
modelos animais sdo parcialmente revertidas pelo tratamento com
antidepressivos. Um tratamento com 8 semanas de escitalopram
(farmaco SSRIs) reduziu uma conectividade irregular bilateral no cortex
pré-frontal dorsomedial de pacientes diagnosticados com depressédo
(LYTTLE et al, 2015; WANG et al., 2015). Além disso, a
administragdo de fluvoxamina (farmaco SSRIs) por duas semanas



31

restaurou o comprimento e a densidade dos espinhos dendriticos em
ratos expostos a estresse precoce, embora ndo tenha alterado a espessura
do cortex (LYTTLE et al. 2015). Ainda, a eletroestimulacdo tanto em
alta quanto em baixa frequéncia no cortéx pré-frontal ventromedial,
reduz o comportamento tipo-depressivo em modelos animais de
depressédo (BRUCHIM-SAMUEL et al. 2016; LIM et al. 2015).

O cortex pré-frontal é conectado com a amigdala e hipocampo e a
atividade nestas diferentes estruturas tem sido estudadas em pacientes
com depressdo. O hipocampo parece ser mais afetado em individuos
com diagndstico de depressdo quando comparados com outros
transtornos psiquidtricos, como esquizofrenia, transtorno-obssessivo
compulsivo, bipolaridade e ansiedade (GOODKIND et al., 2015).
Estudos em tecidos post mortem em pacientes vitimas de suicidio
mostram uma redu¢do dos niveis de BDNF e do receptor tropomiosina
cinase B (TrkB) quando comparados aos individuos sem o transtorno
(CASTREN, 2004). Engquanto o tratamento cronico com antidepressivos
reestabelece os niveis de neurotrofinas principalmente do BDNF no
cortex pré-frontal (CASTREN, 2004) e no hipocampo, além de ser
capaz de induzir a neurogénese hipocampal adulta (TALIAZ et al.,
2009; PICCINNI et al., 2008) e promover a remissdo dos sintomas
depressivos (DUMAN, 1998).

1.2 NEUROGENESE HIPOCAMPAL ADULTA

O encéfalo é capaz de adaptar-se e modificar circuitarias neurais
existentes através da adicdo de novos neurdnios ou pelo remodelamento
das sinapses ja existentes, evento denominado neuroplasticidade
(ALTMAN; DAS, 1965). O hipocampo é uma estrutura encefalica que
apresenta a capacidade de neuroplasticidade estrutural e sinaptica. A
plasticidade estrutural é caracterizada pelo processo de neurogénese
adulta e por alteragdes numéricas e morfoldgicas dos espinhos
dendriticos; e a plasticidade sinaptica pelo fortalecimento,
enfraquecimento e/ou remodelamento das sinapses existentes (GAGE,
2004). O hipocampo estd localizado no lobo temporal de cada
hemisfério encefélico, com base na morfologia celular e nas projegoes
de suas fibras, o hipocampo ¢ subdividido em regides CA (do latim
Cornu Anmonis; organizada em sub-regides denominadas CA1, CA2,
CA3 e CA4) e no giro denteado (GD). O GD ¢é uma estrutura trilaminar
dividida em camada molecular (ocupada basicamente pelos dendritos
das células granulares e polimorficas), camada granular (camada
principal de células que tem corpos celulares pequenos e esféricos) e
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camada polimorfica (também chamada de hilo, onde se encontram as
células musgosas) (KNIERIM, 2015).

A neurogénese adulta pode ser definida como o processo de
producdo de novos neurbnios a partir de células tronco neurais ou
células progenitoras (APPLE; FONSECA; KOKOVAY, 2017). A
literatura reporta que a neurogénese ocorre majoritariamente em dois
nichos neurogénicos do cérebro adulto de humanos e de roedores, a zona
subgranular (ZSG) no GD do hipocampo, e a zona subventricular (ZSV)
nos ventriculos laterais (ALVAREZ-BUYLLA; GARCIAVERDUGO,
2002; KEMPERMANN, 2002; MING; SONG, 2011). A neurogénese é
um processo dinamico, bem regulado e dividido em fases que leva cerca
de 4 a 6 semanas para ser completado. Inicia-se com a proliferacdo de
células (quiescentes), que ocorre na ZSG do GD, seguida por migracdo
(especificagdo do destino celular), diferenciacdo e maturacéo celular. A
partir do processo de diferenciagdo na ZSG do GD, os neurbnios
imaturos migram para a camada granular, maturam e ddo origem as
células granulares que posteriormente se integrardo a circuitaria
neuronal existente (GONCALVES; SCHAFER; GAGE, 2016).

A ZSG do GD é um nicho neurogénico do cérebro adulto de
mamiferos que contém células tronco neurais. Estas células progenitoras
podem produzir multiplos tipos celulares no sistema nervoso central
(SNC) como neurdnios, astrocitos, oligodendrocitos ou microglia
(McDONALD; WOJTOWICZ, 2005). O GD ¢ uma fina camada, que
possui um microambiente adequado para a populacdo de células tronco
neurais, localizada entre a camada de células granulares e o hilus. O
ambiente da ZSG permite a proliferacdo de células tronco neurais
enquanto promove a diferenciacdo de células neuronais granulares. No
GD de adultos as células neuronais granulares nascidas passam por
varios estagios consecutivos do desenvolvimento antes de tornarem-se
funcionalmente integrados dentro da circuitaria hipocampal. Acredita-se
que células do tipo I, também denominadas células do tipo glia radial
representam a populacdo de células tronco neurais progenitoras e podem
gerar células que mantém a taxa de auto-renovacao (células tipo lla) e
proliferativas progenitoras intermediarias (células do tipo Ilb) com
caracteristicas de amplificacdo transitéria. Durante a transigdo da fase
mitética para pos-mitética as células do tipo Ilb podem dar origem a
neuroblastos (células do tipo I11) que subsequentemente se diferenciam
em neurdnios granulares maduros do GD (GAGE, 2004;
KEMPERMANN et al., 2004). Além da populacdo de progenitores
neurais, essa area contém outros tipos de células que suportam a
neurogénese, bem como uma rede vascular densa que é fortemente
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associada as células tronco neurais (GONCALVES; SCHAFER; GAGE,
2016). A sobrevivéncia celular € predominantemente de fendtipos
neuronais sendo de aproximadamente 75%, composta principalmente
por células granulares glutamatérgicas e também alguns interneurdnios
acido gama-butiricos (GABAEérgicos). Uma pequena proporcdo se
diferencia em astrdcitos (15%), oligodendrocitos ou microglia
(STEINER et a., 2006; ZHAO et al., 2008).

Assim o GD é uma area do cérebro caracterizada por uma ampla
e densa populacdo de neurdnios glutamatérgicos e células granulares
(DANIELSON et al., 2016; GONCALVES; SCHAFER; GAGE, 2016;
JUNG; MCNAUGHTON, 1993). E uma importante regi&o de entrada
para o hipocampo e, portanto, acredita-se que ele desempenhe um papel
essencial nas tarefas de aprendizado, de memoria episodica e de
navegacdo espacial associadas a essa estrutura. As células tronco do GD
recebem seus inputs das fibras da via perfurante originadas na camada Il
do cortex entorrinal lateral e medial. Além disso, recebem inputs do
hipocampo contralateral, diversos aferentes neuromodulatdrios, mais
particularmente inputs colinérgicos provenientes do septum e input
dopaminérgicos vindos do mesencéfalo (DU et al., 2016), feedback
vindos de CA3 (VIVAR et al., 2012), além de input glutamatérgicos de
células musgosas, e inibitdrios vindos de interneurénios do hilus, bem
como das camadas granular e molecular.

Durante a maturacdo das células tronco neuronais ocorre uma
transi¢do do neurotransmissor GABA que se converte de excitatorio em
inibitério e de input glutamatérgicos aproximadamente 2-3 semanas
ap6s o nascimento. A trajetéria no desenvolvimento de um novo
neurdnio é acompanhada pela expressdo de marcadores moleculares
especificos de cada fase do ciclo celular, estes marcadores permitem o
estudo da neurogénese (VON BOHLENUND UND HALBACH, 2007).
Por exemplo, o primeiro precursor celular na ZSG apresenta
propriedades de glia radial (SERI et al., 2001), que expressa entre outros
marcadores de proliferagdo o Ki-67 (KEE et al., 2002) presente nas
fases S, G2 e M do ciclo celular (KEE et al., 2002; ZACCHETTI et al.,
2003). A proteina associada a microttbulos doublecortina (DCX) marca
células  progenitoras  intermediarias e  neurbnios  imaturos
(frequentemente chamados de neuroblastos). Em roedores o DCX
caracteriza uma fase intermediaria da neurogénese adulta entre o estagio
de células precursoras e neurdnios imaturos (KUHN et al., 2016). Além
dos marcadores enddgenos, existem também marcadores exdgenos para
estudo das fases da neurogénese, entre eles a bromodeoxiuridina (BrdU)
que é comumente utilizado em estudos pré-clinicos para marcar a
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proliferacdo e ou sobrevivéncia celular. O BrdU é incorporado nas
células mitdticas durante a fase de sintese (dentro de 2 horas apds a
injecdo), sendo assim transmitido para as células filhas, portanto
dependendo do intervalo de tempo no qual foi administrado o composto
e a perfusdo dos animais é possivel verificar tanto proliferacdo quanto
sobrevivéncia celular (COOPER-KUHN; GEORG KUHN, 2002).

A neurogénese foi descrita pela primeira vez por Joseph Altman,
em 1965 (ALTMAN; DAS, 1965), entretanto s6 foi aceita pela
comunidade cientifica no ano de 1998 através da publicacdo do estudo
realizado por Eriksson e colaboradores em tecidos post mortem de
pacientes. Os autores processaram o tecido cerebral de humanos adultos
e verificaram que novas células estavam proliferando e se diferenciando
em neurdnios. Neste trabalho os pacientes receberam uma injecdo do
analogo da timidina BrdU, que é incorporado ao é&cido
desoxirribonucleico (DNA) de células precursoras em divisao e pode ser
detectado imunohistologicamente, assim um neurénio positivo de BrdU,
deu origem a uma célula que sofreu divisdo no momento em que o BrdU
foi administrado (ERIKSSON et al., 1998). Mais tarde Palmer e
colaboradores (2001) evidenciaram que células tronco com potencial
neurogénico podem ser isoladas do hipocampo de humanos adultos
(PALMER et al., 2001). Assim, ao longo dos anos Vérios estudos
utilizam a técnica de imunohistoquimica para detectar células que
expressam marcadores de proliferacdo celular em tecido post mortem de
cérebros humanos (BOEKHOORN; JOELS LUCASSEN, 2006;
DENNIS et al., 2016; LIU et al., 2008; MATHEWS et al., 2017).

Enquanto a literatura reporta que cerca de 700 novos neurdnios
sdo gerados por GD do hipocampo de humanos adultos por dia
(SPALDING et al., 2013), dois estudos recentemente publicados
reacenderam o0 debate cientifico sobre a existéncia da neurogénese
adulta em humanos. Sorrells e colaboradores (2018) mostraram que a
neurogénese cai para niveis indetectaveis em tecidos post mortem de 17
pacientes controles e 12 pacientes pds cirdrgicos portadores de epilepsia
entre 18 e 77 anos (SORRELLS et al, 2018). Ja& Boldrini e
colaboradores (2018), avaliaram 28 amostras de tecidos post mortem de
hipocampo adultos entre 14 a 79 anos, sem comprometimento cognitivo
ou doenca neuropsiquiatrica (BOLDRINI et al., 2018). Estes autores
concluiram que a neurogénese adulta é persistente, no entanto, os
beneficios dos novos neurdnios na cognicdo humana estariam sendo
superestimados, pois ocorre um declinio tanto no pool de células tronco
quiescentes, quanto na angiogénese e neuroplasticidade Embora ambos
os estudos apresentem limitagdes, estes podem servir de orientacdo para
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futuras anélises, que visem avaliar, por exemplo, fenétipos celulares e
possiveis trajetérias de diferenciacdo acompanhando a sequéncia do
acido ribonucleico (RNA) de uma Unica célula (LEE; THURET, 2018).

Assim, a neurogénese é considerada um complexo processo
bioldgico que envolve neurotransmissores, cascatas de sinalizagdo e
mecanismos moleculares finamente regulados para que 0s neur6nios
proliferem, diferenciem e possam integrar-se a circuitaria neuronal
existente. Os novos neurdnios originados participardo em processos de
aprendizagem, de memdria, de medo condicionado, e de modulagdo das
emocdes (BRAUN; JESSBERGER, 2014; VAN PRAAG et al., 2002).
De especial interesse, 0s pacientes diagnosticados com depressdo tém
prejuizos na neurogénese hipocampal adulta (DRANOVSKY; HEN,
2006; MILLER; HEN, 2015). Assim a neurogénese é influenciada
positiva ou negativamente por fatores intrinsecos ou extrinsecos (Figura
2). Essas manipulacGes externas sdo conhecidas por impactar
positivamente e negativamente os niveis de neurogénese ao longo da
vida dos mamiferos. Alguns dos reguladores positivos mais
proeminentes da neurogénese hipocampal sdo a pratica de exercicios
fisicos (THARMARATNAM et al.,, 2017), a dieta, os farmacos
antidepressivos (MALBERG et al., 2000; SANTARELLI et al., 2003) e
0 enriquecimento ambiental em modelos animais. Por outro lado, fatores
como o estresse cronico e os declinios cognitivos decorrentes do
envelhecimento, bem como doencas neurodegenerativas, trazem
prejuizos a neurogénese (MILLER; HEN, 2015; KUHN et al., 1996).
Em ambos os casos, as manipulagfes desses elementos comuns da vida
desempenham um papel significativo na maneira como a neurogénese
do hipocampo adulto é regulada.
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Figura 2. Neurogénese hipocampal adulta.
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Legenda: A neurogénese hipocampal adulta que ocorre na zona subgranular
(ZSG) pode ser dividida em 3 grandes etapas. A primeira etapa consiste na
proliferacdo, na qual células Tipo I, células da glia radial ou precursores
quiescentes neurais se dividem de forma assimétrica originando as células do
que irdo manter a taxa celular de auto-renovagdo (células tipo lla) e os
progenitores intermediérios (células do tipo Ilb) que apresentam caracteristicas
transitorias de amplificagdo, ambas tem a capaciadade de se proliferar (segunda
etapa). Esta etapa ¢ acompanhada por um grande aporte de vasos sanguineos e
pelo suporte fornecido pelos astrocitos nesta regido, entre o terceiro dia e a
quarta semana as células assumem ou um fen6tipo neuronal ou astrocitario. As
células do tipo 1lb podem dar origem a neuroblastos (células do tipo IlI), que
subsequentemente podem se diferenciar em neurdnios maduros. A terceira etapa
é a da sobrevivéncia, na qual as células que se diferenciaram em neurdnios
passam por modificagdes morfoldgicas e de plasticidade sinaptica, com axénios
projetando-se para as regides CA3. A neurogénese pode ser regulada por muitos
fatores comportamentais. O exercicio fisico de corrida é um dos mais potentes
indutores de neurogénese, visando a proliferagdo de células progenitoras
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neurais. O enriquecimento ambiental tem um efeito complementar, aumentando
a sobrevivéncia dos neurdnios em um estagio critico de sua maturacdo. Em
contraste, o estresse € um regulador negativo do nascimento de novos
neurdnios, reduzindo a proliferacdo. Imagem adaptada de Aimone et al. (2014).

O hipocampo é funcionalmente constituido de duas sub-regides:
a parte dorsal e ventral. Em ratos e em camundongos, 0 hipocampo se
estende ao longo de um eixo rostro caudal e um eixo dorso ventral,
estando o hipocampo dorsal no polo septal, enquanto o hipocampo
ventral no polo temporal do hipocampo. As sec¢Bes coronais mais
rostrais do hipocampo de roedores contém apenas hipocampo dorsal,
enquanto seccfes coronais mais caudais contém tanto o hipocampo
ventral como partes do hipocampo dorsal. Nos seres humanos, o polo
septal esta localizado posteriormente, enquanto o polo temporal esta
localizado anteriormente, portanto, o hipocampo anterior em humanos é
analogo ao hipocampo ventral em roedores, enquanto o hipocampo
posterior é analogo hipocampo dorsal em roedores (FANSELOW;
DONG, 2010; GULYAEVA, 2018; GULYAEVA, 2015). O hipocampo
dorsal estd envolvido principalmente na aprendizagem, memoria e
navegacdo espacial, enquanto o hipocampo ventral estd mais ligado ao
comportamento emocional e a regulacdo do eixo de estresse
neuroendocrino. As alterages funcionais e moleculares induzidas pelo
estresse no hipocampo ocorrem nas principais doencas mentais e
neurolégicas, incluindo depressdo e deméncia (BANNERMAN et al.,
2004; DEGROQT; TREIT, 2004; PAXINOS, 2010).

O estudo de Fanselow e Dong (2010) mostrou que a dissociacdo
funcional ao longo do eixo septo-temporal do hipocampo é muito mais
complexa do que apenas um simples paradigma de “aprendizado versus
emogdes”, embora, de fato, um conjunto de evidéncias indicam que o
hipocampo dorsal estd mais envolvido na aprendizagem / memoria e
navegacdo espacial, enquanto o hipocampo ventral estd mais ligado ao
comportamento emocional e a regulacdo do eixo HPA . Em estudos
clinicos e translacionais, o hipocampo dorsal tem sido relacionado com
neurodegeneracdo e deméncia, enquanto existe uma associagdo intima
do hipocampo ventral com resposta ao estresse, depressdo e outros
transtornos mentais (FANSELOW; DONG, 2010).

O hipocampo ventral possui uma conectividade mais intensa com
a amigdala e os nucleos endocrino e autondmico do hipotalamo e
projeta-se preferencialmente nos ndcleos medial, intercalado e
basomedial da amigdala e na area de transicdo da amigdala-hipocampo,
enquanto o hipocampo dorsal tem eferéncias nas regifes mais laterais da
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amigdala. As proje¢des do cortex infra-limbico e pré-limbicos
envolvidos na regulacdo emocional se aproximam do hipocampo ventral
com vias de entrada para as partes ventro mediais do cOrtex entorrinal.
Por outro lado, o cértex cingulado anterior e o cortex retrosplenial
parecem estar envolvidos no processamento espacial devido as suas
projecdes estarem relacionadas primariamente para o hipocampo dorsal
via partes dorsais e laterais do coOrtex entorrinal. A conectividade
hipocampal parece apresentar uma diferenca na composi¢do de
neurotransmissores ao longo do eixo do hipocampo, sendo a inervagdo
colinérgica e dopaminérgica mais densa no hipocampo dorsal, enquanto
as concentracdes de noradrenalina e serotonina sdo mais altas no
hipocampo ventral (GRIGORYAN; SEGAL, 2016).

Estudos sobre modelos de estresse e depressdo em roedores
buscam elucidar o envolvimento do hipocampo ventral no estresse e em
doencas psiquidtricas (SCHMAAL et al.,, 2016). Os dados sobre os
principais sistemas de neurotransmissores, neurotrofinas, neurogénese,
plasticidade, potenciagdo de longa duracdo (LTP) e receptores
glicocorticoides sugerem o envolvimento especifico do hipocampo
ventral no desenvolvimento de psicopatologias (GULYAEVA, 2014;
GULYAEVA, 2015). Além disso, os efeitos do estresse e dos
antidepressivos na neurogénese ao longo do eixo longitudinal do
hipocampo sugerem uma regulacdo preferencial da neurogénese no
hipocampo ventral, o que contribui para a resiliéncia ao estresse e efeito
tipo-antidepressivo (O'LEARY; CRYAN, 2014). Em um estudo de
revisdo, Tanti e Belzung (2013), relatam que modelos animais de
depressdo causam maiores danos no hipocampo ventral do que no
hipocampo dorsal. Esses efeitos foram especificos aos estagios de
proliferacdo ou sobrevivéncia celular. SSRIs atuaram positivamente na
neurogénese adulta em ambas por¢des do GD hipocampal (dorsal e
ventral), embora alguns outros compostos com agdo antidepressiva
(como agomelatina) afetaram especificamente o hipocampo ventral. De
especial interesse para este trabalho, abordagens nédo-farmacolégicas que
resultem em efeito antidepressivo, como o exercicio fisico, podem
estimular a neurogénese tanto no hipocampo ventral quanto no dorsal
(TANTI; BELZUNG, 2013).

