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RESUMO

Individuos que sofrem de depressdo frequentemente apresentam uma
hiperatividade no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal resultando em
concentragdes elevadas de cortisol sanguineo. Um dos principais
sintomas dessa condi¢do ¢ a anedonia. H4 evidéncias que o treinamento
fisico pode ser utilizado como tratamento para desordens depressivas.
Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de um
protocolo de treinamento aerébio no comportamento depressivo,
anedonia, induzida pela administracdo repetida de dexametasona. O
estudo foi realizado com ratos adultos Wistar machos divididos em
quatro grupos: controle (C), exercicio (E), dexametasona (D) e
dexametasona + exercicio (DE). O treinamento fisico consistiu de nado
(1 h/dia, 5 dias/semana) por trés semanas, com sobrecarga
correspondente a 5% da massa corporal (esta intensidade ¢
correspondente a 70% da maxima fase estavel de lactato, portanto,
exercicio fisico aerdbio). Os animais receberam inje¢des didrias e
subcutineas de dexametasona (D/DE; 1,5mg / Kg) ou salina (C/E). Foi
realizado em paralelo, como controle, um experimento com
antidepressivo cléssico, fluoxetina, no qual os animais foram divididos
em 2 grupos, fluoxetina (F) (10mg / Kg via gavagem) e dexametasona +
fluoxetina (DF) (10mg / Kg de fluoxetina via gavagem e 1,5mg / Kg de
dexametasona via administracdo subcutanea). Os animais tratados com
dexametasona caracterizaram-se pela reducdo na massa corporal, nas
concentragdes de corticosterona no sangue, na sintese de colesterol e na
massa das glandulas adrenais, bem como, demonstraram anedonia,
medida comportamental avaliada através do teste de preferéncia pela
sacarose. Adicionalmente, foi observado no hipocampo destes animais
oxidagdo do DNA, aumento no conteudo e na expressio de BDNF,
acompanhado este por um aumento no mRNA da citocina IL-10. O
protocolo de treinamento previniu estas alteragdes de forma similar ao
antidepressivo fluoxetina, provavelmente por um mecanismo que
envolve o aumento nas concentracdes de testosterona. Estes dados
apontam que o treinamento fisico pode ser uma importante ferramenta
para a prevencao e tratamento de desordens depressivas.
Palavras-chave: Treinamento fisico; teste de preferéncia a sacarose;
dexametasona; BDNF; testosterona; IL-10 elevada.






ABSTRACT

Patients suffering from depression frequently display hyperactivity of
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis resulting in elevated cortisol
levels. One main symptom of this contidion is anhedonia. There is
evidence that exercise training can be used as a rehabilitative
intervention in the treatment of depressive disorders. In this scenario,
the aim of the present study was to assess the effect of an aerobic
exercise training protocol on the depressive-like behaviour, anhedonia,
induced by repeated dexamethasone administration. The study was
carried out on adult male Wistar rats randomly divided into four groups:
The "control group" (C), "exercise group" (E), "dexamethasone group"
(D) and the "dexamethasone plus exercise group" (DE). The exercise
training consisted of swimming (1 h/day, 5 days/week) for three weeks,
with an overload of 5 % of the rat body weight (this intensity correspond
to 70% of the maximal lactate steady state, therefore, aerobic physical
exercise). Every day rats were injected with either dexamethasone
(D/DE) or saline solution (C/E). Proper positive controls, using the
classic antidepressive drug, fluoxetine, were run in parallel, in witch
male Wistar rats were divided into two groups: fluoxetine (F) (10mg /
Kg by gavage) and dexamethasone + fluoxetine (DF) (10mg / Kg
fluoxetine by gavage and 1.5mg / Kg subcutaneous dexamethasone).
Decreased blood corticosterone levels, reduced adrenal cholesterol
synthesis and adrenal weight, reduced preference for sucrose
consumption, marked hippocampal DNA oxidation, increased IL-10 and
total brain-derived neurotrophic factor (BDNF; pro- plus mature forms)
and a severe lost of body mass characterized the dexamethasone treated-
animals. Besides increasing testosterone blood concentrations, the swim
training protected depressive rats from the anhedonic state, following
the same profile as fluoxetine, and also from the dexamethasone-
induced impaired neurochemistry. The data indicate that physical
exercise could be a useful tool in preventing and treating depressive
disorders.