1.3 EXERCICIO FiSICO
Podemos definir o exercicio fisico como atividade fisica

planejada, estruturada e repetitiva que tem como objetivo melhorar ou
manter a saude fisica (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON,
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1985). O exercicio fisico estd associado a alteragdes fisioldgicas e
anatdmicas no cerebro, como por exemplo, aumento da neurogénese e
do volume hipocampal, além de promogdo da sinaptogénese
(ERICKSON; KRAMER, 2009, ROSSI et al., 2006; SIERAKOWIAK
et al., 2015). Cabe destacar que as alteracGes promovidas por farmacos
antidepressivos sdo semelhantes aquelas reportadas por estudos clinicos
e pré-clinicos que avaliam os efeitos benéficos da préatica de exercicio
fisico como estratégia terapéutica antidepressiva (MURA et al., 2014).
Os efeitos parecem ser dependentes, pelo menos em parte, da regulacdo
positiva da liberagdo de monoaminas (ENGESSER-CESAR;
ANDERSON; COTMAN, 2007), alem de alteracbes na sinalizacdo
neutrotrofica, principalmente aumento de BDNF (FANG et al., 2013;
SCHMIDT; DUMAN, 2010) resultando em melhora das funcdes
hipocampais (ERICKSON et al., 2010).

Quando se prescrevem exercicios fisicos consideram-se 0s
componentes do treinamento: 1) frequéncia (nimero de treinos ou
sessdes semanais); 2) tipo de exercicio fisico (aerébio ou anaerébio); 3)
intensidade (nivel de esforgo exigido na sessdo de treinamento); 4)
volume (considera as variaveis tempo/velocidade/repeti¢cBes/descanso);
5) duracdo (tempo pelo qual o treinamento pode ser sustentado). Estes
pardmetros determinam a adaptacdo e os beneficios relacionados a
aptidao fisica e saide mental (GARBER et al., 2011). O termo aptiddo
fisica engloba componentes relacionados a salde e habilidades fisicas,
como a aptidao cardiorrespiratoria, a for¢ca muscular e a forca muscular
endurance, além de composicdo corporal, de flexibilidade e de aptiddo
neuromotora (BAKER; CORMICK; ROBERGS, 2010).

O exercicio fisico foi classificado em aerdbio e anaerdbio
segundo os substratos metabolicos predominantes durante a pratica
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, NATIONAL HEART,
LUNG, AND BLOOD INSTITUTE, 2006). Sdo exemplos de exercicios
fisicos aerdbios: caminhar, correr, andar, pedalar, nadar, dancar. Dentro
dos exercicios fisicos anaerdbios estdo incluidos os exercicios com
pesos comumente conhecidos como musculacdo (SIDDIQUI; NESSA;
HOSSAIN, 2010). Diferentes vias metabolicas  ocorrem
simultaneamente durante a préatica de exercicios fisicos. Para que ocorra
a manutencdo da contracdo muscular o trifosfato de adenosina (ATP)
precisa ser regenerado conforme sua demanda. Trés sistemas de energia
funcionam para reabastecer o ATP no musculo, a via fosfogénica, a via
glicolitica e a respiracdo mitocondrial. Os trés sistemas diferem nos
substratos usados, nos produtos, na taxa maxima de regeneragdo de
ATP, na capacidade de regeneracdo de ATP e como contribuirdo para a
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fadiga. O reabastecimento de ATP durante o exercicio fisico é o
resultado de uma resposta metabdlica coordenada na qual todos os
sistemas de energia contribuem para diferentes graus baseados na
interacdo entre a intensidade e duracgdo do exercicio fisico. Cada sistema
¢ adequado para fornecer energia para um tipo de esforco fisico
realizado, ndo de forma exclusiva, mas de acordo com a demanda
energética necessaria para a contragdo muscular (BAKER; CORMICK;
ROBERGS, 2010).

O exercicio fisico anaerdbio pode ser dividido em alatico e latico.
O metabolismo anaerdbio alatico utiliza como substratos energéticos
ATP e fosfocreatina de forma independente do metabolismo
mitocondrial e independente de oxigénio, uma via fosfogénica. A via
anaerdbia latica ocorre sem a participacdo direta do oxigénio, uma via
dependente de glicolise. Por outro lado, no exercicio fisico aerdbio
existe o0 envolvimento da fosforilagdo oxidativa (CHAMARI;
PADULO, 2015). Ainda, o exercicio fisico pode ser classificado com
base na sua duracdo em: 1) esforcos explosivos (duracdo de até 6 s,
predominéncia da via fosfogénica); 2) esforcos de alta intensidade;
(esforgos compreendidos entre > 6 s a 1 min, com preponderancia da via
glicolitica); 3) endurance: esforcos intensos (para exercicios fisicos com
duracdo acima de 1 min com preponderéncia de substratos energéticos
advindos da fosforilagdo oxidativa) (BAKER; CORMICK; ROBERGS,
2010; CHAMARI; PADULO, 2015).

O exercicio fisico de endurance, (termo que sera usado a partir
deste momento neste trabalho) de longa duracdo ou exercicio fisico
aerébio envolve grandes grupos musculares em atividades dindmicas
gue resultam em aumentos substanciais na frequéncia cardiaca e no
gasto energético, proporcionando melhoras no desempenho e na aptidao
fisica (BAKER; CORMICK; ROBERGS, 2010). Em decorréncia do
exercicio fisico de endurance ocorrem modificacdes celulares e
moleculares que resultam em adaptagdes, como, por exemplo, um
aumento no consumo de oxigénio pelos tecidos (VO,), um aumento na
remocdo de lactato sanguineo e alteragcdes no potencial hidrogeninico
(pH) (GAESSER; POOLE, 1996; HASKELL et al., 2007), assim esses
pardmetros séo frequentemente utilizados para mensurar a intensidade
de exercicios fisicos de endurance.

Ja estd estabelecido na literatura que o exercicio fisico pode
fornecer beneficios a mdltiplos érgdos através de varios mecanismos,
incluindo melhor sensibilidade a insulina e aumento da capacidade
cardiopulmonar, do fluxo sanguineo cerebral, da oxigenagao cerebral e
de massa muscular e poténcia (VOGEL et al., 2009). As caracteristicas
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desses efeitos induzidos pelo exercicio fisico ndo sdo totalmente
compreendidas, mas estdo intimamente associadas a mudancas
dependentes da atividade fisica dos perfis metabdlicos em cada érgéo,
que sdo dependentes de moléculas que regulam a homeostase celular.
Durante o exercicio fisico, os musculos ativos precisam de um enorme
suprimento de energia, como resultado, varios 6rgaos se coordenam para
manter um suprimento adequado de ATP e se comunicar com a
musculatura esquelética. Esta contracdo dos musculos aumenta
transitoriamente o estresse oxidativo, no entanto a contragcdo muscular
resultante da préatica de exercicio fisico regular de maior duracéo (por
exemplo, trés vezes por semana durante 6 meses) promove a alteracdo
do padrdo molecular nos musculos esqueléticos através de mecanismos
compensatorios e adaptativos que contribuem para os beneficios para a
salde (BALL, 2015). Entre os beneficios para a satde promovidos pelo
exercicio fisico destaca-se sua capacidade de melhorar a saude do
encéfalo, conforme mostrado na Figura 3.

Estudos clinicos e pré-clinicos mostram que o exercicio fisico
aumenta a fungéo cognitiva, melhora conexdes e fungdes cerebrais como
um todo. Dados prospectivos epidemioldgicos indicam que niveis mais
altos de aptidao fisica estdo associados a reducdo do risco de deméncia
(BUCHMAN et al.,, 2012). Uma meta-analise de 15 estudos entre
individuos sem deméncia descobriu que altos niveis de atividade fisica
reduziram o risco de declinio cognitivo em 38%, enquanto niveis baixos
a moderados reduziram o risco em 35% (SOFI, et al., 2011). Os
resultados de ensaios clinicos randomizados confirmam a ligagdo entre
exercicio fisico regular e a salde do cérebro, demonstrando que idosos
gue aderem a programas de exercicios fisicos obtém melhores resultados
em testes de desempenho cognitivo (BAKER et al.,, 2010; LIU-
AMBROSE, et al., 2010). Além disso, estudos de neuroimagem
mostram mudangas na estrutura e conectividade do cérebro em
individuos que participam de programa de exercicio fisico, indicando
maior plasticidade funcional do cérebro (BOLANDZADEH, et al.,
2015; GAJEWSKI; FALKENSTEIN, 2016). Além disso, estudos com
roedores comprovam os beneficios da roda de corrida voluntaria no
desempenho cognitivo, assim como em marcadores de neuroplasticidade
em regides do cérebro envolvidos na aprendizagem e memoria,
incluindo o hipocampo e o cortex pré-frontal (PRAKASH, et al., 2015,
VOSS et al., 2013). Em todo o mundo, estima-se que até o ano 2030,
75,6 milhdes de pessoas terdo deméncia e esse nimero triplicard para
135,5 milhdes até o ano 2050 (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016).
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Cabe ressaltar que individuos praticantes de exercicios fisicos
parecem ser menos predispostos ao desenvolvimento da depressdo
(LETT et al., 2004). Por outro lado, individuos diagnosticados com
depressdo, tem o0s sintomas depressivos reduzidos apds serem
submetidos a protocolos de exercicio fisico tanto endurance, quanto
anaerébio, ou as duas intervencBes combinadas (PERRATON;
KUMAR; MACHOTKA, 2009; RIMER et al., 2012). Mesmo que estes
pacientes apresentem uma menor motivacao para a pratica de exercicios
fisicos (POLLOCK, 2001; STANTON; REABURN, 2013) esta
estratégia é eficaz e deve ser utilizada para o tratamento dos sintomas
depressivos, concomitante ou ndo ao uso de farmacos, pela sua eficacia,
baixo custo e facil acesso a populacdo (RIMER et al., 2012).

A corrida (um exercicio fisico de endurance) aumenta o0 nimero
de novos neurdnios beneficiando as fungbes cognitivas, promovendo
mudangas qualitativas na maturagdo, morfologia e conectividade
neuronal (Figura 2). O exercicio fisico de corrida pode contribuir com
mudangas no ciclo celular, sendo capaz de amplificar células
progenitoras (FARIOLI-VECCHIOLI et al. 2014) e acelerar o
nascimento e maturacdo neuronal no GD hipocampal (PIATTI et al.
2011; STEIB et al. 2014; ZHAO et al. 2006). Em particular estudos com
marcacdo retroviral (VAN PRAAG et al. 2002; ZHAO et al. 2006) tem
mostrado que a corrida promove a formacéo de espinhos dendriticos na
camada molecular de células granulares em dendritos dos novos
neurbnios (ZHAO et al. 2014). Além disso, a mudanca de espinhos
dendriticos, o comprimento dendritico total nos pontos de ramificacéo e
a densidade de mitocéndrias sdo significativamente maiores em novas
células neuronais no GD de camundongos (marcadas com retrovirus)
apo6s um protocolo de corrida de 3 semanas (STEIB et al. 2014; ZHAO
et al. 2006). Observacdes parecidas podem ser verificadas no protocolo
de enriquecimento ambiental (protocolo experimental contendo
mudancas no ambiente fisico, estimulos sensoriais auditivos, visuais,
olfativos, tateis e motores) contendo roda de corrida voluntaria em
camundongos (GONCALVES et al. 2016).
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Figura 3. Beneficios do exercicio fisico de endurance para o encéfalo.
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Legenda: O exercicio fisico de endurance melhora a saide cerebral como um
todo, promovendo aumento de fatores neurotréficos como por exemplo o fator
neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) que por sua vez participa da
neurogénese hipocampal adulta e o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) que melhora a vascularizac8o cerebral. O exercicio fisico também é
capaz de melhorar a resposta imune respondendo a processos inflamatorios,
além de melhorar o metabolismo como um todo. Além disso, o exercicio fisico
promove o fortalecimento das sinapses, 0 balanco adequado de
neurotransmissores, interacdo com receptores, e formagdo de espinhos
dendriticos. Desta forma o exercicio fisico fortalece circuitos cerebrais que por
sua vez irdo melhorar o comportamento tanto motor, quando de cognicéo,
motivacdo e favorecer controle do humor, podendo melhorar sintomas de
ansiedade e de depressdo. Adaptado de Petzinger et al. (2013).
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O volume do hipocampo em adultos idosos saudaveis é
aumentado por uma intervencdo de exercicios fisicos aerdbicos de
intensidade moderada (intensidade chegando a 50-60% da frequéncia
cardiaca maxima) por um ano (ERICKSON, et al., 2011), o que é
associado a uma melhor aptiddo aerébica e aumento do volume do
hipocampo (ERICKSON, et al., 2009). A melhora funcional e estrutural
do cérebro promovida pelo exercicio fisico estd intimamente ligada ao
fato de que o mesmo ativa as vias de sinalizagdo associadas a LTP,
também a plasticidade sinaptica e a neurogénese em estudos com
animais, enquanto que em humanos, a atividade fisica aumenta a
atividade neural e rede funcional como um todo (VOSS et al., 2013). Os
mecanismos moleculares através dos quais isso ocorre ndo sdo
totalmente compreendidos, no entanto, é provavel que os efeitos
positivos de protocolos de exercicio fisico sejam provocados pelo
aumento da expressdo de fatores neurotroficos no SNC, e também de
moléculas derivadas de tecidos periféricos (SARTORI et al., 2011).

1.3.1 Provaveis mecanismos pelos quais o exercicio fisico induz a
neurogénese hipocampal adulta

O microambiente presente no nicho neurogénico da ZSG e da
ZSV, pode ter fatores especificos que sdo permissivos para a
diferenciacdo e incorporagdo de novos neurdnios (ZHAO; DENG;
GAGE, 2008). Células progenitoras adultas derivadas de areas nao
neurogénicas exibem auto-renovacdo e multipotencialidade, uma vez
transplantadas para uma area neurogénica do encéfalo podem se
diferenciar em um contexto especifico da regido, sugerindo que o
microambiente tem um papel importante na capacidade destas células
(SHIHABUDDIN et al., 2000). A ZSG, além de progenitores neurais,
possui neurdnios maduros, astrocitos, oligodendrécitos e células
endoteliais (RIQUELME; DRAPEAU; DOETSCH, 2008) que podem
fornecer alguns dos componentes do nicho neurogénico e contribuir para
a regulacédo da neurogénese hipocampal induzida pelo exercicio fisico.

Os astrdcitos, o tipo celular mais abundante no cérebro dos
mamiferos, fazem conexdes com 0s neurnios por meio de sinapses
tripartidas (PANATIER; ARIZONO; NAGERL, 2014). Os astrécitos
também envolvem os vasos sanguineos pelos pés astrocitarios, o que faz
com que 0s neurbnios e 0s vasos sanguineos trabalhem juntos como
unidades funcionais (FREEMAN, 2010). Portanto, os astrocitos servem
como pontes, transmitindo informagdes e transportando substancias
entre 0s vasos sanguineos e 0s neurdnios. Sugere-se que 0s astrocitos
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desempenhem um papel fundamental na promogdo da diferenciacéo
neuronal do grupo de células precursoras neurais hipocampais adultos e
na integracdo de neurdnios adultos recém-nascidos (SONG; STEVENS;
GAGE, 2002). Ha evidéncias de que o exercicio fisico aumenta
significativamente o nimero de astrdcitos no hipocampo e em outras
regides do encéfalo (LI et al., 2005; SAUR et al., 2014) além de
promover o alongamento dos prolongamentos astrocitarios no
hipocampo (SAUR et al., 2014). Além disso, o exercicio também pode
induzir mudancas plasticas nos transportadores de astrécitos, como
melhorar a expressdo do transportador de glicose 1 (GLUT1) para
suportar a crescente demanda de glicose com o aumento da atividade
neural (ALLEN; MESSIER, 2013).

A vascularizagdo do nicho neurogénico regula 0 comportamento
das células-tronco neurais e fornece fatores que podem reguld-la. A
insuficiéncia vascular cerebral, como diminuicdo do suprimento
sanguineo ou integridade microvascular interrompida em regides
corticais podem influenciar o declinio cognitivo (FARKAS; LUITEN,
2001). Assim, as células progenitoras neurais e proliferativas presentes
na ZSG estdo intimamente associadas com a vascularizagéo, indicando
que fatores derivados do sangue podem ter um impacto direto sobre o0s
progenitores neurais adultos (PALMER; WILLHOITE; GAGE, 2000).
O VEGF, é um fator que regula a angiogénese e € secretado pelas
células endoteliais, estando envolvido na neurogénese (JIN et al., 2002),
O VEGF promove a melhora cognitiva, em parte através da sinaliza¢do
do receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2
(VEGFR2)/FIk-1, fato associado a neurogénese induzida pelo exercicio
fisico no hipocampo (CAO et al., 2004). Por outro lado, o blogueio
periférico dos receptores de VEGF inibe a neurogénese induzida pelo
exercicio fisico (FABEL et al., 2003).

Os nichos neurogénicos possuem muitos ax6nios de
interneur6nios locais e de regides corticais ou subcorticais distantes
(BERGAMI et al., 2015). A liberagdo de neurotransmissores e outros
fatores por estimulos aferentes pode regular precursores em diferentes
estagios das células-tronco (RIQUELME; DRAPEAU; DOETSCH,
2008). Vérios neurotransmissores diferentes, como a serotonina, o
GABA e o glutamato, desempenham um papel na neurogénese do
hipocampo induzida pelo exercicio fisico. Na ZSG adulta, 0 GABA de
interneurdnios locais, tem um efeito na despolarizagdo de neurdnios
granulares evento que ocorre no periodo inicial da neurogénese
hipocampal (GE et al., 2006). A atividade mediada pelo GABA parece
ser importante para a sobrevivéncia e maturacdo de células granulares
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do GD através da proteina CREB (JAGASIA et al., 2009). Sugere-se
que o fator de transcricdo CREB seja ativado por BDNF liberado pelo
exercicio fisico promovendo sobrevivéncia celular pela ativacdo da
sinalizagcdo mediada pela Akt (CHEN; RUSSO-NEUSTADT, 2009). A
serotonina também tem um papel importante na neurogénese induzida
pelo exercicio fisico uma vez que a estimulagdo do receptor 5-HT;
promove a neurogénese, sendo que a deficiéncia da subunidade do
receptor 5-HT3; resulta na inibicdo de neurogénese hipocampal induzida
pelo exercicio fisico (KONDO et al, 2014).

Um tipo de receptor glutamatérgico, o N-metil-D-aspartato
(NMDA) esta envolvido na LTP induzida pelo exercicio fisico
(FARMER et al., 2004). O exercicio aumenta os niveis de RNAm de
NR2B, uma subunidade do receptor de NMDA ao mesmo tempo que
aumenta expressdao de BDNF no GD, indicando que a elevagdo da
liberacdo de glutamato e de BDNF por neur6nios locais ou neurénios
externos ao nicho neurogénico pode contribuir para a regulacdo positiva
do exercicio fisico na neurogénese hipocampal adulta (FARMER et al.,
2004). Contudo, nenhum destes aspectos isoladamente é capaz de
explicar como o exercicio fisico age na neurogénese, pois
provavelmente um conjunto de eventos desencadeie este efeito.

1.3.2 Exercicio fisico na depresséo: O papel do BDNF

Estudos pré-clinicos buscam elucidar as vias de sinalizagio
intracelular envolvidas no efeito tipo-antidepressivo advindo da pratica
de exercicios fisicos. Estes efeitos parecem ocorrer principalmente
devido a um aumento das neurotrofinas (SARTORI et al., 2011). As
neurotrofinas sdo uma familia de fatores de crescimento secretados que
regulam a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo e a manutengédo
dos neurdnios tanto no SNC quanto no sistema nervoso periférico, e tem
uma infinidade de funcdes celulares, como metabolismo de glicose e
lipideos, balanco energético, sintese de proteinas, dentre outras
(CHALDAKOV, 2011; HUANG; REICHARDT, 2001; LEWIN;
BARDE, 1996). O BDNF, a neurotrofina mais amplamente expressa no
cerebro, é sintetizado em &reas com fungBes cognitivas como o
hipocampo e pode ser transportado retrogradamente para regides
distantes do cérebro (MAROSI; MATTSON, 2014; SALEHI et al.,
2006). As vias de sinalizagdo intracelular favorecem o aumento desta
familia de fatores de crescimento que regulam uma variedade de funcdes
neuronais, incluindo proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e
diferenciagdo (SALEHI; DELCROIX; MOBLEY, 2003).



47

O mecanismo de acdo do BDNF envolve a ativagcdo dos
receptores TrkB e promove a fosforilagho e ativacdo da enzima
fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K), com a consequente fosforilacdo da
Akt, e assim parece inibir a atividade da enzima cinase da glicogénio
sintase 3B (GSK-3p) e ativar a proteina alvo mecanistico da rapamicina
(mTOR) (BRUEL-JUNGERMAN et al., 2009; CHEN; RUSSO-
NEUSTADT, 2005). Quando o pr6-BDNF é transcrito, esse sofre
clivagem proteolitica gerando a forma madura do BDNF (MOWLA et
al.,, 2001). O BDNF maduro parece ligar-se preferencialmente ao
receptor TrkB provocando uma cascata de sinaliza¢éo intracelular que
promove a sobrevivéncia celular e plasticidade neuronal, enquanto o
pr6-BDNF tem elevada afinidade para o receptor p75 provocando
apoptose e morte neuronal (LU; PANG; WOO, 2005). A clivagem
extracelular de pr6-BDNF ocorre por duas moléculas principais: 1) a
protease ativador de plasminogénio tecidual (tPA) que converte
plasminogénio em plasmina, que, por sua vez, cliva o pr6-BDNF o
gerando BDNF maduro (PANG et al., 2004; LU; PANG; WOO, 2005);
2) o pll, também chamado S100A10, encontrado no citosol ou na
superficie interna da membrana plasmatica pode estar presente também
na superficie extracelular, onde ancora o tPA (SVENNINGSSON et al.,
2006). O exercicio fisico de roda de corrida aumenta os niveis de
BDNF, tPA e de p11, sugerindo uma maior conversdo de pro-BDNF em
BDNF maduro (SARTORI et al 2011). Além disso, 0 aumento de p11 e
pr6-BDNF parece estar relacionado com efeito antidepressivo (TSAI,
2006, TSAI, 2005; WARNER-SCHMIDT, 2010).

Estudos apontam que o exercicio fisico de endurance promove
aumentos de BDNF no SNC especificamente em regides limbicas, como
0 hipocampo (FANG et al., 2013; SCHMIDT; DUMAN, 2007), tanto
em roedores quanto em humanos (CHEN; RUSSO-NEUSTADT, 2005;
SARTORI et al., 2011), mediando efeitos como a neurogénese
hipocampal (ROSSI et al., 2006). O aumento do BDNF também ocorre
com o exercicio fisico voluntario, e é melhorado quando combinado ao
tratamento com o farmaco fluoxetina (um inibidor seletivo da
receptagdo de serotonina) (ENGESSER-CESAR; ANDERSON;
COTMAN, 2007). Acrescenta-se que o BDNF pode sofrer uma
regulacdo negativa em resposta ao exercicio fisico de endurance em
niveis séricos (KROGH et al., 2014), em fibras musculares (CUPPINI et
al., 2007; MATTHEWS et al., 2009; PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012),
células satélites, células de Schwann e células endoteliais que circundam
as células musculares (LIEM; BROUWER; COPRAY, 2001).

Quando liberado na periferia 0 BDNF é capaz de atravessar a
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barreira hematoencefalica (BHE) bi-direcionalmente (PAN et al., 1998),
também pode ser sintetizado pelo musculo esquelético e utilizado na
juncdo neuromuscular, no entanto a maioria do BDNF produzido
perifericamente é liberado na circulagdo, podendo ser internalizado e
armazenado em plaquetas (FUJIMURA et al., 2002; MATTHEWS et
al., 2009; MOUSAVI; JASMIN, 2006). Um estudo de Rasmussen e
colaboradores (2009) mostra que durante o exercicio fisico cerca de 70-
80% do BDNF circulante é proveniente do cérebro e o restante derivado
de fontes periféricas, por exemplo, plaquetas, células T, células B e
mondcitos (RASMUSSEN et al., 2009). Acrescenta-se que 0s niveis de
BDNF séricos e centrais podem sofrer uma regulacdo positiva em
resposta a protocolos de exercicio fisico (KROGH et al., 2014;
SEIFERT et al. 2010). De fato, estudos clinicos e pré-clinicos
confirmam que o exercicio fisico de endurance aumenta 0 BDNF no
SNC, especificamente, no hipocampo (CHEN; RUSSO-NEUSTADT,
2005; FANG et al., 2013; HUANG et al., 2013; SARTORI et al., 2011,
SEIFERT et al., 2010; SCHMIDT; DUMAN, 2007) e esta intimamente
relacionado com neurogénese hipocampal promovida pelo exercicio
fisico (ROSSI et al., 2006).

Conforme ja mencionado, o0 GD hipocampal é uma das regides
mais vulneraveis ao envelhecimento e neurodegeneracdo, e por este
motivo, a prética de exercicios fisicos se constitui em uma estratégia
neuroprotetora importante por estimular a neurogénese na idade adulta.
Neste sentido, especula-se que este processo envolva moléculas
liberadas pelos musculos periféricos durante o exercicio.

1.3.3 Exercicio fisico e miocinas

O termo miocinas foi a denominacdo dada a moléculas
sintetizadas e liberadas pelo musculo estriado esquelético, como por
exemplo citocinas e peptideos, que exercem efeitos autocrinos,
paracrinos e/ou endécrinos (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012;
PEDERSEN, 2013). As miocinas podem ser consideradas mediadoras
dos efeitos benéficos de protocolos de exercicio fisico em resposta a
contracdo muscular (SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015), possuindo
acdo em odrgaos como figado, intestino e cérebro, além do tecido
adiposo. As miocinas contribuem para a regulagcdo autécrina do
metabolismo no préprio misculo e para a regulagdo paracrina/endécrina
de outros 6rgdos proximos ou distantes. Portanto, as miocinas sdo
fatores com potencial significativo para regular o metabolismo de todo o
corpo, bem como para manter as propriedades funcionais e estruturais
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dos musculos (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2013). Um modelo in vitro de
estimulacdo elétrica por pulso de miotubos que mimetiza a contragdo
muscular (EVERS-VAN GOGH, et al., 2015) ou in vivo pés-exercicio
fisico de amostras musculares (ou seja, plasma ou bidpsia muscular),
mostra a presenca de varias miocinas que foram descobertas e testadas
guanto aos seus efeitos metabdlicos (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012).

Miocinas induzidas por contracdo muscular provavelmente
regulam o metabolismo energético e a resposta neurobioldgica através
de sua funcdo enddcrina e na adaptacdo do musculo esquelético através
de mecanismos que ainda ndo foram elucidados. Para ser considerada
uma miocina a proteina proposta deve preencher os seguintes critérios:
deve ser liberada (transitéria ou continuamente) dos musculos
esqueléticos; deve exercer uma funcdo bioldgica de maneira autocrina,
parécrina ou endocrina (KIM et al., 2019). Entre as miocinas destacam-
se 0 BDNF (MATTHEWS et al., 2009) e a irisina (BOSTROM et al.,
2012).

Dentro das adaptagBes do musculo esquelético em resposta ao
exercicio fisico de endurance evidencia-se 0 padrdo de disparo dos
motoneurdnios ou neurdnios motores. A contracdo muscular
(deslizamento da proteina actina sobre a miosina) ocorre através da
liberacdo de uma pequena quantidade de célcio armazenado no reticulo
sarcoplamatico para o citosol e posterior ativacdo de vias de sinaliza¢do
intracelular. Estas vias s@o0 mediadas pela fosfatase calcineurina e por
algumas proteinas da familia das cinases, como a calcio/calmodulina
cinase 2 (CaMK-2). Assim, elas alteram o estado de fosforilacdo de
multiplos fatores de transcri¢do e seus coativadores, como por exemplo,
o0 coativador do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa
(PGC-10) (HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008). O PGC-la ¢
altamente versatil e responsavel por muitas das adaptaces oxidativas
em resposta ao exercicio fisico de endurance (HAWLEY et al., 2014).
Além disso, 0 PGC-1a pode ligar-se ao PPAR-y ¢ facilitar sua interagéo
com fatores de transcricdo, como a proteina CREB, e assim pode
controlar o metabolismo e sintese de diversas proteinas, como fatores
tréficos e miocinas (LOUET et al., 2002).

A expressdo de PGCl-o ¢ induzida no musculo estriado
esquelético em resposta ao exercicio fisico aerébio tanto em roedores,
guanto em humanos (GOTO et al., 2000; PILEGAARD; SALTIN;
NEUFER, 2003) e rege a transcricdo do FNDC5 (fibronectina tipo 111
contentedo o dominio 5), expresso no musculo esquelético, coracdo e
cérebro (HUH et al., 2014; TEUFEL et al., 2002; WRANN et al., 2013).
Em 2002, dois grupos clonaram independentemente um novo gene
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denominado PeP ou, alternativamente Frcp2, que continha um dominio
de fibronectina Il (FNIII) hoje chamado de FNDC5 (FERRER-
MARTINEZ et al.,, 2002; TEUFEL et al., 2002). Posteriormente o
FNDCS5 foi considerado uma miocina dependente de PGC-la que ¢
secretada do musculo durante o exercicio fisico e induz alguns dos
principais beneficios metabélicos do exercicio fisico (BOSTROM et al.,
2012). O FNDCS5 é um receptor transmembrana, possui 209 residuos de
aminoacidos em camundongos e 212 em humanos, contém um dominio
correspondente a FNIII, um dominio transmembrana hidrofébico e um
carboxi-terminal e o segmento citoplasmatico com 39 residuos de
aminoacidos (SCHUMACHER et al., 2013). Através da clivagem da
proteina, glicosilacdo e provavel dimerizacdo do FNDC5, ocorre a
liberacdo de uma molécula que consiste na maior parte do dominio da
FNIII. Esta proteina, que possui 112 residuos de aminoéacidos foi
denominada irisina (BOSTROM et al., 2012). No ano de 2013, a irisina
foi finalmente cristalizada e sua estrutura foi relatada no estudo de
Schumacher e colaboradores. Neste estudo, o dominio do tipo FNIII
mostra uma confirmagdo incomum, com um dimero de folha B inter-
subunidade continua, que ndo tinha sido previamente descrito para
qualquer outra proteina FNIII estudada, assim, a existéncia da irisina
(recombinante bacteriano) foi confirmada como um homodimero
(SCHUMACHER et al. 2013).

1.4 IRISINA

A irisina recebeu este nome em referéncia a deusa iris, a
mensageira dos deuses na mitologia grega. Apo6s sua sintese, esta
proteina é liberada e se difunde na corrente sanguinea alcangando 6rgéos
como tecido adiposo e encéfalo (BOSTROM et al., 2012). Foi
originalmente descrita por promover uma conversdo do tecido adiposo
branco para o feno6tipo marrom, e como um subproduto advindo da
pratica de exercicios fisicos, e desde entdo gerou grande interesse na
comunidade cientifica, como uma molécula relacionada com tratamento
da obesidade e do diabetes tipo 11 (BOSTROM et al., 2012; LEE et al.,
2014; RANA et al., 2014; ZHANG et al., 2013). No estudo original
desenvolvido por Bostrom et al. (2012) constatou-se a regulacao
positiva da expressdo do gene FNDC5 no mdsculo esquelético, bem
como o0 aumento dos niveis séricos de irisina apds exercicios fisicos de
endurance em ratos e em humanos. O aumento dos niveis circulantes de
irisina pela superexpressdo de FNDC5 de vetores adenovirais no figado
levou a um aumento do tecido adiposo marrom, ou seja, houve uma
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regulacdo positiva da expressdo da proteina desacopladora 1 (UCP1) e
um aumento da tolerancia a glicose em camundongos (BOSTROM et
al., 2012). Ambos estdo entre os principais beneficios metabdlicos do
exercicio fisico de endurance.

Atualmente, muitos estudos investigam o papel do FNDC5/irisina
no exercicio fisico, incluindo estudos pré-clinicos com roedores e
ensaios clinicos em humanos. A indu¢do do RNAmM de FNDC5 no
musculo esquelético pelo exercicio fisico de endurance foi confirmada
em estudos, tanto em camundongos (QUINN et al. 2015; TIANO et al.,
2015; WRANN et al., 2013) quanto em humanos (ALBRECHT et al.,
2015; LECKER et al., 2012; NORHEIM et al. 2014) usando a rea¢do
em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (RT-PCR) ou
sequenciamento de RNA. Como em todos os estudos clinicos, hd muitas
varidveis a serem consideradas, como estudos retrospectivos versus
experimentos com intervencdo, idade e nivel de condicionamento fisico
dos individuos e, mais importante, o tipo de protocolo de exercicios
fisicos utilizado e 0 momento da coleta da amostra (horas apds a Gltima
sessdo de treino).

O potencial anti-inflamatério, antioxidante e anti-apoptotico da
irisina comecou a ser estudado recentemente. A irisina pode induzir
acOes antiapoptoticas, regulando negativamente caspases, inibindo a
translocagdo do BAD do citosol para a mitocdndria e reduzindo a
formacdo de BAX. Além disso, seus efeitos antiapoptéticos dependentes
de caspases envolvem uma regulacdo negativa da caspase-3, 8, 9, BAX
e uma regulacdo positiva de Bcl-2. A irisina também parece impedir o
estresse oxidativo por modular a via de sinalizacdo 5' proteina cinase
ativada por AMP (AMPK), PI3K, Akt, 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS). Suas propriedades anti-inflamatérias incluem reducdo da
secrecdo de citocinas inflamatorias, como fator de necrose tumoral a
(TNFa), interleucina 6 (IL-6) e fator nuclear kappa B (NF-xB), e o
recrutamento de células inflamatérias, como as células T e os linfocitos.
Especula-se um potencial terapéutico da terapia com irisina exdgena
contra patologias envolvendo inflamacdo, estresse oxidativo e apoptose,
no entanto existe uma lacuna muito grande entre evidéncias e o real
efeito da irisina neste contexto (ASKARI et al., 2018). Maiores niveis
de massa muscular estdo associados positivamente a irisina circulante,
além disso, taxas de glicose, grelina e fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-1), estdo associados a altos niveis de irisina circulante.
Entretanto, no envelhecimento, niveis de insulina e adiponectina altos
estdo associados a baixos niveis circulantes de irisina (HUH et al., 2012;
LIU etal., 2013; STENGEL et al., 2013).
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A firisina ja foi descrita em outros tecidos como 0s neur6nios
cerebelares de Purkinje envolvidos em mecanismos simpaticos e
termogénese (DUN et al., 2013). No hipotalamo, a irisina foi encontrada
em neurdnios paraventriculares, co-localizada com o peptideo Y,
também hé relatos de sua presenca no fluido cerebroespinal, sugerindo
que a irisina pode exercer um controle no metabolismo central, além do
periférico. Destaca-se ainda sua presenca no sangue, terminagdes
nervosas, neurdnios e células gliais (AYDIN et al., 2014; BOSTROM et
al., 2012; DUN et al., 2013; GUR et al., 2017; PIYA et al., 2014).

A irisina é altamente conservada em mamiferos sendo descrita
como 100% idéntica em camundongos e humanos (BOSTROM et al.
2012). Um grau téo alto de conservacéo é frequentemente o resultado da
pressao evolucionaria para conservar a fungdo. Curiosamente, o FNDC5
humano tem um inicio de tradug&o atipico, tendo o cédon ATA no lugar
de ATG, comparado ao FNDC5 de camundongo. Assim, a existéncia de
irisina chegou a ser questionada afirmando que os kits comerciais
utilizados para sua detecgdo carecem de especificidade, os resultados de
western blotting poderiam estar sinalizando falsamente a proteina, 0s
niveis no soro estariam aparentemente abaixo dos niveis de deteccdo
(ATHERTON; PHILIPS, 2013). Para identificar e quantificar a irisina
no plasma humano, Jedrychowski e colaboradores (2015) usaram
espectrometria de massa. A irisina humana foi descrita principalmente a
partir do seu cédon de inicio ndo canbnico ATA, assim 0s autores
afirmam inequivocamente que a irisina humana existe. O experimento
foi realizado em homens jovens com idade entre 25 a 30 anos, realizou-
se durante 12 semanas, o treinamento foi aerdbico de alta intensidade
realizado 3 dias por semana de intervalos em um ciclo ergdbmetro
separados por 2 dias por semana de caminhada em esteira. Os niveis
séricos sdo de aproximadamente 3.6 ng/ml em individuos sedentarios e
foram aumentados em resposta ao treinamento aerébio intervalado para
aproximadamente 4.3 ng/ml (JEDRYCHOWSKI et al., 2015). Ainda,
parece existir uma correlacéo linear entre os niveis séricos de irisina e 0s
niveis encontrados no fluido cerebrospinal sugerindo que a irisina ali
encontrada € originada da periferia atravessando a BHE (PIYA et al.,
2014).

Recentemente os efeitos benéficos do exercicio fisico no SNC
estdo sendo relacionados com a irisina. Ela é capaz de atravessar a BHE
e exercer efeito em estruturas limbicas, como o hipocampo onde
desencadeia uma cascata de sinalizacdo intracelular que culmina com a
transcricdo e tradugdo de BDNF (WRANN et al., 2013). Moon e
colaboradores (2013) realizaram um estudo in vitro mostrando que a
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irisina favorece a neurogénese e a sinaptogénese, de forma dose
dependente (MOON; DINCER; MANTZOROS, 2013). Cabe ressaltar,
que foi relatado que os niveis plasmaticos de irisina e BDNF estdo
positivamente correlacionados com a fungdo cognitiva em atletas de
resisténcia (BELVIRANLI et al. 2016).

Em precursores neurais, o silenciamento génico knockdown de
FNDCS5 prejudica o desenvolvimento de neurdnios maduros e astrocitos,
sugerindo um papel no desenvolvimento (HASHEMI et al., 2013). Por
outro lado, a superexpressdo de FNDC5 durante a formacdo de
precursores neuronais a partir de células-tronco embrionérias de
camundongo aumentou os marcadores neuronais maduros (Map2, B-
tubulinlll e Neurocan) e marcador de astrocitos (GFAP) e BDNF. No
entanto, a superexpressdo de FNDC5 em células-tronco embrionarias de
camundongos indiferenciadas ndo tem esses efeitos, indicando que o
FNDC5 estimula a diferenciacdo neural em vez de comprometer esta
linhagem (FOROUZANFAR et al., 2015). A irisina recombinante é
capaz de aumentar a proliferacdo celular na linhagem de células
hipocampais de camundongos H19-7 (MOON et al., 2013). Além disso,
a superexpressdo de FNDC5 aumenta a sobrevivéncia celular em
neurdnios corticais, enquanto o knockdown do FNDC5 tem o efeito
oposto em cultura de células (WRANN et al.,, 2013). Em modelos
animais a irisina tem sido associada a efeitos neuroprotetores em
patologias como Alzheimer, isquemia cerebral e transtornos de humor
como a depressdo (LI et al., 2017; XIA et al., 2017; WANG; PAN,
2016).

Um estudo de Wrann e colaboradores (2013) observaram que a
entrega de FNDC5 no figado através de vetores virais resulta em
elevacdo dos niveis séricos de irisina e induz a expressao de BDNF no
hipocampo de camundongos. Quando os camundongos foram
submetidos a um protocolo de exercicio fisico aerébio foi observado um
aumento de FNDC5 no hipocampo, porém o mesmo efeito ndo foi
observado no cértex total (WRANN et al., 2013). Cabe ressaltar que o
polimorfismo genético do BDNF (BDNFY™®y em ratos inibe a
capacidade do exercicio fisico de promover efeitos tipo-antidepressivos,
também previne o aumento da neurogénese além de inibir os niveis de
RNAmM de BDNF e FNDC5 no GD do hipocampo (IERACI et al.,
2016). Um estudo de Cunha e colaboradores (2018) mostrou que o
tratamento com creatina reduz o comportamento tipo-depressivo de
camundongos a0 mesmo tempo que aumenta os niveis hipocampais de
RNAm de PGCla / FNDC5/ BDNF (CUNHA et al., 2018).