Keywords: Exercise training; sucrose preference test; dexamethasone;
total BDNF; testosterone; increased IL-10.






LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACTH - hormdnio adrenocorticotrofico

BDNF - fator neurotrofico derivado do encéfalo

CREB - elemento de ligagdo a proteinas de resposta a molécula
adenosina monofosfato ciclico.

CRF - fator de liberagado corticotréfica OMS - Organizagao Mundial da
Saude

DALY - anos de vida ajustados pela incapacidade (disability-adjusted
life year)

FC - frequéncia cardiaca

HPA - eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal

IGF-1 - fator de crescimento similar a insulina

MLSS - maxima fase estavel de lactato (maximal lactate steady state)
SPT - teste de preferéncia a sacarose (sucrose preference test)

VEGF - fator de crescimento do endotélio vascular

VO, max - consumo maximo de oxigénio

80OHdG - 8-hidroxi-2°-deoxiguanosina
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1 INTRODUCAO

1.1 FORMULACAO DO PROBLEMA DE PESQUISA

Ao longo dos ultimos séculos, a populacio mundial tem se
tornado menos ativa fisicamente como resultado das mudancas na
natureza do trabalho e da maior substituicio da for¢a humana pelas
maquinas. Essas mudancas tém levado a um marcante aumento na
incidéncia de diversas doengas cronicas desenvolvidas pela insuficiente
atividade fisica dentre outros fatores.

Esta bem estabelecido que quantidades inadequadas de atividade
fisica favorecem o desenvolvimento de obesidade, doencas
cardiovasculares, diabetes do tipo II, entre outras condigdes cronicas
(Paffenbarger, Hyde et al., 1993). Em adigdo, a falta de exercicio fisico
também tem sido relacionada com disfuncdes no sistema autoimune,
doengas pulmonares e desordens musculoesqueléticas, assim como
alguns tipos de cancer e alteragdes neuroldgicas, como ansiedade e
depressdo (Blumenthal, Williams et al., 1982). Um estilo de vida
sedentario ¢, portanto, um dos principais riscos para o desenvolvimento
de patologias cronicas (Handschin e Spiegelman, 2008). Neste cenario,
grande importincia vem sendo dada a pratica de atividade fisica em
nossa sociedade, principalmente para o desenvolvimento dos
componentes da aptidao fisica voltados a saude, incluindo aptidao
cardiorrespiratoria, for¢a, endurance muscular, flexibilidade ¢
composicao corporal. Outras vantagens propiciadas pelo exercicio fisico
regular, sdo a melhora na estabilidade articular, aumento da massa
Ossea, aumento das concentragdes plasmaticas de colesterol HDL,
diminuicdo da frequéncia cardiaca de repouso, diminui¢ao do risco de
arteriosclerose, acidente vascular cerebral, diminuicdo do estresse
psicologico, entre outros (Pate, Pratt et al., 1995). Em adigdo, ha ainda
referéncias sobre o aumento da habilidade de neurotransmissao, sobre o
aumento da resisténcia psicofisica, provocando melhoras na
performance em atividades fisicas e trabalhos mentais, melhoria da
sensacao de bem-estar, reducdo da fadiga e da ansiedade, e aumento da
auto-estima (Glenister, 1996).

Numerosos reportes da literatura procuram compreender os
efeitos do exercicio aerdbio sobre a area emocional. Annezi e
colaboradores sugerem que o mesmo pode ser um meio alternativo para
descarregar ou liberar tensdes, emogdes e frustragdes, acumuladas pelas
pressoes e exigéncias da vida moderna (Annesi, 2000). Uma pesquisa



realizada por Lobstein e colaboradores (Lobstein, Mosbacher et al.,
1983) demonstra que a depressao foi a variavel psicoldgica mais
importante para distinguir grupos de pessoas de meia idade sedentarias
de grupos de pessoas que praticavam atividade fisica. Francis e Carter
(1982), também demonstraram maiores niveis de ansiedade, hostilidade
e depressao em homens sedentarios quando comparados com homens
que se exercitavam com regularidade.