54

Zhang e colaboradores (2015b) analisaram a atividade
locomotora de camundongos apo6s a administracdo aguda de irisina e 0
desfecho é que quando esta proteina foi injetada pela via
intracerebroventricular (i.c.v.) ocorreu um aumento rapido e transitério
na atividade locomotora e metabdlica, entretanto quando foi
administrada perifericamente ndo causou efeito na atividade locomotora.
Além disso, a irisina injetada centralmente também induziu um aumento
significativo no consumo de oxigénio, producao de didxido de carbono e
producdo de calor, indicando um aumento na atividade metabdlica
possivelmente através da ativacdo do sistema nervoso simpatico.
(ZHANG et al., 2015b). Em ratos, a administracdo de irisina por via
intravenosa ou mesmo diretamente no terceiro ventriculo foi capaz de
aumentar a pressdo arterial e a contratilidade cardiaca. A administracdo
central desta proteina ativou neurdnios nos nucleos paraventriculares do
hipotdlamo pelo aumento da imunorreatividade de c-fos. A
administracdo central de irisina também aumentou a pressao arterial e a
contratilidade cardiaca. Em contraste, a injecdo i.c.v. de irisina reduziu a
pressdo sanguinea tanto em animais controle como aqueles com
hipertensdo espontanea (ZHANG et al., 2015c).
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Figura 4. Irisina resultante da contracdo muscular e seu efeito apds liberada na
corrente sanguinea.
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Legenda: Apds a pratica de exercicios fisicos o musculo libera na corrente
sanguinea uma série de miocinas, entre elas a irisina. Estas miocinas atingem
orgdos como o figado, tecido adiposo e, de especial interesse, o encéfalo.
Acredita-se que a irisina é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e tem
acdo no hipocampo. Imagem adaptada de Phillips et al., 2014; Kelly, 2012.

A literatura reporta dois estudos referentes a relacdo entre irisina
e depressdo. O primeiro, um estudo clinico que avaliou pacientes obesas
e mensurou o0s niveis séricos de irisina, ndo encontrou associacdo entre
0s niveis desta proteina e escalas de depressdo, estresse ou ansiedade
(HOFMANN et al., 2016). O segundo, um estudo pré-clinico, analisou o
comportamento tipo-depressivo de ratos submetidos ao protocolo de
estresse cronico imprevisivel (CUS), constatando que a administracdo
de irisina nestes animais foi capaz de regular 0 metabolismo energético
(atividade mitocondrial, creatina quinase, niveis de glicose e ATP) no
cortex pré-frontal, além de melhorar aspectos comportamentais
aumentando a preferéncia por sacarose e reduzindo o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado (WANG; PAN, 2016). Diante
deste contexto, a presente tese esta constituida por Il Capitulos. No |
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Capitulo foi analisado o possivel efeito tipo-antidepressivo da irisina.
No Il Capitulo buscamos elucidar a presenca da irisina e marcadores
pré-neurogénicos ap6s um protocolo de exercicios fisicos.
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2017), a depressao é
a principal causa de incapacitacdo a nivel global, com o agravante de
anualmente ser a primeira responsavel por causar de mortes decorrentes
do suicidio (WHO, 2017). A depressdo causa diversas consequéncias
socioecondmicas, como perda da produtividade, qualidade de vida e
comprometimento no relacionamento social, sendo um transtorno de
humor crénico e recorrente, heterogéneo e de causas multifatoriais
(DSM-V, 2013; SHELINE et al., 2013).

A baixa adesdo dos pacientes a terapéutica convencional e 0s
efeitos adversos causados pelo uso dos medicamentos levam a
necessidade de se buscar ferramentas que contribuam com a terapia
antidepressiva. O exercicio fisico destaca-se por ser uma alternativa nao-
farmacoldgica que pode ser utilizada juntamente ao tratamento
antidepressivo. Embora o efeito positivo do exercicio fisico na
depressdo tenha sido extensivamente relatado, 0s mecanismos
neuroplasticos e bioquimicos responsaveis por tais efeitos benéficos ndo
estdo completamente esclarecidos.

Considerando que as alteracdes observadas na fisiopatologia da
depressdo parecem ser atenuadas pelo exercicio fisico (LINDWALL et
al., 2007; ERICKSON; MILLER; ROECKLEIN, 2011) e que o musculo
esquelético sintetiza e libera miocinas que exercem efeitos
neuroplasticos (WRANN et al., 2013; XU, 2013; PHILLIPS et al.,
2014), o objetivo do presente estudo é elucidar a relagdo entre a miocina
irisina e 0 comportamento tipo-antidepressivo induzido pelo exercicio
fisico em camundongos e 0s mecanismos subjacentes a este efeito.
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3 CAPITULO I: AVALIACAO DO POSSIVEL EFEITO TIPO-
ANTIDEPRESSIVO DA IRISINA

Estudos sugerem que a irisina € uma das moléculas responsaveis
pelos efeitos benéficos do exercicio fisico no cérebro (LI et al., 2017
WANG; PAN, 2016; WRANN, 2013). O FNDC5 e a irisina estdo
associados a neuroplasticidade, sendo capazes de modular a proliferagédo
neuronal (MOON et al., 2013), diferenciacdo, conferir neuroprote¢do ao
peptideo amiloide 1-42 (APi42) em camundongos (XIA et al., 2017,
LOURENCO, 2019), e promover o efeito tipo-antidepressivo em ratos
submetidos ao protocolo de CUS (WANG; PAN, 2016). Além disso,
existe uma correlacdo bem estabelecida na literatura entre 0 aumento
dos niveis de BDNF no cérebro e a pratica de exercicios fisicos (CHEN;
RUSSO-NEUSTARDT, 2009; FANG et al.,, 2013; SARTORI et al.,
2011; SEIFERT et al., 2010), fato recentemente associado a liberacéo de
irisina, sugerindo uma via de sinalizacdo dependente de
PGC1o/FNDC5/BDNF (WRANN et al., 2013). Sendo assim, o objetivo
deste primeiro Capitulo foi analisar o efeito da irisina e do BDNF em
testes preditivos de acdo-antidepressiva, além de avaliar a expressdo
génica de PGC1-a, FNDC5 e BDNF no cortex pré-frontal e hipocampo,
duas regibes cerebrais intimamente correlacionadas com a depressao
(SCHMAAL et al., 2016).

3.1 OBJETIVOS
3.1.1 Objetivo geral

Investigar o possivel efeito tipo-antidepressivo da administracdo
central de irisina e BDNF em camundongos.

3.1.2 Objetivos especificos

=Analisar o perfil comportamental de camundongos em testes
preditivos de acdo antidepressiva: teste do nado forcado (TNF) e teste de
suspensdo pela cauda (TSC). Além do teste do campo aberto (TCA)
para avaliacdo da atividade locomotora e parametros de ansiedade, uma
hora ap6s a administracdo central de trés diferentes doses irisina.

=Avaliar o efeito da administracdo central de irisina ao longo de
diferentes tempos sobre a resposta comportamental de camundongos no
TSCe TCA.
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=Examinar o efeito da administracdo central de irisina em dois
diferentes tempos (1 e 6 h) sobre os genes PGC-1a, FNDC5 e BDNF, no
cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos.

=Quantificar os niveis de BDNF apds a administracdo central de
irisina em dois diferentes tempos (1 e 6 h) no cortex pré-frontal e
hipocampo de camundongos.

=Avaliar 0 efeito da administracdo central de BDNF em dois
diferentes tempos (1 e 6 h) sobre os testes TSC e TCA em
camundongos.

=Examinar o efeito da administracdo central de BDNF em dois
diferentes tempos (1 e 6 h) sobre os genes PGC-1a, FNDC5 e BDNF no
cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos.

=Quantificar os niveis de BDNF apds a administracdo central de
BDNF em dois diferentes tempos (1 e 6 h), no cortex pré-frontal e
hipocampo de camundongos.

3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Animais

Nesta primeira etapa do trabalho foram utilizados camundongos
C57BL/6 machos pesando entre 25-35 g, 60—70 dias de vida, sujeitos as
condi¢des padrdo de acondicionamento, temperatura (21+1 °C) e ciclo
claro-escuro 12/12 horas. Todos os esforcos foram feitos para minimizar
e reduzir o nimero de animais, e 0s procedimentos realizados tiveram a
anuéncia da Comissdo de Etica no Uso de Animais da instituicio
(CEUA/UFSC — PP00795). Os camundongos foram mantidos em caixas
de polipropileno (40x32x17 cm) contendo 12 animais por caixa. Eles
tiveram livre acesso a racdo comercial para camundongos NUVITAL -
Nuvilab CR1 e &gua potavel filtrada. Antes da realizacdo dos testes
comportamentais 0s animais foram aclimatados por no minimo duas
horas. Os aparatos dos testes comportamentais foram limpos apés cada
teste com alcool 10%.
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3.2.2 Testes comportamentais
3.2.2.1 Teste do nado for¢ado (TNF)

O TNF baseia-se na observacdo dos animais submetidos a uma
situacdo de desespero comportamental este modelo foi proposto por
Porsolt e colaboradores (1977). Os camundongos sdo colocados em um
cilindro com 10 cm de didmetro e 24 cm de altura, sendo que a coluna
de agua ocupava 19 cm deste recipiente, a temperatura de 25°C + 1°C.
O teste teve duracdo de seis minutos, sendo que os camundongos foram
submetidos a uma Unica sessdo, na qual foram colocados em um cilindro
plastico e foi analisado o tempo de imobilidade (PORSOLT; BERTIN;
JALFRE (1977).

3.2.2.2 Teste da suspensdo pela cauda (TSC)

O comportamento dos animais no TSC foi avaliado conforme
método desenvolvido por Steru e colaboradores (1985). Para realizagdo
do teste, os camundongos foram isolados visualmente e suspensos pela
cauda 50 cm acima do chdo por fita adesiva. O tempo de imobilidade foi
registrado por um periodo de seis minutos (STERU et al., 1985).

3.2.2.3 Teste do campo aberto (TCA)

O TCA foi descrito por Hall (1936), e foi realizado com o intuito
de excluir a possibilidade de que a diminuigdo do tempo de imobilidade
no TNF ou no TSC seja devido a uma estimulacdo da atividade
locomotora. O aparato consiste em uma caixa de madeira 40x60x50 cm,
com o chdo dividido em 12 quadrados iguais. Os camundongos foram
avaliados com relacdo ao nimero de quadrados cruzados por um
periodo de seis minutos. O TCA foi realizado 10 minutos apds a
realizagdo do TSC (HALL, 1936).

3.2.2.4 Administracdo intracerebroventricular (i.c.v.)

A administracdo i.c.v. de irisina ou BDNF foi realizada pela
técnica & méo livre (CUNHA et al., 2015; LAURSEN; BELKNAP,
1986). Uma agulha hipodérmica com 0,4 mm de didmetro externo,
conectada por uma canula de propileno a uma seringa Hamilton de 25
uL, foi inserida perpendicularmente através do cranio, ndo mais de 2
mm para o interior do cérebro de cada camundongo, diretamente no



62

ventriculo lateral. Os camundongos foram previamente anestesiados
com isoflurano, durante aproximadamente 15s, tempo necessario para
ocorrer a perda do reflexo postural. A assepsia do local da injecéo foi
realizada utilizando uma gaze com etanol a 70%. A agulha foi inserida
unilateralmente 1 mm para a direita ou a esquerda do ponto médio de
uma linha tragada até a base anterior das orelhas (1 mm lateral e 1 mm
posterior ao bregma, com uma perfuracdo de 2,4 mm de profundidade).
Um volume de 3 pL da droga foi injetado diretamente no ventriculo
lateral. A injecdo foi administrada durante 30s e a agulha permaneceu
no local por mais 30s, a fim de evitar o refluxo da substancia injetada.
Para os testes comportamentais, a irisina (human recombinant Caymam,
MI, USA) foi administrada nas doses de 0, 1, 0,5 e 1 ngcamundongo
(dose escolhida a partir de um teste piloto realizado no laboratério). O
grupo controle recebeu NaCl 0,9%. Uma hora ap6s a administragdo
foram realizados os testes comportamentais e todos os testes foram
filmados para melhor analise. Para a curva tempo-resposta 0 TSC foi
realizado 30 minutos, 1, 6 e 24 horas ap6s a administracdo i.c.v.
seguidos do TCA. Também realizamos testes utilizando o BDNF
(human recombinant Prospec, NJ, USA), este foi administrado na dose
de 0,25 pg/camundongo (doses escolhidas com base na literatura
SIRIANNI et al., 2010; VALVASSORI et al., 2015). via i.c.v. e a
resposta comportamental foi avaliada no TSC seguido do TCA, 1 e 6
horas ap06s a injecao.

3.2.3 Testes bioquimicos

3.2.3.1 Extracdo de RNA, cDNA e Reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real quantitativa (QRT-PCR)

O hipocampo e o cortex pré-frontal foram coletados e
imediatamente congelados a —80°C. O RNA total foi extraido com o
regente Trizol (Invitrogen, USA) e as amostras foram tratadas com
DNAse I, (Amplification Grade Invitrogen, USA), por remocdo do
DNA gendmico. O RNA total foi congelado a -80°C até o uso. A sintese
de DNA complementar (cDNA) foi realizada com 0,4 pg de cada tecido
de RNA e o transcrito reverso para 0 cDNA usando o kit adequando
(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Invitrogen, CA,
USA). A mistura da reacdo foi incubada a 25°C por 10 min em um
volume final de 20 pl, a 48°C por 1 h, e apds a 95°C por 5 min. O
cDNA obtido foi diluido em uma solugéo 1:5. O gRT-PCR foi realizado
usando 0.3 mM para cada primer, ¢ 5 pul de Maxima SYBR®
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Green/ROX gPCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific, S&o Paulo,
Brazil). Também foi inserido 2 pl para cada dilui¢do de cDNA, em 7900
HT Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). As
condi¢Bes de amplificagdo foram 50°C por 2 min, 90°C por 10 min
seguidas por 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1 min. Os primers
usados foram desenhados com Primer Express software versdo 3.0
(Applied Biosystems, USA) e as sequéncias foram: BDNF forward

(CATAGACAAAAGGCACTGGAACTC) e reverso
(TAAGGGCCCGAACATACGAT); FNDC5 forward
(GGCTGGGAGTTCATGTGGAA) e reverso
(TGGGAAGCGGTTATCTTTGCT), PGC1-a forward
(ATGTGACTGGGGACTGTAGTAAGA) e reverso
(GCAGCACACTCTATGTCACTC), B-actina forward
(AAATCGTGCGTGACATCAAAGA) e reverso

(GCCATCTCCTGCTCGAAGTC). Os resultados foram analisados pelo
software Sequence Detection Systems (SDS) versdo 2.4 (Applied
Biosystems, CA, USA). A eficiéncia dos primers foi testada usando uma
curva padrdo. Com este propésito uma diluicdo seriada foi realizada
(1:3, 1.7, 1:15, 1:31, 1:63) a partir de uma Unica amostra de cDNA
constituida por um pool de todos os cDNAs dos diferentes tratamentos.
Somente os primers que mostraram eficiéncia entre —2.9 ¢ —3.3 foram
usados. Especificamente o produto do gPCR foi analisado por uma
curva de dissociacdo realizada ap6s a amplificacdo, observando-se um
pico Unico na Tm esperada. Além disso, a estabilidade do gene de
controle foi verificada pela ferramenta online RefFinder. Os resultados
foram analisados pelo método baseado na curva padrdo (LARIONOQV et
al., 2005), no qual foram dados nimeros arbitrarios para cada um dos
cinco pontos em uma escala logaritmica de base 10. Os controles foram
confrontados com as curvas, resultando em um valor relativo de
amplificagdo. Os resultados foram normalizados pelos valores de B-
actina e convertidos em porcentagem considerando os valores de
controle como 100%.

3.2.3.2 Dosagem de BDNF

Os niveis de BDNF foram mensurados pelo método de ELISA
usando o BDNF Emax Immuno Assay System kit (Promega, Madison,
WI, USA) de acordo com as orientagdes do fabricante. Uma placa de 96
pocos foi incubada com o anticorpo monoclonal anti-BDNF em tampéo
de carbonato (pH = 9,7) durante a noite a 4°C. A placa foi lavada com
PBS-Tween-20 (PBST; 8 mM tampdo fosfato salina, 240 mM NaCl,
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0,05% Tween-20) e blogueada por 1 hora em temperatura ambiente. A
curva padrdo foi realizada com uma solucdo padrdo de BDNF. As
amostras de tecido foram diluidas em tampéo de bloqueio (Promega,
Madison, WI, USA) e subsequentemente adicionadas aos pogos
restantes (100 pl por pogo). As placas foram incubadas durante 2 horas
sob agitacdo a 25°C. Subsequentemente, as microplacas foram lavadas
cinco vezes com PBST e foi adicionado um anticorpo policlonal anti
BDNF humano incubado durante 2 h a temperatura ambiente. Apds
cinco lavagens com PBST, foi adicionado um anticorpo secundario anti-
IGY conjugado com peroxidase (a placa que foi incubada durante mais
1 h & temperatura ambiente. Apo6s cinco lavagens com PBST, um
substrato com peroxidase foi adicionado por 15 min. A reagdo foi
interrompida adicionando uma solugdo contentendol N HCI e a
absorbancia foi observada em um leitor de microplacas (Multireader
Infinite M200 TECAN) a 450 nm. Os niveis de BDNF (expressos como
pg/ing proteina) foram calculados com curva padrdo preparada para cada
placa.

3.2.4 Anédlise estatistica

O teste de Kolmogorov—Smirnov foi usado para avaliar a
normalidade de dados comportamentais e bioquimicos. Os resultados
foram expressos em média + erro padrdo da média (E.P.M.). A
comparagao entre 0s grupos experimentais e grupo controle foi realizada
através de analise de variancia (ANOVA) de uma via (curva dose
resposta e analises bioquimicas) ou duas vias (curva tempo-resposta da
irisina ou BDNF em testes comportamentais). Apos a ANOVA, foi
realizado o teste post-hoc de Newman-Keuls, quando apropriado.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeito da administracdo de irisina no comportamento de
camundongos submetidos ao TSC, TNF e TCA

O efeito da administracdo central de irisina (0,5-1
ng/camundongo) no tempo de imobilidade de camundongos submetidos
ao TSC e TNF é mostrado nas Figuras 5B e 5C, respectivamente.
Todos os testes comportamentais foram realizados 1 hora apds as
respectivas administracdes, conforme ilustrado na Figura 5A. A
ANOVA de uma via revela que o tratamento com irisina é capaz de
reduzir significantemente o tempo de imobilidade em camundongos no
TSC [F (3, 32) = 6,21, p < 0,01] e TNF [F (3, 25) = 4,75, p < 0,01],
guando comparados ao grupo controle. Posteriormente, a analise de
post-hoc revela que a irisina reduz o tempo de imobilidade em ambos 0s
testes nas doses de 0,5 ng/camundongo (p < 0,05) e 1 ng/camundongo (p
<0,01).

O efeito da administracdo central de irisina nas doses de 0,1, 0,5,
e 1 ng/camundongo na atividade locomotora foi avaliado no TCA. As
Figuras 6 A-B mostram que a administracdo central de irisina ndo altera
0 numero de cruzamentos [F (3, 32) = 0,60, p = 0,61] e o nimero de
levantamentos [F (3, 32) = 0,59, p = 0,62], quando comparados com 0
grupo controle. No entanto, a administragdo central de irisina aumentou
o tempo no centro do TCA nas doses 0,5 e 1 ng/camundongo (Figura
6C), quando comparado ao seu respectivo controle, sugerindo um
possivel efeito tipo-ansiolitico desta miocina [F (3, 32) = 27,97, p <
0,01]. A administracdo de irisina (0,5 e 1 ng/camundongo) também
reduziu o nimero de autolimpeza [F (3, 32) = 3,98, p < 0,01] e de bolo
fecal [F (3, 32) = 14,07, p < 0,01] (Figuras 6D-E, respectivamente).

Considerando a auséncia de dados na literatura sobre o possivel
efeito da irisina no TNF, a dose de 1 ng/camundongo foi administrada
via i.c.v. (dose com melhor efeito no TSC). Foi avaliado o tempo de
imobilidade da irisina ao longo do tempo. O efeito no TNF foi avaliado
30 min, 1 hora e 6 horas apds a administracdo da molécula em grupos
independentes. Os resultados descritos na Figura 7A, mostram que a
irisina reduz o tempo de imobilidade no TNF até 6 horas apds sua
administracdo. A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo
do tratamento [F (1, 50) = 13,00, p < 0,05), do tempo [F (3, 50) = 2,32,
p <0,01], mas ndo da interacdo tempo X tratamento [F (3, 50) = 2,13, p =
0,10]. Por outro lado, a administracdo central de irisina ndo alterou o
nimero de cruzamentos no TCA em nenhum dos tempos testados
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(Figura 7B). A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do
tempo [F (3, 45) = 13,52, p < 0,01], no entanto, houve um efeito
significativo do tratamento com a irisina [F (1, 45) = 0,22, p = 0,64] e da
interacdo tempo x tratamento [F (3, 45) = 1,98, p = 0,13] com maior
nimero de cruzamentos em animais avaliados 1, 6 e 24 h quando
comparados com animais avaliados 30 min apés a administragéo.