A depressio ¢ wuma doenca cronica, recorrente, mas
potencialmente tratdvel (Berton e Nestler, 2006). A doenca ¢
caracterizada por diversos sintomas como humor depressivo, anedonia
(perda de interesse ou prazer), fadiga e irritabilidade aumentadas,
dificuldades de concentracdo, desequilibrio no apetite e sono, e
intengdes de suicidio (Nestler, Barrot et al., 2002). Segundo a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS), cerca de 20% da populagdo
mundial ¢ afetada pela depressdo, o que corresponde a 350 milhdes de
pessoas (WHO, 2008). Nesse contexto, problemas de satde como a
depressao causam um impacto (“burden”, do inglés, carga), na vida das
pessoas ¢ da sociedade que pode ser medido através de custos
financeiros, mortalidade, morbidade e outros indicadores. De acordo
com o Global Burden of Disease Study (WHO, 2008), a depressao se
encontra na lista de fatores (terceira posi¢do) responsaveis por
morbidade e mortalidade precoce. Além disso, estima-se que em 2020 a
depressao fique em segundo lugar na lista das principais doengas
cronicas resposaveis por morbidade e mortalidade, ficando atras apenas
das doengas cardiovasculares (Greden, 2001; Greenberg, Kessler et al.,
2003; WHO, 2008). O peso econdmico dessa doenga também ¢ alto,
sendo que somente nos Estados Unidos da América sdo gastos cerca de
U$83 bilhdes por ano (Greenberg, Kessler et al., 2003).

Embora tenha sido demonstrada uma relacdo positiva entre
exercicio e depressdo, os mecanismos responsaveis pelos efeitos
benéficos deste ainda permanecem incertos. Além disso, a
etio/fisiopatologia da depressdo também ainda nao se encontra
totalmente compreendida.

A depressdao pode resultar da disfungdo de varios sistemas de
neurotransmissao e¢/ou metabolicos. A hipdtese monoaminérgica postula
que a depressdao resulta de uma deficiéncia nas concentragcdes dos
neurotransmissores serotonina ou noradrenalina, ou ainda de receptores
deficientes para estes neurotransmissores (sinalizacao inadequada)
(Schildkraut, 1965; Mann, Mcbride et al., 1995). No entanto, esta
hipodtese falha ao ndo explicar a falta de correlacdo temporal entre os
eventos bioquimicos rdpidos que aumentam as monoaminas na fenda



sindptica e o inicio tardio dos efeitos clinicos do tratamento com
antidepressivos. Além disso, nem toda droga que aumenta as
monoaminas na fenda sindptica atua como antidepressivo (como por
exemplo, a anfetamina) (Baldessarini e Tarazi, 1996; Stahl, 2000).

Desta forma, acredita-se que varios outros sistemas estejam
envolvidos na fisiopatologia da depressdao. Neste sentido, o estresse
parece ser um dos principais fatores ambientais que predispdem um
individuo a depressdo. Em cerca de 60% dos casos, os episodios
depressivos sao precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes,
principalmente de origem psicossocial (Post, 1992). Isto foi mais
claramente demonstrado apds verificar que o aumento da atividade do
eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), sensivel ao estresse, faz com
que se manifestem sintomas depressivos. Além disso, em pacientes
deprimidos, o controle inibitorio da atividade do eixo HPA parece estar
comprometido, provocando hipercortisolemia em condigdes basais, a
qual nao responde ao teste de supressao com o corticosterdide sintético
dexametasona (Baumgartner, Graf et al., 1985). O envolvimento do eixo
HPA na neurobiologia da depressdo ¢ apoiado pela observacdo que
individuos com sindrome de Cushing ou hipercortisolismo apresentam
déficits cognitivos e alteracdes na estrutura e funcdo hipocampais,
semelhantes aquelas encontradas em pacientes depressivos (Starkman,
Gebarski et al., 1992).