Figura 5: Efeito da administracdo de irisina i.c.v. nas doses de 0,1-1
ng/camundongo.
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Legenda: Desenho experimental dos procedimentos realizados (A). Tempo de
imobilidade nos testes comportamentais, TSC (B) e TNF (C). Os resultados sdo
expressos como média + E. P. M. O nimero de animais em cada grupo esta
indicado acima das barras. * p<0,05; ** p<0,01 comparado com 0 grupo
controle (representado no grafico pela letra C). (ANOVA de uma via seguida
pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). Painel A elaborado pela autora.
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Figura 6: Efeito da administracdo de irisina (0,1-1ng/camundongo, i.c.v.) sobre
pardmetros comportamentais no TCA.
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Legenda: O TCA é representado pelo nimero de cruzamentos (A). Nimero de
levantamentos (B). Tempo no centro (C), autolimpeza (D) e bolo fecal (E). Os
resultados sdo expressos como média + E.P.M. O ndmero de animais em cada
grupo esta indicado acima das barras. * p<0,05; ** p<0,01 comparado com 0
grupo controle (representado no gréafico pela letra C) (ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls).
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Figura 7: Efeito tempo-resposta da administracdo de irisina (1 ng/ camundongo,
i.c.v.)no TSC e no TCA.
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Legenda: Irisina i.c.v. no TSC (A) e no TCA (B) 30 min, 1, 6 e 24 horas ap6s a
administracdo. Os resultados sdo expressos em colunas, cada coluna representa
a média + E. P. M. O nimero de animais em cada grupo esta indicado acima das
barras. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste
post-hoc de Newman-Keuls. ** p<0,01 comparado com o grupo controle
(veiculo).

3.3.2 Efeito da administracdo de irisina na expressdo génica de
PGC1-a. e FNDC5

Os efeitos da administracdo central de irisina sobre mudancas na
expressao génica de PGC1-a e FNDCS5, tanto no hipocampo como no
cortex pré-frontal de camundongos, foram investigadas 1 e 6 horas apos
0 TSC. A administracdo de irisina foi capaz de aumentar 0 RNA
mensageiro (RNAm) de PGC1-a no hipocampo 6 h apds o tratamento
guando comparado com seus respectivos controles [F (2, 11) = 51,10, p
< 0,01, Figura 8A). O RNAmM de FNDC5 no hipocampo diminuiu 1 h
apos o tratamento com irisina e aumentou 6 h ap6s o tratamento quando
comparado ao grupo que recebeu a injecdo em 1 hora [F (2, 12) = 17,60,
p < 0,01, Figura 8C]. A irisina também diminuiu os niveis de RNAm de
PGCl-a no cortex pré-frontal de camundongos 1 hora apds a
administracdo e aumentou os niveis de mMRNA de PGC1-a 6 h ap6s o
tratamento [F (2, 11) = 66,60, p < 0,01, Figura 8B]. Além disso, a
expressdao do RNAm de FNDCS5 foi reduzida 1 h ap6s a administracdo



69

de irisina em ambas as estruturas estudadas, sendo este efeito
estatisticamente significativo até 6 h apds a administracdo no cdrtex pré-
frontal [F (2, 10) = 23,74, p < 0,01, Figura 8D].

Figura 8. Efeito da administracdo de irisina (1 ng/ camundongo, i.c.v.) na
expressdo génica de PGC1-a ¢ FNDCS5.
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Legenda: O RNAm de PGC1-a no hipocampo (A) e no cortex pré-frontal (B)
RNAm de FNDCS5 no hipocampo (C) e no cdrtex pré-frontal (D) 1 ou 6 h apos a
administracdo de irisina. O nimero de animais em cada grupo estd indicado
acima das barras. Os dados sdo expressos em média + E.P.M. e os resultados
foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de
Newman-Keuls. **p < 0,01 quando comparados aos seus respectivos controles
(tratados com veiculo, representado no grafico pela letra C). ##p<0,01 quando o
RNAm de FNDCS5 foi avaliado 6 horas apds o tratamento comparando com 0
resultado obtido 1 h apds o tratamento com irisina.

3.3.3 Influéncia da administracéo de irisina na expressdo génica de
BDNF e nos niveis de BDNF

A Figura 9A mostra que 0 RNAmM de BDNF hipocampal foi
diminuido 1 h ap6s o tratamento com irisina e aumentado 6 horas ap6s o
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tratamento quando comparado com o grupo controle [F (2, 15) = 11,91,
p < 0,01]. No cortex pré-frontal a expressaio do RNAm de BDNF foi
reduzida em ambos os tempos avaliados (1 ou 6 h apds o tratamento),
guando comparados aos seus respectivos grupos controle [F (2, 11) =
24,47, p < 0,01, Figura 9B]. Ainda na Figura 9C-D, a ANOVA de uma
via revela que a administracdo de irisina 1 ou 6 h antes de mensurar 0s
niveis de BDNF nédo foi capaz de alterar os niveis desta neurotrofina
tanto no hipocampo quanto no cdrtex pré-frontal de camundongos [F (2,
19) = 1,38, p = 0,27; F (2, 20) = 0,85, p = 0,44, respectivamente]. Os
resultados estdo sumarizados na Tabela 1.

Figura 9. Efeito da administracdo de irisina (1 ng/camundongo, i.c.v.) na
expressao de RNAm de BDNF e nos niveis de BDNF.
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Legenda: O RNAm de BDNF no hipocampo (A) e no cortex pré-frontal (B), e
os niveis de BDNF no hipocampo (C) e no cértex pré-frontal (D), 1 ou 6 h apds
a administracdo de irisina. O numero de animais em cada grupo est4 indicado
acima das barras. Dados foram expressos em média + E.P.M. para a expressao
génica RNAm, e pg/mg proteina para os niveis de proteina. Os resultados foram
analisados por ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-
Keuls. *p < 0,05, ** p < 0,01 quando comparados com seus respectivos
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controles tratados com veiculo (representado no grafico pela letra C). ##p<0.01
quando comparados 0 RNAm de BDNF 6 h ap6s o tratamento com 1h.

3.3.4 Efeito da administracdo de BDNF na resposta comportamental
de camundongos no TSC e no TCA

O BDNF na dose 0,25 ug/camundongo foi administrado via i.c.v.
e a resposta comportamental dos camundongos foi avaliada no TSC. O
BDNF reduziu o tempo de imobilidade quando administrado 1 ou 6 h
antes do TSC conforme mostrado na Figura 10A [tempo F (1, 26) =
0,33, p = 0,57; tratamento F (1, 26) = 20,11, p < 0,01, interagdo tempo x
tratamento F (1, 26) = 0,06, p = 0,80]. O nimero de cruzamentos no
TCA foi significativamente reduzido no grupo tratado com BDNF (1 ou
6 h) quando comparados com o grupo controle [tempo F (1, 20) = 0,06,
p = 0,80; tratamento F (1, 20) = 29,65, p < 0,01; interacdo tempo X
tratamento [F (1, 20) = 1,96, p = 0,18, Figura 10B].

Figura 10: Efeito da administracdo de BDNF (0,25 pg/camundongo, i.c.v.) no
TCA eno TCA.
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Legenda: BDNF i.c.v. no TSC (A) e no nimero de cruzamentos no TCA (B) 1 e
6 horas ap6s a administragdo. Os resultados sdo expressos em colunas, cada
coluna representa a média + SEM. O nimero de animais em cada grupo esta
indicado acima das barras. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. * p<0,05; ** p<0,01 comparado
com o grupo controle (veiculo).
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3.3.5 Influéncia da administracdo de BDNF no RNAmM de PGCl-a e
FNDCS5 e nos niveis de BDNF

A administracdo de BDNF reduziu o RNAm de PGC-la no
hipocampo 6 h apds o tratamento, mas ndo afetou os niveis de RNAm
de PGC-1a quando avaliado 1 hora antes de analise conforme mostra a
Figura 11A [F (2, 13) = 5,90, p < 0,05]. Também foram avaliados 0s
niveis de RNAmM de FNDCS5, sendo possivel observar um aumento no
hipocampo, 1 e 6 horas apds a administracdo [Figura 11C, F (2, 16) =
6,32, p < 0,01]. Contudo, conforme descrito na Figura 11B e 11D tanto
0 RNAm para PGCl-a quanto para FNDC5 tiveram sua expressdo
reduzida no cortex pré-frontal 1 h apds o tratamento e se mantiveram
diminuido até 6 h ap6s o tratamento com BDNF [FNDC5 RNAm F (2,
15) = 11,06, p < 0,01; PGC-1a. RNAmM F (2, 13) = 7,89, p < 0,01].

Figura 11. Efeito da administracdo de BDNF (0.25 pg/camundongo, i.c.v.) na

expressao do RNAm de PGC1-a e FNDCS.
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Legenda: RNAm de FNDC5 no hipocampo (A) e no cortex pré-frontal (B),
RNAm de FNDC5 no hipocampo (C) e no cértex pré-frontal (D) 1 ou 6 h apés a
administracdo de BDNF. O nimero de animais em cada grupo esta indicado
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acima das barras. Os dados séo expressos em média + E.P.M. e os resultados
foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de
Newman-Keuls. *p < 0,05, **p < 0,01 quando comparados com seus
respectivos controles tratados com veiculo (representados no grafico pela letra
C).

3.3.6. Influéncia da administracdo de BDNF na expresséo génica e
niveis proteicos de BDNF

O efeito da administracdo de BDNF nos niveis proteicos e na
expressdo do RNAm de BDNF sdo mostrados na Figura 12. No cortex
pré-frontal [F (2, 12) = 10,28, p < 0,01], o tratamento com BDNF em
ambos os tempos analisados foi capaz de reduzir a expressdo de RNAmM
de BDNF, porém este efeito ndo foi observado no hipocampo [F (2, 13)
= 1,77, p = 0,21], (Figura 12B e 12A, respectivamente). No entanto,
conforme mostrado na Figura 12C e 12D ndo foi verificada nenhuma
alteracdo nos niveis de BDNF tanto no hipocampo quanto no cortex pré-
frontal ap6s o tratamento com BDNF (1 ou 6 h antes) [F (2, 16) = 0,40,
p =0,67; F (2, 16) = 1,82, p = 0,19, respectivamente]. Os resultados
estdo sumarizados na Tabela 1.
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Figura 12. Efeito da administracio BDNF (0,25 pg/camundongo, i.c.v.) na
expressdo do RNAm e nos niveis de BDNF.
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Legenda: Expressdo de RNAm de BDNF no hipocampo (A) e no cortex pré-
frontal (B), e niveis de BDNF no hipocampo (C) e no cortex pré-frontal (D) 1
ou 6 h ap6s o tratamento com BDNF. O nimero de animais em cada grupo esta
indicado acima das barras. Os dados s&o expressos em média + E.P.M. e 0s
resultados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste
post-hoc de Newman-Keuls. *p < 0,05, **p < 0,01 quando comparados com
seus respectivos controles tratados com veiculo (representados no gréfico pela
letra C).



75

Tabela 1- Resumo dos resultados neuroquimicos obtidos no hipocampo e cdrtex
pré-frontal de camundongos apds a administracdo i.c.v. de irisina ou de BDNF.

Hipocampo Cortex pré-frontal
Irisina BEDNF Trisina EDNF
1 gg/camundonge | 0,25pg/camundongo 1 pg/camundongo | 0,25pg/camundonge
lh 6h l1h 6h 1h 6h lh 6h

PGC-la = 1 = | ! ? l !
RINAm
ENDC3 4 = ) 1 | ! ! !
ENAm
BDNF | f = = ! ! ! !
ENAm
BDNF = = = = = = = =
nivels
proteicos

Legenda: Efeito da administracdo i.c.v. de irisina (1ng/camundongo) ou de
BDNF (0,25p/camundongo) na expressdo génica de PGC-10/FNDC5/BDNF e
nos niveis de BDNF no hipocampo e no cortex pré-frontal de camundongos, 1 e
6 horas apds a administragdo.

3. 4 DISCUSSAO

Os principais achados deste primeiro Capitulo apontam que a
administragdo central de irisina é capaz de causar comportamento tipo-
antidepressivo em camundongos em dois testes preditivos de acdo
antidepressiva TSC e TNF; a administracdo central de BDNF causa um
efeito similar ao da irisina no comportamento; ambos os tratamentos
alteram a expressao génica de PGC-1a, FNDC5 ¢ BDNF, mas nio sdo
capazes de alterar os niveis de BDNF, em duas estruturas intimamente
correlacionadas com a depressdo, o cortex pré-frontal e o hipocampo. O
resumo destes efeitos neurogquimicos esta representado na Tabela 1. Os
resultados apresentados no presente estudo demonstram pela primeira
vez na literatura o potencial tipo-antidepressivo da irisina.

Estudos clinicos divergem quanto ao envolvimento da irisina na
regulacdo do humor. Um estudo de Papp e colaboradores (2017)
mostrou que o humor afetado em pacientes com doenca pulmonar
obstrutiva est& associado a baixos niveis séricos de irisina, enquanto um
estudo realizado por Hofmann e colaboradores (2016) demonstrou que
em mulheres obesas, 0s niveis plasmaticos de irisina ndo estdo
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associados com o0s sintomas depressivos, ansiedade e percepcdo de
estresse (PAAP et al., 2017). Em relacdo aos estudos pré-clinicos, foi
relatado que a administracdo central de irisina causou alteracdes
comportamentais em ratos incluindo aumento da alimentagdo e
hiperlocomocéo (ZANG et al., 2015b; TEKIN et al., 2017). Além disso,
a administracdo subcutanea de irisina em ratos submetidos ao protocolo
CUS, foi capaz de prevenir o comportamento anedénico no teste de
preferéncia pela sacarose e reduzir o comportamento tipo depressivo no
TNF (WANG; PAN, 2016). No entanto, no referido estudo,
aparentemente o efeito da irisina no TNF ndo foi investigado em
animais que ndo foram submetidos ao CUS.

Com base nestas observac@es, surge a necessidade de verificar o
efeito da irisina em testes preditivos para farmacos antidepressivos.
Desta forma, no presente estudo foi avaliado o efeito da administracdo
central de irisina no TSC e no TNF, dois paradigmas comportamentais
amplamente utilizados para triagem de atividade antidepressiva de
farmacos. A irisina administrada centralmente nas doses de 0,5 e 1
ng/camundongo reduziu o tempo de imobilidade em ambos os testes
indicando um perfil tipo-antidepressivo. No TSC, o efeito foi persistente
até 6 horas ap0s a sua administracdo. No entanto, apds 24 horas o efeito
tipo-antidepressivo da irisina foi abolido, um perfil de resposta
comportamental similar ao observado ap6s administracdo de farmacos
antidepressivos convencionais (BETTIO et. al.,, 2014; NEIS et al,,
2016). Nenhuma alteracdo na atividade locomotora foi observada em
camundongos tratados com irisina no TCA, descartando a possibilidade
de que os resultados obtidos em TSC e TNF sejam devidos a um efeito
psicoestimulante decorrente da administracdo de irisina. A auséncia de
alteragdes na atividade locomotora contrasta com os resultados relatados
por Zhang et al. (2015b), que mostraram que uma Unica dose alta de
irisina (1,5-2,5 pg/kg, i.c.v.) causou um aumento abrupto e transitério na
atividade locomotora de ratos (ZHANG et al., 2015b). Estas diferencas
na locomocdo sdo provavelmente devidas as doses utilizadas e/ou
espécies distintas.

No TCA, pardmetros relacionados a comportamentos de
ansiedade (tempo no centro, numero de autolimpeza e bolo fecal) foram
avaliados. A administracdo de irisina foi capaz de aumentar o tempo no
centro do aparato, sugerindo um efeito tipo-ansiolitico desta miocina. A
irisina também diminuiu o ndmero de autolimpeza e bolo fecal dos
camundongos durante o teste. O perfil ansiolitico da irisina foi
observado nas doses de 0,5 e 1,0 ng/camundongo, ou seja, as mesmas
doses capazes de promover efeito tipo-antidepressivo no TSC e TNF.
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No entanto, dados da literatura néo estéo de acordo com nossos achados.
A frequéncia de autolimpeza e tempo no centro foram inalterados em
ratos tratados com uma Unica dose de irisina administrada por via i.c.v.
(ZHANG et al., 2015b). Além disso, um estudo recente reportou o efeito
ansiogénico da administracdo central da irisina em ratos
(CHIAVAROLI et al., 2017). Estas discrepancias sugerem que ratos e
camundongos  produzem diferentes padrfes comportamentais
relacionados a ansiedade, ap6s a administracdo central de irisina.

A literatura reporta que o exercicio fisico induz a expressdo do
PGC-1a no musculo. O possivel papel do PGC-1a na regulagdo do
humor foi sugerido por um estudo que relatou que camundongos nos
quais 0 PGC-la foi super expresso no musculo eram resilientes ao
desenvolvimento de comportamento do tipo-depressivo induzido pelo
protocolo de estresse cronico leve (AGUDELO et al., 2014). Ademais,
camundongos PGC-1a”~ apresentaram uma reducéo da expressdo de
FNDC5 no cortex cerebral, quando comparados com camundongos
selvagens (WRANN et al., 2013). Assim sendo, foi verificado se a
administragdo central de irisina seria capaz de alterar a expressdo génica
de PGC-lo ¢ FNDC5 no hipocampo e no cortex pré-frontal de
camundongos. A administracao de irisina diminuiu 0 RNAm de PGC-1a
no cortex pré-frontal apos 1 hora e aumentou a expressdo de PGC-1a no
hipocampo e cértex pré-frontal ap6s 6 h. O tratamento com irisina
também diminui a expressdo génica de FNDC5 em ambas as estruturas
cerebrais. No hipocampo esta reducdo foi transiente, uma vez que este
efeito ndo persistiu até 6 horas apds a administragdo. Por outro lado, no
cortex pré-frontal a reducdo foi mantida por até 6 horas. Embora o
RNAm de PGC-lo ndo tenha sido alterado (1 h no hipocampo) ou
mesmo diminuida (1 h no cértex pré-frontal), sua expressdao foi
aumentada 6 h apds a administracdo de irisina em ambas as estruturas
estudadas. Digno de nota, o aumento da expressdo génica de PGC-1la
em varias regides cerebrais (tronco encefalico, lobo frontal, hipocampo,
hipotalamo e mesencéfalo) e no muisculo soleo foi relatado em
camundongos submetidos a um protocolo de exercicios fisicos de 8
semanas (STEINER et al., 2011). Em relacdo ao FNDC5, ndo houve
alteragdo (6 horas no hipocampo) ou ocorreu uma redugdo da sua
expressao génica (1 h no hipocampo, 1 e 6 horas no cortex pré-frontal)
apos a administracdo central de irisina. Dados da literatura indicam que
0 aumento da irisina ndo estd associado com o aumento da expressdo
génica de FNDC5 no musculo, o que esta de acordo com os resultados
aqui encontrados em estruturas cerebrais (FAIN et al., 2013; TIANO;
SPRINGER; RANE, 2015).
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A irisina tem sido associada com efeitos benéficos no humor e
com o aumento da expressdo de BDNF em algumas regifes cerebrais
(PAPP et al., 2017; WRANN et al., 2013). Neste sentido foi relatado
gue pacientes com doenca pulmonar obstrutiva apresentavam distlrbios
de humor e estes disturbios estavam associados a baixos niveis séricos
de irisina e BDNF (PAPP et al., 2017). O BDNF hipocampal mostrou
ser regulado positivamente pela entrega periférica de FNDC5 por
vetores virais bem como pela pratica de atividades fisicas em
camundongos. Ainda, foi relatado um aumento de BDNF quando
FNDC5 foi superexpresso em neurdnios corticais, enquanto que a
reducdo da expressdo de FNDC5 causou uma reducdo na expressdo de
BDNF (WRANN et al., 2013). No presente estudo o efeito da
administracdo central de irisina nos niveis proteicos e expressao génica
de BDNF foram avaliados. No hipocampo a irisina diminuiu 0 RNAm
de BDNF 1 hora apds a administracdo, mas aumentou a expressao desta
neurotrofina apds 6 horas. No cortex pré-frontal, 0o RNAmM diminuiu em
ambos os tempos analisados e ndo houve alteracdes nos niveis proteicos
de BDNF. Isso provavelmente ocorre devido ao fato de que os periodos
de tempo avaliados ndo terem sido suficientes para alterar a tradugédo da
proteina. No cortex pré-frontal (1 h e 6 h) e no hipocampo (1 h) a
diminuicdo na expressdo génica do BDNF ocorreu paralelamente com
uma redugdo no RNAm de FNDC5. Este resultado corrobora com o
estudo de Warnn et al. (2013), que mostra que 0 FNDC5 é um regulador
positivo da expressdo do BDNF.