No entanto, existem outras hipoteses que tentam explicar a
depressdo além das acima citadas, como a hipotese neurotrofica.
Diversos estudos tém demonstrado que o fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF) se econtrava em concentracoes reduzidas no
hipocampo de animais submetidos a estresse. Tais observacdes guiaram
para a sugestdo de que mudancas (diminui¢do) no conteudo de BDNF
poderiam, pelo menos em parte, estar relacionadas com o estado
depressivo dos animais (Berton e Nestler, 2006). Neste sentido, foi
demonstrado que a infusdo local de BDNF em regides cerebrais
especificas tem induzido efeitos antidepressivos em diversos modelos
animais de depressdo. No teste do nado forcado (teste amplamente
empregado para avaliar potenciais drogas antidepressivas em roedores),
a infusdo de BDNF mostrou efeito de redugdo do tempo de imobilidade
(Hoshaw, Malberg et al., 2005). No modelo de desamparo aprendido
(teste comportamental onde o animal ¢ submetido a eventos
incontrolaveis aversivos que geram reagoes de desamparo, por exemplo,
choque elétrico) a infusdo de BDNF reduziu a laténcia e as taxas de
erros em relacdo aos animais controle (Siuciak, Lewis et al., 1997).
Juntos, esses dados suportam a hipotese de que o BDNF ¢ necessario



para produzir respostas antidepressivas (Duman e Monteggia, 20006).
Neste sentido, 0o BDNF ¢ uma neurotrofina responsavel pela estimulagao
do processo de regeneragao neural em diversas areas cerebrais, agindo
como mediador da eficicia sindptica, aumentado a conectividade entre
os neurdnios e favorecendo, portanto, a neuroplasticidade (Cotman e
Berchtold, 2002).

Tem sido demonstrado que o exercicio aerdbio favorece a sintese
de BDNF provocando um aumento na neurogénese, bem como, um
aumento da resisténcia aos danos cerebrais € melhoria no aprendizado e
no desempenho mental (Cotman e Berchtold, 2002). Devido a
neuroprotecdo promovida pelo exercicio fisico em doencas
neurologicas, esta neurotrofina estd sendo considerada como fator de
protecdo para prevenir o desenvolvimento precoce de deméncia
(Mattson, 2000). No entanto, outros fatores de crescimento também
estdo sendo envolvidos no efeito neuroprotetor induzido pelo exercicio
fisico. O fator de crescimento similar a insulina (IGF-1) parece
compartilhar numerosas caracteristicas moleculares com o efeito
neuroprotetor do BDNF (Mattson, Maudsley et al., 2004; Chen ¢ Russo-
Neustadt, 2007). Além disso, recentes publicacdes sugerem que o
neuropeptideo Vgf possa atuar como possivel mediador nas respostas
antidepressivas induzidas pelo exercicio fisico, uma vez que o gene que
codifica para Vgt ¢ positivamente estimulado pelo BDNF (Hunsberger,
Newton et al., 2007; Thakker-Varia, Krol et al., 2007). Estes dados
sugerem que a ativagdo de determinadas vias de sinalizacao
intracelulares induzidas pelo exercicio fisico podem se constituir em
promissoras estratégias para a prevencdo e/ou tratamento ou
cotratamento de alteragdes depressivas.

Por outro lado, sabe-se que o exercicio fisico aerdbico provoca
uma modulacdo hormonal resultando num aumento das concentragoes
plasmaticas de testosterona (Grandys, Majerczak et al., 2008;
Shkurnikov, Donnikov et al., 2008). Neste sentido, foi demonstrado que
além das concentragdes cerebrais de BDNF serem também regulados
pelas concentragdes plasmaticas de testosterona (Rasika, Alvarez-Buylla
et al., 1999), o proprio BDNF ¢é responsavel pela manutengdo da
expressao do receptor para androgenos (Yang e Arnold, 2000),
demonstrando assim uma intrinseca relacao entre eles.

Além dos efeitos ja conhecidos da testosterona na reproducao,
diferenciagdo e conduta sexual, outras fungdes foram atribuidas a este
hormonio, incluindo melhoras na aten¢gdo ¢ memoria (Cunningham,
2006). Por outro lado, a diminui¢cdo nas concentragdes de testosterona
estd associada com aumento de risco de desenvolver doenca de



Alzheimer, osteoporose, diabetes do tipo II, doenca cardiovascular,
obesidade, bem como depressao e ansiedade (Hogervorst, Bandelow et
al., 2005; Gold e Voskuhl, 2006; Zitzmann, 2006; Pike, Nguyen et al.,
2008). Varios estudos in vivo e in vitro demonstraram que a testosterona
aumenta a atividade serotoninérgica e dopaminérgica no nucleo
accumbens de ratos machos (De Souza Silva, Mattern et al., 2009),
protege a morfologia e funcdo de neurdnios motores (Little, Coons et
al., 2009), aumenta a plasticidade (Hatanaka, Mukai et al., 2009), bem
como o tamanho do hipocampo (Galea, Perrot-Sinal et al., 1999), entre
outros. Desta forma, a testosterona estd sendo apontada como um
potente agente neuroprotetor, vinculada principalmente no que se refere
aos efeitos benéficos do exercicio fisico.

Tendo em vista tais aspectos cientificos, o presente estudo tem
como principal problema de pesquisa verificar se o treinamento aerébio
resulta em efeitos benéficos no sistema nervoso que permita modular ou
prevenir o comportamento depressivo em roedores.

1.1  SITUACAO PROBLEMA

Sendo assim, formulou-se o seguinte problema de pesquisa: O
treinamento aerdbio resulta em efeitos benéficos sobre o sistema
nervoso central capaz de prevenir o desenvolvimento de doencas
como, por exemplo, transtornos do humor, incluindo nestes a
depressao?

1.2 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico cronico
(treinamento fisico) sobre parametros comportamentais, bioquimicos e
histoldgicos em um modelo de depressio em roedores induzida pela
administracdo subcutanea e repetida de dexametasona.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito de um protocolo de exercicio fisico crénico
(treinamento fisico) sobre parametros comportamentais, bioquimicos e
histologicos em um modelo de depressio em roedores induzida pela
administracdo subcutanea e repetida de dexametasona. Para isto, foram
desenvolvidos os seguintes objetivos especificos:



1) Caracterizacdo do modelo de depressao induzido pela
administragdo subcutanea e repetida de dexametasona mediante a
determinagdo das concentragdes plasmaticas de corticosterona,
quantificagdo de colesterol e peso de glandulas adrenais, teste
comportamental para avaliacdo de anedonia (teste da preferéncia da
sacarose) € mensuracao da massa corporal;

2) Caracterizacdo do protocolo de treinamento fisico
cronico € modelo de exercicio agudo (utilizado como controle) através
da determinacdo da maxima fase estavel do lactato (MLSS) e das
concentragdes plasmaticas de testosterona, lactato e glicose;

3) Caracterizacdo  das  alteracdes  neuroquimicas,
histologicas e moleculares no hipocampo, induzidas pela administragdao
de dexametasona e o efeito do exercicio fisico sobre estes parametros.
Como parametros histolégicos foram mensurados o conteudo da
neurotrofina BDNF e da 8-hydroxi-deoxi-guanosina (marcador de
oxidagdo do DNA). Ainda, foi determinada a expressdao do BDNF e da
citocina anti-inflamatoria IL-10.

1.4  HIPOTESE

A partir do problema levantado e dos objetivos especificos
delimitados, foi possivel formular as seguintes hipoteses:

H1: O treinamento aerdbio de nado resulta em adaptagdes
benéficas cerebrais que previnem o desenvolvimento de doencas do
humor, incluindo a depressao.

1.5 JUSTIFICATIVA E RESULTADOS ESPERADOS

A depressao tem sido objeto de muitos estudos devido a crescente
incidéncia de casos no mundo e principalmente pelo peso econdomico
que tal transtorno gera. Entretanto, poucos sdo os estudos que
investigaram os efeitos antidepressivos do exercicio fisico, tanto para a
prevengdo como para o tratamento, o que justificaria em primeira
instancia o presente trabalho.

A elucidagao dos mecanismos que levam aos efeitos benéficos do
exercicio na depressdo também merece atencdo especial, sendo que a
utilizacdo de animais para tal experimento se faz valida, visto que
muitos estudos ja utilizam modelos experimentais, validando dessa
forma a pesquisa do exercicio fisico em ratos.