Em relacdo a etiologia do depressdo propde-se a existéncia de
uma possivel relacdo entre o mecanismo de acdo dos compostos
antidepressivos e uma modulagdo de vias de sinalizacdo intracelulares,
principalmente mediadas pelo BDNF, relacionadas com a
neuroplasticidade e a sobrevivéncia de neurdnios, cujo processo
mediaria os efeitos tardios e adaptativos dos farmacos antidepressivos
na remissdo de sintomas (NICIU et al., 2013; POPOLI et al., 2000). No
nosso estudo, a administracdo central de BDNF produziu efeito tipo-
antidepressivo no TSC 1 e 6 horas apés a sua administracdo, de forma
semelhante ao observado com a irisina. Este efeito ndo pode ser
atribuido a um efeito psicoestimulante do BDNF, pois a administracdo
de BDNF causou hipolocomog¢do no TCA, o que pode ter subestimado a
capacidade do BDNF em reduzir o tempo de imobilidade no TSC.
Semelhante aos nossos resultados, 0 BDNF administrado no hipocampo
diminui o tempo de imobilidade em ratos no TNF quando comparados
ao grupo controle (SHIRAYAMA et al., 2002; SIRIANNI et al., 2010).
Um estudo de Shirayama et al. (2002) mostrou que o efeito do BDNF no
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TNF pode ser observado até 3 dias apds sua infusdo. Ainda, um estudo
demonstrou que o BDNF administrado via i.c.v. produziu um efeito
tipo-antidepressivo no TNF modificado, reduzindo a imobilidade e
aumentando o tempo de natacgdo, sendo estes efeitos persistentes até 6
dias apds a administracdo desta neurotrofina em ratos (HOSHAW,
MALBERG; LUCKI 2005). De particular relevancia para os efeitos
comportamentais encontrados aqui, o BDNF ¢é considerado um
mediador chave da eficacia clinica dos antidepressivos (BJORKHOLM,;
MONTEGGIA, 2016).

Camundongos portadores do polimorfismo genético do BDNF
(BDNFM™® 'nzo sdo sensiveis aos efeitos benéficos do exercicio
fisico de endurance e apresentam menores indices de neurogénese
hipocampal, menor expressdo génica de BDNF e FNDC5 reduzida no
GD hipocampal, além de ndo responderem positivamente apds o
exercicio fisico em testes preditivos de a¢do antidepressiva como 0 TNF
(IERACI et al., 2016). Outra observacdo importante da literatura é que a
incubacdo com BDNF reduz a expressdo génica de FNDC5 em
neurdnios corticais e este efeito é abolido quando estes neurbnios sdo
pré-incubados com K252a (um antagonista dos receptores TrkB),
sugerindo um feedback loop homeostatico entre FNDCS5/BDNF
(WRANN et al., 2013). No presente estudo foi investigado o efeito da
administragdo central de BDNF na expressdo génica de PGC-la,
FNDC5 e BDNF no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos. O
BDNF diminuiu a expressdo génica de PGC-1a, FNDC5 e BDNF no
cortex pré-frontal quando administrado 1 e 6 horas antes das andlises.
Além disso, a administracdo de BDNF aumentou 0 RNAm de FNDC5
(1h e 6h) e diminui PGC1-a (6 h) e ndo foi capaz de alterar a expressao
génica de BDNF no hipocampo. Por outro lado, a expressdao de FNDC5
foi reduzida em neurdnios hipocampais expostos ao BDNF (WRANN et
al., 2013) e um estudo prévio mostrou que o0 BDNF administrado por via
i.c.v. (duas administragbes com 3 dias de intervalo 300 ng/sitio)
aumentou 0 RNAm de BNDF no hipocampo, mas ndo no cortex pré-
frontal de camundongos de uma linhagem sensivel a catalepsia
(incapacidade de mover os membros), 21 dias apds a administracdo
(TIKHONOVA,; KULIKOV, 2012). Adicionalmente, Valvassori e
colaboradores (2015) revelaram que a administracdo de BDNF (0,25
pg/rato, i.c.v.) foi capaz de aumentar os niveis desta neurotrofina no
hipocampo e cortex pré-frontal 7 dias apdés sua administragdo. No
presente estudo a administracdo central de BDNF ndo alterou os niveis
proteicos de BDNF em ambas as estruturas estudadas (cortex pré-frontal
e hipocampo), mas as razdes pelas quais isso ocorre sdo desconhecidas.
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E possivel que os resultados comportamentais observados no
tratamento com BDNF ndo reflitam necessariamente alteracBes nos
niveis desta neurotrofina em regides encefalicas especificas, mas sim
mudancas em vias de sinalizagdo intracelular implicadas nas respostas
comportamentais. Discrepancias entre os resultados aqui relatados e
dados da literatura podem ser atribuidas as diferentes espécies utilizadas
ou ao periodo de tempo no qual as analises foram realizadas (o tempo de
analise no presente estudo foi curto quando comparado com a literatura).
Coletivamente os dados apresentados relatam que a administracdo
central de irisina é capaz de produzir um comportamento tipo-
antidepressivo similar ao perfil comportamental demonstrado na
administragdo de BDNF. Os resultados fornecem indicios da capacidade
da irisina em modular a expressdo génica de PGC-1a, FNDCS5 ¢ BDNF
de maneira tempo dependente, reforcando o papel destes genes na
regulacdo do humor.
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4 CAPITULO II: EFEITO PRO-NEUROGENICO E
ANTIDEPRESSIVO DE UM PROTOCOLO DE EXERCICIOS
FISICOS DE ENDURANCE EM CAMUNDONGOS: O POSSIVEL
PAPEL DA VIA DE SINALIZACAO FNDC5/IRISINA

Uma das caracteristicas fisiopatoldgicas associada a depressdo
corresponde a observacdo, por meio de estudos de imagem em tecidos
post-mortem e de neuroimagem em pacientes (DREVETS, 2001;
SHELINE, 2012) de uma diminui¢do do volume em algumas estruturas
limbicas, principalmente do hipocampo, 0 que por sua vez, estaria
associado a uma reducdo da neurogénese (DRANOVSKY'; HEN, 2006;
MILLER; HEN, 2015). A literatura reporta que o exercicio fisico é
capaz de exercer comportamento tipo-antidepressivo em camundongos
(DUMAN et al., 2008), sendo que este evento estaria pelo menos em
parte relacionado a um aumento da neurogénese hipocampal (DUMAN
et al., 2008; SIERAKOWIAK et al., 2015). Especialmente o exercicio
fisico de endurance (esforcos com duracdo maior que 1 min) teria esta
capacidade de estimular a neurogénese (CHAMARI; PADULO, 2015).
Cabe ressaltar que estudos em modelos animais demonstram que a
corrida na esteira de baixa ou moderada intensidade aumenta a
neurogénese em roedores (INOUE et al., 2015; LOU et al., 2008;
NOKIA et al., 2016), enquanto o mesmo efeito ndo foi observado na
pratica de exercicios fisicos de alta intensidade ou de alongamento
(INOUE et al., 2015; NOKIA et al., 2016).

Apos o exercicio fisico em resposta & contragdo muscular ocorre
a liberacdo de miocinas, moléculas responsaveis pelo menos em parte,
pelos beneficios da pratica de exercicios fisicos no encéfalo
(SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015). Uma destas moléculas € a irisina,
uma miocina formada a partir da glicosilacdo e clivagem da proteina
transmembrana FNDC5 (BOSTROM et al., 2012). Os beneficios do
exercicio fisico tém sido associados a liberacdo de irisina em varios
modelos animais de neuropatologias incluindo isquemia cerebral e
depressdao (LI et al., 2017; WANG; PAN, 2016). Além disso, a
superexpressao de irisina ou FNDC5 foi associada com
neuroplasticidade através da modulacéo da proliferacéo celular (MOON;
DINCER; MANTZOROS, 2013), diferenciacéo neuronal
(FOROUZANFAR et al., 2015), e sintese de neurotrofinas (WRANN et
al., 2013). Neste sentido o Capitulo Il teve por objetivo examinar o
efeito tipo antidepressivo e pré-neurogénico do exercicio fisico de
endurance e sua relagdo com a via FNDC5/irisina.
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4.1 OBJETIVOS
4.1.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do exercicio fisico de endurance sobre a
neurogénese e sua relagdo com a via FNDC5/irisina no hipocampo.

4.1.2 Objetivos especificos

=Analisar o perfil comportamental de camundongos em testes
preditivos de acdo antidepressiva: teste do nado forcado (TNF), teste de
suspensdo pela cauda (TSC) e teste do campo aberto (TCA) apds um
protocolo de exercicios fisicos de endurance.

sAvaliar o efeito de exercicios fisicos de endurance na
proliferacdo neuronal no GD hipocampal em camundongos.

sExaminar o efeito de exercicios fisicos de endurance na
diferenciacdo neuronal no GD hipocampal em camundongos.

sAvaliar o efeito de exercicios fisicos de endurance na
sobrevivéncia neuronal no GD hipocampal em camundongos.

=Examinar o efeito de exercicios fisicos de endurance sobre a
expressdo de irisina no GD hipocampal em camundongos, 6 horas e 24
horas ap6s a Ultima sessdo de exercicios fisicos.

=Quantificar o imunocontetdo do fragmento C-terminal de
FNDCS5 e de irisina no hipocampo de camundongos apés 4 semanas de
exercicios fisicos de endurance (24 horas apés a Ultima sessdo de
exercicios).

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Animais

Nesta segunda etapa, foram utilizados camundongos Swiss
fémeas (30-40g, entre 40 e 70 dias de vida ao final do protocolo)
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (Florian6polis, SC, Brazil). Os camundongos foram mantidos a
20-22°C com livre acesso a agua e comida, sob um ciclo claro-escuro de
12/12 h (luzes acesas as 07:00 da manhd) e foram aclimatados durante
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pelo menos 7 dias antes do inicio do protocolo experimental. Os
camundongos foram alojados em gaiolas com 41x34x16 cm (12
camundongos por caixa). Todas as manipula¢@es foram realizadas entre
13:00 e 17:00h. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com o Guia dos Institutos Nacionais de Saude para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratdrio e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(NUmero do protocolo: 4871200317). Todos os esforgos foram feitos
para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o nimero de animais
usados nesses experimentos.

4.2.2 Protocolo experimental do exercicio fisico de endurance

O protocolo de exercicio fisico de endurance foi realizado em
esteira rolante (mostrado na Figura 13). Os camundongos foram
habituados ao aparelho de esteira (Insight ®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
por 45 minutos por dia, durante um periodo de 5 dias (durante esse
periodo de habituacdo a esteira permaneceu desligada). Apos a
habituacdo, os camundongos foram randomizados em dois grupos:
exercitados e controle (ndo exercitados). Os camundongos do grupo
exercitado foram colocados na esteira por 45 min por dia, 5 dias por
semana (segunda a sexta-feira) durante 4 semanas. A corrida na esteira
foi realizada entre 13:00 e 15:00. A velocidade da esteira foi
progressivamente aumentada (um incremento de 2 m / min por semana)
durante o periodo das 4 semanas, iniciando em 8 m / min no inicio do
protocolo e concluindo com 16 m / min ao final do protocolo. Os
camundongos do grupo controle (grupo ndo exercitado) permaneceram
em suas caixas na mesma sala (ambiente com a esteira) dos
camundongos exercitados durante a execu¢do do protocolo, sendo desta
maneira expostos ao barulho da esteira em funcionamento. Vinte e
guatro horas apds a Ultima sessdo do treinamento, os camundongos
foram testados no TSC, TCA e foram imediatamente decapitados para
posteriores analises. O cérebro de cada animal (n = 8 por grupo) foi
removido e os hipocampos foram processados para immunoblotting
(Figura 13). Para o ensaio de proliferacdo celular, outro grupo de
camundongos foi submetido a 3 injecdes intraperitoneais (i.p.) de 12 em
12 horas de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) durante o periodo de
habituacdo e em seguida realizou o protocolo de exercicio fisico de
endurance. Vinte e quatro horas ap6s a Ultima sessdo de treinamento, 0s
camundongos foram testados no TNF e logo apds, foram perfundidos
transcardiacamente e seus cérebros foram processados para imuno-
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histoquimica (n = 8 por grupo). Outro grupo de camundongos recebeu 6
injecBes de 12 em 12 horas i.p. de BrdU durante os 3 Gltimos dias do
protocolo de exercicio fisico de endurance, e o tecido foi analisado para
diferenciacdo e sobrevivéncia celular. Além disso, um grupo
independente foi submetido ao protocolo de exercicios e seus cérebros
foram perfundidos e coletados 6 ou 24 horas ap6s a Ultima sessdo de
exercicios para analise do fragmento C-terminal da proteina FNDC5 (n
=7 por grupo).

4.2.3 Administracéo de BrdU

Para avaliar a proliferacdo celular e sobrevivéncia neuronal o
BrdU, um marcador exdgeno analogo da timidina que é incorporado ao
DNA na fase de replicacdo celular, fase S do ciclo celular e permanece
nas células uma vez que elas se tornam pos-mitéticas (COOPER-
KUHN; GEORG KUHN, 2002), foi utilizado. Todos os camundongos
receberam injecdes de BrdU (100 mg/kg, i.p.) a cada 12 horas por 3 dias
consecutivos e subsequentemente foram eutanasiados 24 horas apés a
Gltima injecdo (para andlise de proliferacdo celular) e 28 dias apds a
Gltima injecdo (para analise de sobrevivéncia celular) conforme
previamente descrito (BANASR et al., 2006; GIL-MOHAPEL et al.,
2013; KONDO et al., 2014).

4.2.4 Teste de suspensao pela cauda (TSC)

A imobilidade no TSC previamente descrito por Steru et al.
(1985), consiste em suspender os camundongos a 50 cm acima do chéo
por fita adesiva colocada aproximadamente a 1 cm da ponta da cauda e
cronometrar o tempo de imobilidade dos animais durante um periodo de
6 min. A diminui¢do no tempo de imobilidade dos camundongos neste
teste é considerada um comportamento tipo-antidepressivo (STERU et
al., 1985).

4.2.5 Teste do campo aberto (TCA)

Desenvolvido por Hall (1934), o TCA é usado como uma
ferramenta para avaliar a atividade locomotora em roedores (HALL,
1934). Neste teste os camundongos foram colocados em uma caixa
(40x60x50 cm) dividida em 12 quadrantes iguais. Para cada
camundongo o ndmero de quadrantes cruzados com as 4 patas foi
registrado por 6 minutos. O nimero total de cruzamentos foi utilizado
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como medida da atividade locomotora. O aparelho foi limpo com etanol
10% entre as sessdes, de modo a eliminar quaisquer sinais olfativos
deixado pelos animais.

4.2.6 Teste do nado forcado (TNF)

Descrito pela primeira vez por Porsolt et al. (1977), o TNF ¢
baseado na observacdo de que animais submetidos a uma situagdo
inescapavel, apds um periodo de agitacdo inicial, adotam uma postura de
imobilidade, realizando apenas movimentos necessarios para manter sua
cabeca acima da agua (PORSOLT; PICHON; JALFRE, 1977). Esse
comportamento esta supostamente relacionado a falta de motivagéo para
escapar da situacdo estressante a que foram expostos. Este teste &
sensivel a todas as classes de antidepressivos, 0s quais sdo capazes de
diminuir o tempo de imobilidade dos animais. Os animais foram
colocados individualmente em um recipiente cilindrico aberto na
extremidade superior (didmetro, 10 cm; altura, 25 cm), preenchidos com
19 cm de agua (profundidade) a 24°C + 1°C. O tempo de imobilidade
(em segundos) foi registrado por 6 minutos.

4.2.7 Processamento do tecido

Apos a realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
anestesiados com isoflurano e perfundidos transcardialmente com
cloreto de sodio a 0,9% (NaCl) seguido por paraformaldeido a 4%
(PFA). Os cérebros foram removidos e deixados em 4% de PFA durante
a noite a 4°C e depois transferidos para uma solucdo 30% de sacarose.
Apo0s a saturagdo em sacarose, sec¢Oes coronais foram obtidas de forma
seriada em um vibratomo (Vibratome, Series 1000, St. Louis, MO, EUA
®) a uma espessura de 30 um. As fatias foram coletadas de forma
seriada 1/6 para cada amostra e armazenadas em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) a 0,1 M contendo azida 0,5% a 4°C.

4.2.8 Ensaio de imuno-histoquimica

Para avaliar a proliferacdo celular e sobrevivéncia o ensaio de
imuno-histoquimica contra BrdU foi realizado. As fatias foram
incubadas por 30 min em 1 M HCI a 67°C para desnaturacdo do DNA, e
subsequentemente incubadas com soro de bloqueio (5% normal horse
serum em 0.1 M PBS contendo 0.25% Triton X-100 por 1 h). Apés o
bloqueio as fatias foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-
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BrdU produzido em camundongos (1:100; Dako, Santa Clara, CA,
USA) em 2% solucdo de blogqueio a 4°C por 48 h. Além disso, 0 ensaio
de imuno-histoquimica foi realizado contra a proteina Ki-67, um
marcador endégeno do ciclo celular que é expresso em todas as fases
ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M) (SCHOLZEN; GERDES, 2000).
As fatias do cérebro foram incubadas duas vezes em 10 mM de 4cido
citrico (dissolvido em 0.1 M PBS, pH=6.0) por 5 min a 95°C para a
completa exposi¢cdo do antigeno. Apos a lavagem em 0.1M PBS, as
fatias foram mergulhadas em 3% H202 e 10% metanol em 0.1 M PBS
por 10 min em temperatura ambiente (TA). Apds o enxague em 0.1M
PBS, o tecido foi bloqueado com 5% de solucdo de bloqueio (5%
normal goat serum in 0.1M PBS com 0.25% Triton X-100) e incubado
com o anticorpo monoclonal primario contra Ki-67 produzido em
coelhos (1:300; Abcam, Burlingame, CA, USA) por 48 h a 4°C. As
fatias foram incubadas com anticorpo secundario anti-camundongo IgG
conjugado a biotina (para o ensaio de imunohistoquimica de BrdU) ou
com anticorpo secundario anti-coelho IgG conjugado a biotina (para o
ensaio de imunohistoquimica para Ki-67) (1:200; Vector Laboratories,
Peterborough, UK) em 5% de solugdo de bloqueio a temperatura
ambiente por 2h. Para avaliar a maturacdo neuronal, foi realizada a
imuno-histoquimica contra DCX, wuma proteina associada a
microtlbulos especificamente expressa em neuroblastos migratorios (ou
seja, neurbnios imaturos) (BROWN et al., 2003; COUILLARD-
DESPRES et al., 2001; COUILLARD-DESPRES et al., 2005). Além
disso, realizamos o ensaio de imuno-histoquimica para avaliar a
expressdo do fragmento C-terminal de FNDCS5 (o precursor da irisina)
no GD hipocampal. As fatias do encéfalo foram mergulhadas em
solucdo contendo 3% H202 e 10% metanol em 0.1 M PBS por 15 min
em temperatura ambiente. Ap6s o enxague em 0.1 M PBS, os tecidos
foram bloqueados com solucdo de bloqueio 5% (5% sérum house em
0.1 M tampdo PBS com 0.25% Triton X-100) e incubados com
anticorpo primério policlonal produzido em cabras contra 0 DCX
(1:400; Santa Cruz Biotechnology, Mississauga, CA) ou com anticorpo
primario policlonal produzido em coelhos contra o fragmento C-
terminal de FNDC5 (1:200; Abcam, Cambridge, UK) por 48 h a 4°C.
Subsequentemente as fatias foram incubadas com o anticorpo
secundério anti-lgG para FNDC5 conjugado a biotina e anticorpo anti-
IgG conjugado a biotina para DCX (ambos anticorpos foram diluidos
1:200; Vector Laboratories, Peterborough, UK) em solucéo de blogueio
5% em temperatura ambiente por 2 horas.
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Para todos os ensaios de imunohistoquimica anticorpos ligados
foram visualizados usando um sistema complexo de avidina-biotina-
peroxidase (Vectastain ABC Elite Kit, Vector Laboratories,
Peterborough, UK) com 3,3’-diaminobenzidina (DAB; Vector
Laboratories, Peterborough, UK) como agente cromogénico. As seccdes
foram montadas em laminas de microscopio revestidas com gelatina a
2%, desidratadas em uma série de solucgdes de etanol com concentragdes
crescentes seguidas de uma incubacdo de 5 minutos com xileno P.A. e
montadas com laminulas coladas com cola especifica (Entellan, Merck,
Darmsradt, Germany).