Além disso, acreditamos que o desenvolvimento deste projeto de
mestrado além de ser um instrumento valioso e essencial na formacgao
académica e cientifica, também contribuird para a geracdo de
conhecimento nas dreas da Educacdo Fisica, da Bioquimica ¢ da
Neurociéncia, a partir do estudo dos efeitos benéficos do exercicio fisico
sobre os transtornos do humor (depressao).

Por fim, a motivacao pessoal acerca do estudo em questdo estd
diretamente ligada ao interesse e admiragdo pelo estudo do exercicio
como principal promotor de saude e também na busca de maior
entendimento do mesmo para futura pratica profissional.

1.6 CLASSIFICACAO DAS VARIAVEIS

Tendo em vista os objetivos do estudo, foram definidas as
seguintes variaveis:

v Variaveis independentes: Desenho de treino de nado
(intensidade, volume e frequéncia); concentracdo de dexametasona
administrada nos animais;

v Variaveis dependentes: teste comportamental (teste de
preferéncia  pela  sacarose); concentracdes de  testosterona,
corticosterona, lactato e glicose no plasma; concentragdes de colesterol e
peso das glandulas adrenais; contetido imunorreativo hipocampal de
BDNF e 8-hidroxi-deoxi-guanosina, expressdao génica hipocampal de
BDNF e IL-10.

v Variaveis de controle: temperatura da agua, ciclo
claro/escuro, alimentacao, hidratacdo; treinamento, administragdes de
farmacos, coletas de sangue e testes comportamentais realizados nos
mesmos horarios; intensidade, volume e frequéncia do treinamento;
espaco fisico individual para o treinamento e alojamento dos animais;
idade e massa corporal dos animais.

v Variavel interveniente: individualidade biologica dos
animais.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS DA DEPRESSAO

A depressio ¢ wuma doenga cronica, recorrente, mas
potencialmente tratavel (Berton e Nestler, 2006). Segundo a OMS, cerca



de 20% da populacdo mundial ¢ afetada pela depressdo, o que
corresponde a 350 milhoes de pessoas (Greden, 2001). De acordo com o
estudo Global Burden of Disease (WHO, 2008), o transtorno depressivo
esta em segundo no ranking de doencas responsaveis por morte precoce
ou incapacidade, atrds apenas de doencas cardiacas. A depressdo ¢
também o transtorno psicologico de maior prevaléncia afetando cerca de
25% das mulheres e 12% dos homens durante suas vidas (Kessler,
Mcgonagle et al.,, 1994). De acordo com Greden e colaboradores
(Greden, 2001), 340 milhdes de pessoas no mundo sdo afetadas pela
depressdo. O estudo pan-europeu DEPRES (Lepine, Gastpar et al.,
1997) mostrou em 1997 que 13359 de 78463 adultos, participantes de
entrevistas em seis paises na Europa, sofriam de depressao. Esses dados
representam uma prevaléncia de 17% s6 na Europa Ocidental. No
Brasil, segundo dados da PNAD-IBGE (IBGE, 2008), a depressao ¢ a
quinta doenc¢a de maior ocorréncia, atingindo 4,1% das 59,9 milhdes de
pessoas que se declaram portadoras de alguma doenca cronica. Outro
dado interessante ¢ o gasto publico com a depressao, como mostrado por
Greenber e colaboradores (Greenberg, Kessler et al., 2003), onde a
carga econdOmica resultante dessa desordem ¢ de aproximadamente
U$83,1 bilhdes por ano somente nos Estados Unidos da América.