4.2.9 Quantificagdo morfoldgica

A quantificacdo foi realizada em laminas utilizando um
microscépio scan nas dependéncias do LAMEB -UFSC (Axio Scan Z1,
Zeiss, Jena, Alemanha). O nimero total de células para BrdU, Ki-67,
DCX e fragmento C-terminal de FNDC5 imunopositivas presentes na
ZSG do GD total (de posterior a Bregma 1.34 até 3.16;
aproximadamente dez sessdes coronais por cérebro), no GD dorsal (de
posterior a Bregma 1.34 até 2.18; aproximadamente cinco sessdes
coronais por cérebro) e GD ventral ( de posterior a Bregma 2.30 até
3.16; aproximadamente cinco sessGes coronais por cérebro)
(FRANKLIN, 2008) foram quantificadas através de contagem manual.
Todas as células DAB-positivas presentes na ZSG com 3-4 diametros
foram consideradas como células positivas. Os resultados foram
expressos como nimero total de células marcadas na sub-regido GD do
hipocampo multiplicando o nimero médio de células marcadas por fatia
GD, pelo nimero total de fatias (sendo cada fatia de 30 pum de
espessura), sendo o GD inteiro (60 fatias), dorsal (30 fatias) ou ventral
(30 secgdes). As imagens foram scaneadas com objetiva de 20X e
processadas com software especifico do microscopio Axio Scan- Zen
2012 blue edition® — Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011 o qual
permite a visualizacdo e amplificacdo das imagens no computador. Em
seguida montadas no Microsoft PowerPoint 2010. Somente ajustes de
contraste e cor foram realizados.

4.2.10 Imunodeteccao de proteinas por Western Blotting
Para quantificar o imunocontetdo do fragmento C-terminal de

FNDC5 e FNDC5/irisina o ensaio de Western Blotting foi realizado
conforme previamente descrito (LEAL et al., 2002). Os hipocampos
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foram dissecados e homogeneizados em tampdo de lise [137 mM NacCl,
20 mM Tris-HCI pH 8.0, 1% NP40, 10% glicerol, protease e um
coquetel de inibidor de fosfatases. O conteudo total de proteinas foi
determinado em todo o lisado usando albumina de soro bovino como
padrdo (LOWRY et al., 1951). Os hipocampos dos camundongos ndo
exercitados e exercitados (n=10/grupo), foram mecanicamente
homogeneizados em 500 ul de tampdo (200 mM Tris, 40 mM EDTA,
4% SDS, pH 6.8) e posteriormente fervidos por 5 min. Ao homogenato
foi adicionado (1:4 v/v; 40% glicerol, 50 mM Tris, e 0 minimo de azul
de bromofenol ) e B-mercaptoetanol na concentracdo final de 5 %. A
mesma quantidade de proteina (30 pg por pogo) para cada amostra foi
separada por eletroforese em gel de poliacrilamida (concentracdo 14%
de acrilamida) contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de entrada com 4% de
acrilamida. A seguir, as proteinas foram transferidas para as membranas
de nitrocelulose usando um sistema de transferéncia a 40 mV e 216 mA
por 90 min (ECL Semi-dry Blotters, Amersham Biosciences, England).
Para verificar a eficiéncia da transferéncia, os géis foram corados com
Coomassie blue e as membranas com Ponceau S. As membranas foram
bloqueadas (1 h) com 5% leite desnatado em TBS (10 mM Tris, 150
mM NaCl, pH 7.5). O imunocontetdo foi marcado com anticorpo
primario policlonal para o fragmento C-terminal de FNDC5 produzido
em coelhos (1:200; Abcam, Cambridge, UK) e anticorpo policlonal
contra a irisina produzido em coelhos (1:200; Cayman, Ann Arbor,
Michigan, USA) e anticorpo policlonal contra f-actina (1:1000; Cell
Signaling®, Beverly, MA, USA) foram detectadas usando anticorpos
especificos incubados ao longo de uma noite e diluidos em TBS-T (10
mM Tris, 150 mM NacCl, 0.1 % Tween-10, pH 7.5) contendo 2.5 % de
albumina de soro bovino. As membranas foram incubadas com
anticorpo policlonal secundario anti-coelho conjugado a peroxidase
(1:5000; Cell Signaling®, Beverly, MA, USA) por 1 h e as reacgdes
visualizadas por quimiluminescéncia (LumiGLO, Cell Signaling,
Beverly, MA, USA). Todos os passos de bloqueio e incubagdo foram
seguidos por trés lavagens (5 minutos) das membranas com TBS-T. A
densidade oOtica das bandas foi quantificada usando o programa Image
Lab software 4.1, seguindo instru¢des do fabricante (Bio-Rad, Hercules,
CA). Os resultados foram expressos como fragmento C-terminal de
FNDCS5 /B-actin (22 kDa); FNDC5/Irisin/B-actin (25 kDa) e comparados
com o grupo ndo exercitado (100%). O diagrama experimental esta
resumido na Figura 13.
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Figura 13. Linha do tempo dos procedimentos experimentais.
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Legenda: Camundongos Swiss fémeas adultas foram submetidas ao protocolo
de treinamento que consistiu na pratica de exercicios fisicos de endurance
(corrida em esteira rolante). Decorridas 24 horas da Ultima sessdo de
treinamento os camundongos foram submetidos aos testes comportamentais,
TSC e TCA. Subsequentemente foram sacrificados e seus hipocampos foram
removidos e processados para a detec¢do de proteinas por Western Blotting para
o fragmento C-terminal de FNDC5 e para FNDC5/irisina (24 horas ap6s a
Ultima sessdo de treinamento). Outro grupo de animais foi submetido ao TNF
apés a pratica do mesmo protocolo, foi perfundido transcardialmente e seus
cérebros foram processados para 0 ensaio de imuno-histoquimica com intuito de
analisar proliferacéo celular, diferenciagdo neuronal e sobrevivéncia celular (24
horas ap6s a Ultima sessdo de treinamento). Também foi analisada a expressao
do fragmento C-terminal de FNDC5 6 ou 24 horas ap6s a Ultima sessdo de
exercicios fisicos no GD hipocampal através de imuno-histoquimica.

4.2.11 Andlise estatistica

As diferengas entre 0s grupos experimentais foram determinadas
pelo teste t de Student ndo pareado ou por analise de ANOVA seguidas
pelo teste post-hoc de Tukey quando apropriado. Os resultados foram
expressos em média + erro padrdo da média (E.P.M.). Valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As andlises
estatisticas foram realizadas usando o software Graph-Pad Prism 6.0
(San Diego, CA, USA).



90

4. 3 RESULTADOS

4.3.1 Efeito do exercicio fisico de endurance no comportamento de
camundongos submetidos ao TSC, TNF e TCA

O efeito do exercicio fisico de endurance no tempo de
imobilidade no TSC e TNF e atividade locomotora em camundongos
estdo representados na Figura 14. O teste t de Student revelou que o
protocolo de exercicios fisicos reduziu o tempo de imobilidade no TSC
(t = 3,46, df = 14, p < 0,01, Figura 14A) em camundongos quando
comparados ao grupo controle. Além disso, o exercicio fisico aumentou
significativamente a laténcia para imobilidade (t = 5,04, df = 14, p <
0,001, Figura 14C) e diminuiu o tempo de imobilidade (t = 3.39, df =
14, p < 0,01, Figura 14B) no TNF. O protocolo de exercicios ndo
alterou o nimero de cruzamentos no TCA (t = 0,55, df = 14, p = 0,48,
Figura 14D), indicando que o efeito tipo-antidepressivo observado no
TSC e no TNF ocorreu independente de qualquer alteragdo locomotora
geral.
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Figura 14. Efeito do exercicio fisico de endurance no TSC, TNF e TCA.
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Legenda: Imobilidade no TSC (A), TNF (B), a laténcia para o primeiro episddio
de imobilidade no TNF esta representada em (C) e a atividade locomotora no
TCA (nimero de cruzamentos) (D). Os dados séo representados em média +
E.P.M. (8 camundongos/grupo) e os resultados foram analisados com teste t de
Student. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 quando comparado ao grupo controle.

4.3.2 Efeito do exercicio fisico de endurance na proliferacéo celular
no GD hipocampal

Para avaliar o efeito do protocolo de exercicio fisico de
endurance na proliferagdo celular animais exercitados e controles
receberam injecGes de BrdU (100 mg/kg, i.p.) a cada 12 horas por 3 dias
consecutivos antes do sacrificio. Subsequentemente seus cérebros foram
processados para imuno-histoquimica com o marcador BrdU. O
exercicio fisico de endurance aumentou significativamente o nimero de
células BrdU-positivas presentes ao longo da ZSG do GD hipocampal
total quando comparados ao grupo controle (t = 4,69, df = 14, p < 0,001,
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Figura 15C). Ainda, a proliferagéo celular nas porcgdes ventral e dorsal
do GD hipocampal foram analisados individualmente. O exercicio fisico
aumentou significativamente o nimero de células positivas no GD
dorsal (t = 5,57, df = 14, p < 0,001, Figura 15E) e no GD ventral (t =
4,47, df = 14, p < 0,001, Figura 15G) do hipocampo. Além disso, foi
avaliada a proliferacdo celular através de imuno-histoquimica contra Ki-
67. O teste t de Student revelou um efeito significativo em células Ki-
67-positivas na ZSG do GD hipocampal (t = 2,72, df = 14, p < 0,05,
Figura 15D). Ao avaliar as por¢des dorsal e ventral separadamente, foi
encontrado um efeito positivo nas células Ki-67-positivas em ambas
porcdes dorsal (t = 2,24, df = 14, p < 0,05, Figura 15F) e ventral (t =
2,56, df = 14, p < 0,05, Figura 15H) do GD hipocampal.
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Figura 15. Efeito do exercicio fisico de endurance na proliferacdo celular na
ZSG do GD total, dorsal e ventral do hipocampo.
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Legenda: O grafico representa células BrdU-positivas (C, E e G) e Ki-67-
positivas (D, F e H) no GD hipocampal total (C, D), no GD dorsal (E, F), e GD
ventral (G, H). Os dados estdo representados como média + E.P.M. Os
resultados foram analisados através do teste t de Student. *p < 0,05 e ***p <
0,001 quando comparado com o grupo controle. Fotomicrografia representativa
dos efeitos do exercicio fisico na expressdo do marcador exégeno BrdU (A) e
endogeno Ki-67 (B) no GD hipocampal de camundongos exercitados e
controles (ndo-exercitado) (Barra de escala = 100 pm). As flechas indicam
células imuno-positivas para BrdU (A) ou Ki-67 (B).
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4.3.3 Efeito do exercicio fisico de endurance na diferenciacao
neuronal no GD hipocampal

Para avaliar os efeitos do exercicio fisico na diferenciacao
neuronal no hipocampo foi realizado a imuno-histoquimica contra DCX.
O protocolo de exercicio fisico aumentou significativamente o nimero
total de células DCX-positivas ao longo do GD total (t = 10,48, df = 14,
p < 0,001, Figura 16B). Encontramos resultados similares na sub-regido
dorsal (t = 10,51, df = 14, p < 0,001, Figura 16C) e ventral (t = 8,40, df
= 14, p < 0,001, Figura 16D) do GD hipocampal, mostrando um
aumento significativo em células DCX-positivas de camundongos
exercitados quando comparados ao grupo controle.

Figura 16 Efeito do exercicio fisico de endurance na diferenciagdo neuronal no
GD total, dorsal e ventral do hipocampo.
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Legenda: Foi realizado o ensaio de imuno-hitoquimica contra o marcador de
neurdnios imaturos DCX no GD hipocampal total (B), no GD dorsal (C) e no
GD ventral (D). Os dados estdo representados em média + E.P.M. e o0s
resultados foram analisados através do teste t de Student. ***p < 0,001 quando
comparado com o grupo controle. (A) Fotomicrografia representativa dos
efeitos do exercicio fisico na expressio de DCX no GD hipocampal de
camundongos controles (ndo-exercitado) e exercitados (Barra de escala = 100
um). As flechas no painel A indicam células imuno-positivas para DCX.
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4.3.4 Efeito do exercicio fisico de endurance na sobrevivéncia celular
do GD hipocampal

O efeito no exercicio fisico na sobrevivéncia de células geradas
no GD hipocampal foi mensurado. Um grupo independente de
camundongos recebeu injecdes de BrdU (100 mg/kg, i.p.) de 12 em 12
horas por trés dias consecutivos antes do inicio do protocolo de
exercicios fisicos. Vinte e oito dias apds os camundongos controles e
exercitados foram sacrificados e seus cérebros foram processados para 0
ensaio de imuno-histoquimica contra BrdU, com o intuito de determinar
0 numero de novas células geradas (com o BrdU incorporado) que
sobreviveram no periodo de 28 dias (tempo necessario para a maturacao
e integracdo neuronal) (MING; SONG, 2005). Ocorreu um aumento
significativo de células BrdU-positivas ao longo do GD hipocampal
inteiro em camundongos exercitados quando comparados com 0 grupo
controle (t = 13,00, df = 14, p < 0,001, Figura 17A). Corroborando com
os resultados encontrados na proliferacdo celular e diferenciacéo
neuronal, 0 aumento significativo na sobrevivéncia de novas células
geradas marcadas com BrdU foi observado em ambas porcdes dorsal (t
= 12,14, df =14, p < 0,001, Figura 17C) e ventral (t = 10,88, df = 14, p
< 0,001, Figura 17D) do GD hipocampal de camundongos.
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Figure 17 Efeito do exercicio fisico de endurance na sobrevivéncia de novas
células geradas no GD total, dorsal e ventral do hipocampo.
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Legenda: Imuno-histoquimica contra BrdU no GD total (B), no GD dorsal (C) e
GD ventral (D). Os dados representam a média + E.P.M. e os resultados foram
analisados com o teste t de Student. *** p < 0,001 quando comparados ao grupo
controle. (A) Fotomicrografia representativa dos efeitos do exercicio fisico na
expressdao de BrdU no GD hipocampal de camundongos controles (ndo-
exercitado) e exercitados (Barra de escala = 100 pm). As flechas indicam
células imuno-positivas para BrdU.

4.3.5 Efeito do exercicio fisico de endurance na expressao do
fragmento C-terminal de FNDC5 no GD hipocampal

Com intuito de investigar os efeitos do exercicio fisico de
endurance no nimero de células que expressaram o fragmento C-
terminal de FNDC5 em todo o ZSG do GD do hipocampo, o0s
camundongos foram sacrificados 6 ou 24 horas apds a conclusdo do
protocolo de exercicio de endurance e fatias cerebrais foram entdo
processadas para ensaio imuno-histoquimica contra o fragmento C-
terminal de FNDC5. A ANOVA de uma via revelou um aumento
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significativo do exercicio fisico em células positivas para o fragmento
C-terminal de FNDC5 em todo o GD hipocampal [F (2, 18) = 10,44,
Figura 18B], bem como nas porgdes dorsal [F (2, 18) = 23,10, Figura
18C] e ventral [F (2, 18) = 29,44, Figura 18D] do GD do hipocampo.
Além disso, a andlise post-hoc revelou um aumento significativo no
numero de células positivas para o fragmento C-terminal de FNDC5 no
GD hipocampal total (p <0,01), assim como nas por¢les dorsal (p
<0,001) e ventral (p <0,001) do GD em camundongos exercitados em
ambos os tempos avaliados (ou seja, 6 e 24 horas ap6s 0 exercicio
fisico), indicando que esse aumento que foi detectado em 6 horas ap6s o
exercicio fisico & mantido por pelo menos 24 horas.

Figura 18. Efeito do exercicio fisico de endurance no nidmero de células
positivas para o fragmento C-terminal de FNDC5 no GD total, dorsal e ventral
do hipocampo.
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Legenda: Imuno-histoquimica contra o fragmento C-terminal de FNDC5 6 ou
24 horas apds a Ultima sessdo de exercicios fisicos no GD total do hipocampo
(B), nas porcdes dorsal (C), e ventral (D) do GD. Os dados estéo representados
em média + E.P.M. e analisados através de ANOVA de uma via. ** p < 0,01
*** n < 0,001 quando comparados com o grupo controle (ndo exercitado). (A)
Fotomicrografia representativa dos efeitos do exercicio fisico na expressdo do
fragmento C-terminal de FNDC5 no GD hipocampal de camundongos
exercitados e controles (ndo-exercitado) (Barra de escala = 100 um). As flechas
indicam células imuno-positivas para fragmento C-terminal de FNDCS5.
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4.3.6 Efeito do exercicio fisico de endurance no imunocontetdo do
fragmento C-terminal de FNDC5 e de FNDC5/irisina

Os resultados descritos na Figura 19 demonstram o
imunocontetdo do fragmento C-terminal de FNDC5 e FNDC5/irisina
em camundongos controles e exercitados 24 horas apés a Ultima sesséo
do protocolo de exercicios fisicos. O teste t de Student mostrou que o
exercicio fisico foi capaz de aumentar significativamente o
imunoconteddo tanto do fragmento C-terminal de FNDCS5 (t = 4,64, df =
14, p < 0,001, Figura 19A) como de FNDC5/irisina (t = 6,56, df = 14, p
< 0,001, Figura 19B) no hipocampo de camundongos exercitados
guando comparados com seus respectivos controles.

Figure 19. Efeito do exercicio fisico de endurance no imunocontetdo de
proteinas.
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Legenda: Fragmento C-terminal de FNDC5 (A) e FNDC5/irisina (B) no
hipocampo 24 horas apés a Ultima sessdo de exercicio fisico de endurance. Os
dados estdo representados em média + E.P.M. e os resultados foram analisados
através do teste t de Student. *** p < 0,001 quando comparado com 0 grupo
controle.
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4.4 DISCUSSAO

Este segundo Capitulo teve por objetivo demonstrar que o
protocolo de exercicio fisico de endurance promove o aumento da
proliferacdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal hipocampal
conforme previamente mostrado (INOUE et al., 2015; LOU et al., 2008;
NOKIA et al., 2016; SO et al., 2017), a0 mesmo tempo, estimulando um
aumento nos niveis do fragmento C-terminal de FNDC5 e
FNDC5/irisina no hipocampo. Assim, reforcamos dados da literatura a
respeito do potencial tipo-antidepressivo do protocolo de exercicio
fisico de endurance (DUMAN et al., 2008; KONDO et al., 2014; LEE;
OHNO; OHTA; MIKAMI, 2013; MARLATT; LUCASSEN; VAN
PRAAG, 2010).

E interessante observar que o efeito tipo-antidepressivo
observado em camundongos submetidos ao exercicio fisico de
endurance (4 semanas de treinamento em esteira) ocorreu tanto no TSC
como no TNF. Este efeito tipo-antidepressivo foi independente de
qualquer alteragdo locomotora, uma vez que, ndo houve alteracfes no
TCA. O TSC e 0 TNF estdo estabelecidos na literatura como testes
usados para screening de agentes antidepressivos em estudos com
animais, sendo responsivos a varias classes de antidepressivos classicos,
incluindo SSRIs, antidepressivos triciclicos, e inibidores de monoamina
oxidase (PORSOLT et al., 1979a; PORSOLT et al., 1979b; PORSOLT;
PICHON; JALFRE, 1977; STERU et al., 1985).

Vale destacar que o efeito tipo-antidepressivo promovido pelo
exercicio fisico pode diferir entre os estudos da literatura, dependendo
do tipo, duracdo e intensidade do protocolo de exercicios fisicos
utilizado, bem como espécie ou sexo do animal. Considerando este
cenario, um estudo prévio do nosso laboratério demonstrou que o
exercicio fisico de roda de corrida voluntéria durante 21 dias teve um
efeito tipo-antidepressivo em camundongos Swiss machos submetidos
ao TSC e TNF, enquanto o mesmo protocolo ndo apresentou efeito tipo-
antidepressivo em 14 dias (CUNHA et al., 2013). De forma semelhante,
Duman e colaboradores (2008) reportaram que camundongos C57/BI6
expostos hd 4 semanas de roda de corrida voluntaria tiveram uma
reducdo significativa de imobilidade nos TSC e TNF quando
comparados a camundongos C57/BI6 sujeitos a apenas uma semana do
protocolo de roda proposto (DUMAN et al., 2008). Cabe mencionar que
0 sexo também influencia os efeitos positivos mediados pela préatica de
exercicios fisicos tanto em roedores quanto em humanos. Por exemplo,
2 semanas de corrida em esteira aumenta a resiliéncia ao estresse em
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camundongos fémeas, enquanto que nos camundongos machos esse
efeito positivo ndo foi observado (MUNIVE, SANTI; TORRES-
ALEMAN, 2016). Um estudo em humanos mostrou que a pratica de
exercicios fisicos aerébios melhora a performance em tarefas cognitivas
de memoria dependente do hipocampo em mulheres (BARHA et al.,
2017). No presente estudo somente camundongos fémeas foram
utilizadas e foi encontrada uma reducéo significativa de imobilidade nos
TSC e TNF apds 4 semanas de exercicio fisico de endurance (corrida
em esteira). Dados da literatura reportam que a depressdao € mais
prevalente em mulheres do que em homens (BROMET et al., 2011;
OTTE et al., 2016), assim, os resultados do presente estudo podem ter
uma relevancia clinica explorando o exercicio fisico de endurance como
uma estratégia nao-farmacoldgica para o tratamento de sintomas
depressivos em mulheres. Evidencia-se que mais estudos sao
necessarios para estabelecer qual o melhor protocolo de exercicios
fisicos para promover resultados no que diz respeito a reducdo do
comportamento tipo-depressivo em camundongos e contribuicdo na
remissao de sintomas em pacientes com diagnostico de depressao.

De especial interesse, a resposta a diferentes protocolos de
exercicio fisico esta associada aos efeitos positivos observados em testes
preditivos de acdo antidepressiva e melhoras na neurogénese em
camundongos. O protocolo de exercicio fisico moderado (20 m/min, 60
min,) ou intenso (1 minuto (30 m/min a 35 m/min) por 6 semanas, 3 dias
por semana, reverteu a reducdo da neurogénese hipocampal adulta
induzida pelo estresse cronico moderado, além de reduzir o tempo de
imobilidade no TNF em camundongos (LEE et al., 2013). Em um
modelo genético de depressdo (ratos Flinders), a exposi¢do a roda de
corrida voluntaria por 3 semanas aumentou o volume do hipocampo e o
nimero de espinhos dendriticos no GD hipocampal (SIERAKOWIAK
et al., 2015). Em contrapartida, o estudo de Ahmadalipour e Rashidy-
Pour (2015), verificou auséncia de efeito tipo-antidepressivo no TNF em
ratos Wistar, treinados em esteira (40 min, 3 semanas, 2-8 m/minutos).
Essa divergéncia de resultados comportamentais ressalta como cada
protocolo  pode influenciar  diferentemente a  plasticidade
(AHMADALIPOUR; RASHIDY-POUR, 2015).

Viérias linhas de evidéncias demonstram que a neurogénese
hipocampal adulta é afetada em pacientes e em modelos animais de
depressdao (BOLDRINI et al., 2009; DRANOVSKY; HEN, 2006;
KROGH et al., 2014; MILLER; HEN, 2015; PAZINI et al., 2017,
SCHMAAL et al., 2016), enquanto drogas antidepressivas podem
reverter este déficit (MALBERG et al., 2000; MANEV et al., 2001). A
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neurogénese ¢ um mecanismo essencial de plasticidade estrutural do
cérebro de mamiferos adultos e ja esta estabelecido na literatura que
existe um estimulo da neurogénese mediante a exposicdo a diferentes
protocolos de exercicio fisico (PRAAG et al., 1999; PRAAG,;
KEMPERMANN; GAGE, 1999; VAN DER BORGHT, et al., 2007).
Considerando este cenério, o exercicio fisico de endurance exerce um
potente incremento na proliferacdo de células, na diferenciacdo neuronal
e na sobrevivéncia celular hipocampal, quando comparados com
exercicios fisicos de forga ou exercicio fisico intermitente (NOKIA et
al., 2016). Ademais, 2 meses de roda de corrida voluntério resulta em
um aumento no ndmero de células DCX-positivas sendo que esta
diferenciaco neuronal aumentada parece estar correlacionada com um
aumento no volume de substancia cinzenta no hipocampo de ratos
machos (BIEDERMANN et al., 2016). Além disso, o exercicio fisico de
baixa ou moderada intensidade promove aumento da neurogénese
hipocampal adulta em roedores machos (INOUE et al., 2015; LOU et
al., 2008; NOKIA et al., 2016), enquanto o exercicios fisicos de alta
intensidade ndo foi capaz de promover o mesmo efeito (INOUE et al.,
2015). No presente estudo 4 semanas de exercicio fisico de endurance
realizado em esteira de corrida resultou num aumento significativo de
proliferacdo celular (avaliada com BrdU e Ki-67), diferenciacdo
neuronal (avaliada com DCX) e sobrevivéncia celular (avaliada com
BrdU) ao longo de todo o GD hipocampal de camundongos fémeas.

O GD do hipocampo pode ser dividido em sub-regido dorsal e a
sub-regido ventral. Cada uma destas sub-regifes apresenta conexdes
distintas com diferentes regides do cérebro, sendo, portanto, associadas
a diferentes funcfes. Neste contexto, o aspecto dorsal do hipocampo
(correspondente ao hipocampo posterior em primatas) foi associado
primariamente com aprendizagem e memoria (referente a cognicao)
enquanto o aspecto ventral (parte anterior do hipocampo de primatas)
parece estar envolvido em regulacdo do humor e comportamentos
afetivos relacionados a ansiedade e depressdo (BANNERMAN et al.,
2004; DEGROOT; TREIT, 2004; ENGIN; TREIT, 2007; MICHAEL,
FANSELOW; DONG, 2010; PAZINI et al., 2017). Diante disso, a
regulacdo diferenciada da neurogénese ao longo do eixo hipocampal
dorso-ventral (septo-temporal) pode afetar diferencialmente a fungéo de
novas células nas regibes dorsal e ventral do GD hipocampal.
Considerando estes aspectos, nosso estudo teve como objetivo avaliar se
0 exercicio fisico de endurance afeta o processo neurogénico nas
porcGes dorsal e ventral do GD hipocampal. Desta forma, foram
avaliadas a proliferacdo celular, diferenciacdo neuronal e sobrevivéncia
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celular nestas porgdes. Em estudos prévios, Vivar et al. (2015)
demonstraram que 30 dias do protocolo de roda de corrida voluntéria
aumentou a proliferacdo celular (mensurada com BrdU) no aspecto
dorsal do GD hipocampal de camundongos machos (VIVAR et al.,
2015). Em outro estudo, Gheorghe e colaboradores (2018) mostraram
que 28 dias de roda de corrida voluntaria aumentou a diferencia¢do
neuronal no GD hipocampal em tanto em camundongos fémeas como
em machos, sendo que foi observado um aumento em células DCX-
positivas no aspecto ventral do GD em machos, enquanto em fémeas foi
observado um aumento na por¢do dorsal do GD (GHEORGHE; QIU;
GALEA, 2018). Assim, as discrepancias entre os estudos podem ser
atribuidas as diferencas entre as espécies e 0 sexo (fémeas versus
machos) dos camundongos utilizados, bem como as diferencas entre o
tipo (corrida em esteira versus corrida voluntaria), intensidade e duracéo
dos protocolos de exercicios fisicos empregados em cada estudo.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o0 aumento
da capacidade neurogénica observado em todo o GD do hipocampo (em
particular no aspecto ventral) contribua, pelo menos em parte, para o
efeito tipo-antidepressivo observado apés o protocolo de exercicio fisico
de endurance. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para estabelecer
uma clara relagdo causal entre efeito antidepressivo e neurogénese no
protocolo de corrida em esteira. E importante destacar que o protocolo
de roda de corrida voluntaria foi capaz de reverter 0s prejuizos na
neurogénese hipocampal causados pela administragdo cronica de
corticosterona (modelo de estresse farmacoldgico) (LEE, et al., 2016).
Por outro lado, o protocolo de roda de corrida voluntaria ndo foi capaz
de aumentar a sobrevivéncia de novas células no GD hipocampal de
camundongos knockout para o receptor de serotonina, embora tenha
aumentado o numero de células DCX-positivas em camundongos
selvagens (KONDO et al., 2014).

Embora um aumento na capacidade neurogénica hipocampal
possa contribuir para o efeito tipo-antidepressivo do protocolo de
exercicio fisico de endurance usado neste estudo, as vias de sinalizacéo
e 0s mecanismos moleculares que participam desses efeitos ainda nao
estdo totalmente elucidados. Recentemente, moléculas (incluindo
hormdnios, citocinas, peptideos e proteinas denominadas de miocinas)
gue sdo sintetizadas e liberadas na corrente sanguinea pela musculatura
esquelética apds a préatica de exercicios fisicos tém sido apontadas como
as responsaveis por desempenhar um papel nos efeitos benéficos que o
exercicio fisico tem sobre o cérebro (PEDERSEN, 2013; PEDERSEN;
FEBBRAIO, 2012; SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015; WRANN et al.,
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2013; XIA et al., 2017). Uma destas moléculas é a irisina, uma proteina
com 112 residuos de aminodcidos que é derivada do FNDC5
(BOSTROM et al., 2012). Ap6s a pratica do exercicio fisico o
ectodominio extracelular do FNDCS5 é clivado e glicosilado originando a
irisina (BOSTROM et al.,, 2012; SCHUMACHER, et al., 2013) e
recentes evidéncias sugerem que a irisina liberada pela musculatura é
capaz de atravessar a BHE (PIYA et al., 2014; LOURENCO et al.,
2019). De fato, a irisina foi encontrada ndo somente em tecidos
periféricos (incluindo o mdsculo, glandula paroética, lingua e es6fago)
(GUR et al., 2018) como no sistema nervoso central. Sua presenca foi
relatada em neurbnios e células gliais através da técnica de imuno-
histoquimica usando um anticorpo especifico contra a irisina (AYDIN et
al., 2014). Além disso, o precursor da irisina (FNDC5) também foi
encontrado no fluido cerebrospinal (PIYA et al.,, 2014) e em uma
populacdo de neurbnios cerebelares de Purkinje (DUN et al., 2013).
Igualmente importante, alteracbes na expressdo de FNDC5 nestes
neurdnios de Purkinje podem estar relacionadas a neurogénese cerebelar
através de mecanismos que atualmente ndo sdo totalmente
compreendidos (HASSANZADEH et al., 2018). No presente trabalho
foi avaliado por imunohistoquimica o nimero de células expressando o
fragmento C-terminal da proteina FNDC5 (precursor da irisina) na ZSG
do GD hipocampal. Encontramos um aumento significativo no nimero
de células positivas para o fragmento C-terminal de FNDC5 em toda a
ZSG (tanto no GD dorsal quanto no GD ventral) em camundongos ap6s
4 semanas do protocolo de exercicios fisicos proposto. Um estudo in
vitro prévio mostrou que FNDCS5 facilita a diferenciacdo neuronal em
células tronco embrionarias de ratos (FOROUZANFAR et al., 2015) e
que a irisina regula de maneira dose dependente a proliferacdo celular
em células H19-7 HN de ratos (MOON; DINCER; MANTZOROS,
2013). Além disso, a irisina confere neuroprotecdo em cultura de
neurbnios hipocampais no modelo da doenca de Alzheimer
(LOURENCO et al., 2018). Curiosamente, as concentracdes plasmaticas
de irisina foram encontradas aumentadas em ratos apés 1 hora de
exercicios em esteira de moderada intensidade, apresentando um pico 6
horas ap6s a sessdo de treinamento e reduzindo seus valores aos niveis
do controle 24 horas apds (PANG et al.,, 2018). O mesmo estudo
mostrou que os niveis de FNDC5 no musculo gastrocnémio dos
camundongos permaneceu aumentado até 24 horas ap6s a pratica do
exercicio fisico. Para nosso conhecimento, o presente estudo é o
primeiro a mostrar através de imuno-histoquimica a presenca do
fragmento C-terminal de FNDC5 em células hipocampais
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(especificamente no GD) de camundongos fémeas apds um protocolo de
exercicio fisico de endurance. As células positivas para o fragmento C-
terminal de FNDC5 foram aumentadas de forma significativa 6 horas
apos a Ultima sessdo de exercicios fisicos e este aumento foi sustentado,
mantendo-se até 24 horas ap6s o término da sessdo. Suportando estes
resultados encontrados por imuno-histoquimica o presente trabalho
encontrou um aumento no imunocontetdo do fragmento C-terminal de
FNDCS5 e de FNDC5/irisina (mensurados através da técnica de Western
Blotting com dois diferentes anticorpos) no hipocampo de camundongos
que foram submetidos a este protocolo de exercicio fisico de endurance.
A irisina aparentemente tem uma massa molecular de aproximadamente
22-32 kDa e esta variacdo nos resultados se deve a dimerizacdo e/ou
glicosilagdo (BOSTROM et al., 2012; LEE et al., 2014; WRANN et al.,
2013), peso molecular este similar ao FNDC5 (ROCA-RIVADA et al.,
2013; SCHUMACHER et al., 2013), tornando dificil discriminar entre
estas duas proteinas em imunoensaios de amostras de tecidos nas quais
FNDCS e irisina estdo presentes. Recentemente, Lourenco et al. (2019)
mostraram através de imunodeteccdo de proteinas e espectrometria de
massa FNDC5/irisina presentes em mdltiplas formas e com distintos
pesos moleculares aparentes no cérebro, sugerindo que estas proteinas
podem sofrer modificagbes pos-traducionais e / ou existir em diferentes
estagios de agregacdo (LOURENCO et al.,, 2018). Além disso, a
glicosilagdo tem sido proposta como um mecanismo para explicar
mudancas na mobilidade eletroforética de FNDC5/irisina (BOSTROM
etal., 2012; LEE et al., 2014). Corroborando com o estudo de Lourengo
e colaboradores (2019), o presente trabalho optou por se referir a
FNDC5/irisina ao descrever resultados baseados na deteccdo de
imunoensaio de irisina em homogenatos de tecido cerebral
(LOURENCO et al., 2019).

A expressdo de FNDC5 no cérebro (em especial no hipocampo)
parece estar associada com vias de sinalizagdo celular que envolvem o
BDNF e 0 PGC-1la. Além disso, camundongos PGC-1a -/- apresentam
uma reducdo na expressdo de FNDC5 no cérebro (WRANN et al.,
2013). De especial importancia, o polimorfismo genético de BDNF, o
BDNFY"™* impede que o exercicio fisico aumente a expresséo génica
de BDNF e FNDC5 no GD hipocampal (IERACI et al., 2016). A via
PGC-1a-FNDC5-BDNF também parece estar envolvida no efeito tipo-
antidepressivo de FNDC5/irisina. Por exemplo, modular a via de
sinalizacdo PGC-10-FNDC5-BDNF no musculo promove resiliéncia em
camundongos submetidos ao protocolo de estresse cronico de derrota
social (CSDS) (ZHAN et al., 2018). Ressalta-se ainda os resultados
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mostrados no Capitulo | desta tese que mostra que a injegdo i.c.v. de
irisina ou BDNF foi capaz de reduzir o tempo de imobilidade no TSC
(SITENESKI et al.,, 2018) assim a presente tese contribui com a
literatura esclarecendo possiveis efeitos da irisina. De forma similar, a
administracdo subcutdnea de irisina preveniu 0 comportamento
anedonico no teste de preferéncia por sacarose € 0 comportamento tipo-
depressivo no TNF em ratos submetidos ao protocolo de estresse CUS
(WANG; PAN, 2016). Considerando os dados apresentados no Capitulo
Il é razodvel especular que o aumento dos niveis hipocampais do
fragmento C-terminal de FNDC5 e de FNDC5/irisina pode ser
responsavel, pelo menos em parte, pelo efeito pré-neurogénico e tipo-
antidepressivo deste protocolo de exercicio fisico de endurance.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E FUTURAS PERSPECTIVAS

As conclusdes deste trabalho denotam o potencial efeito tipo-
antidepressivo da irisina, seja ela liberada de maneira endogena ou
advinda exogenamente. A irisina administrada centralmente promoveu
um efeito tipo-antidepressivo semelhante ao BDNF, uma molécula
intimamente relacionada a depressdo. Propomos que este efeito envolve
a via de sinalizagdo intracelular mediada pelos genes PGC1-a, FNDC5 ¢
BDNF. Também é possivel sugerir que o efeito tipo-antidepressivo e
pré-neurogénico advindo do protocolo de exercicio fisico seja pelo
menos em parte dependente da modulagdo de FNDC5/irisina. Estudos
adicionais sdo, portanto, necessarios para estabelecer uma relacdo causal
entre esses efeitos relacionados a irisina. Digno de nota, nossos
resultados destacam ainda mais os efeitos benéficos do exercicio fisico
de endurance e sua potencial utilidade terapéutica como estratégia nao-
farmacoldgica para o tratamento da depressdo. Além disso, o presente
estudo fornece uma perspectiva preliminar e inovadora do potencial
antidepressivo da irisina. Também demonstramos pela primeira vez na
literatura 0 aumento de FNDC5 C-terminal (precursor da irisina) no GD
hipocampal apds um protocolo de exercicio fisico.

Em suma, a depressdo é um transtorno de humorassociado com
altas taxas de morbidade e mortalidade, e apesar da existéncia de um
numero consideravel de medicamentos para o tratamento da depressao,
estes proporcionam uma efetividade para somente cerca de 50% dos
individuos e geram inimeros efeitos adversos. Assim, o exercicio fisico
se consolidou na literatura como uma estratégia antidepressiva com
capacidade de favorecer a remissdo dos sintomas. Ressaltamos a
importancia de estudar os mecanismos moleculares e bioguimicos
responsaveis por estes efeitos, bem como caracterizar o protocolo no
gue tange a intensidade, o volume e a frequéncia necessarias para
produzir os beneficios.

A irisina é uma molécula promissora liberada apés a préatica de
exercicios fisicos e qualquer conhecimento adicional a respeito dela
auxiliard na compreensdo de seu papel no SNC. Desta forma, €
importante questionar se: (i) A irisina encontrada no SNC vem da
periferia ou é constitutiva deste sistema; (ii) Quais as células do SNC
possuem a irisina na sua constituicdo e, em quais estruturas do SNC ela
¢ expressa; (iii) Como ela atravessa a BHE e se existe um
transportador/receptor; (iv) Quais séo as vias de sinalizagao intracelular
envolvidas no efeitos da irisina; (v) Como ela participa da regulagéo de
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sinapses hipocampais e em outras estruturas (vi) Qual a meia vida e
como ocorre sua degradacao.

Dando continuidade a este trabalho as perspectivas para
esclarecer o potencial tipo-antidepressivo da irisina, seria possivel
sugerir:

- Estudar o efeito da administracéo de irisina por via i.p. ou i.c.v.
em um modelo de depressdo, como o modelo de corticosterona e/ou
estresse crénico imprevisivel.

- Verificar o efeito da administracdo de irisina na neurogénese
hipocampal adulta realizando a co-marcagdo dos marcadores expressos
nas distintas fases da neurogénese bem como do fragmento C-terminal
de FNDCS.

- Avaliar as vias de sinalizacdo intracelular envolvidas nos efeitos
tipo-antidepressivo e pré-neurogénico da administracdo de irisina.
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O Capitulo I da presente Tese originou o seguinte artigo:

SITENESKI, A.; CUNHA, MP.; LIEBERKNECHT, V.; PAZINI, FL;
GRUHN, K.; BROCARDO, PS.; RODRIGUES ALS. Central irisin
administration affords antidepressant-like effect and modulates neuroplasticity-
related genes in the hippocampus and prefrontal cortex of mice. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. v. 84, p. 294-303, 2018.

O Capitulo Il da presente Tese originou o seguinte artigo:

SITENESKI, A.; OLESCOWICZ, G.; PAZINI, FL.; CAMARGO, A.; FRAGA,
DB.; BROCARDO, PS.; GIL-MOHAPEL, J.; CUNHA, MP.; RODRIGUES
ALS. 2019. Antidepressant-like and pro-neurogenic effects of endurance
physical exercise: The putative role of FNDC5/Irisin pathway. Cellular and
Molecular Neurobiology. Submitted.
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