Os problemas de saude causam um impacto (“burden”, do inglés,
carga), na vida das pessoas e da sociedade que pode ser medido através
de custos financeiros, mortalidade, morbidade e outros indicadores
(Who, 2008). A OMS, o Banco Mundial e a Universidade de Harvard
criaram a medida denominada “DALY” do inglés ‘“anos de vida
ajustados pela incapacidade” (“disability-adjusted life year”) para
estimar o nimero de anos de vida envolvidos com doengas, invalidez ou
morte precoce. A medida do DALY combina em um mesmo parametro
a mortalidade e a morbidade de uma doenga ou grupo de doengas, sendo
bastante Util para medir o impacto de doencas crOnicas, como a
depressao. Em termos de satide publica a utilizagdo do DALY revela
aspectos importantes. Por exemplo, o relatério da OMS em 1990
revelou que cinco das dez maiores causas de incapacidade sao as
patologias psiquiatricas. Embora as patologias psiquiatricas e
neurologicas sejam responsaveis por 1,4% dos 6bitos e 1,1% dos anos
de vida perdidos, elas respondem por 28% dos anos de vida envolvidos
com doengas. Portanto, as patologias psiquidtricas € neurologicas que
tradicionalmente ndo sdo consideradas de grande impacto
epidemioldgico, representam as maiores causas de dias de vida
envolvidos com doengas da populagdio mundial, além do gasto
financeiro com os tratamentos (WHO, 2008). Se considerarmos apenas



os transtornos psiquiatricos, em 1998 estes representavam em torno de
12% das mortes e da perda de produtividade devido a todas as doengas e
traumatismos, no mundo. Em 2020, caso medidas emergenciais ndo
sejam tomadas, o percentual pode subir para 15% nos paises mais
pobres. Em 2004, os dados da OMS (WHO, 2008) referentes a
populagdo brasileira indicaram que o total estimado de anos de vida
perdidos, relacionados com doengas era de 19,475 para cada 100.000
brasileiros. As doencas neuropsiquiatricas foram responsaveis por 22%
deste montante, seguidas pelas doencas infecciosas (21%), violéncia
(15%), doengas cardiovasculares (11.3%) e, mais distante o cancer com
6% (WHO, 2008). Todos esses dados evidenciam a importancia de
politicas publicas de preven¢ao dessas desordens psiquidtricas como a
depressdo, além da necessidade de se buscar tratamentos eficientes e de
baixo custo. Nesse contexto, os tratamentos para os transtornos
depressivos atuais permanecem parcialmente eficientes, mostrando que
50% dos pacientes melhoram os sintomas depressivos com 0 uso
cronico de antidepressivos farmacoldgicos, como fluoxetina, enquanto
que 80% apresentam respostas parciais aos tratamentos nao
farmacologicos, incluindo psicoterapia e exercicio fisico (Nestler, Barrot
etal., 2002).

2.2  SINTOMAS E DIAGNOSTICO CLINICO DA DEPRESSAO

Os principais sintomas da depressdao sdao humor depressivo,
anedonia (perda de interesse ou prazer), aumento do cansago,
irritabilidade, dificuldades em concentragdo, desequilibrio no apetite e
sono ¢ até intengdes de suicidio (Nestler, Barrot et al., 2002). Os
sintomas da depressao estdo também correlacionados com a presenca de
diversas doencas cronicas (Schwab, Traven et al., 1978), incapacidade
de trabalhar (Borson, Barnes et al., 1986), aumento do risco de
mortalidade (Lett, Blumenthal et al., 2004), aumento na utilizacdo dos
servicos médicos (Johnson, Weissman et al., 1992), diminui¢do no bem-
estar e funcionalidade (Wells, Stewart et al., 1989). Cerca de 10% das
pessoas diagnosticadas com depressao cometem suicidio (Beautrais,
Joyce et al., 1996; Suominen, Henriksson et al., 1996); em adigdo,
pacientes com depressao tendem a desenvolver doengas coronarianas e
diabetes do tipo 2 (Knol, Twisk et al., 2006) e cancer (Chapman, Perry
et al., 2005).

O diagndstico da depressdo baseia-se nos critérios sintomaticos
estabelecidos por algumas entidades médicas como o Diagnostic and
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Statistical Manual (Apa, 2000a; b) ¢ o CID-10 (Who, 1993) (Tabela 1 ¢
2), ou seja, nao pode ser baseado em testes objetivos para o diagnodstico,
e sim por um conjunto de sintomas. Portanto a depressdo ndo pode ser
vista como uma doenga singular; ¢ uma doenga que consiste em diversos
transtornos de diversas causas e patofisiologias que fazem com que o
diagnostico da depressdo seja subjetivo € baseado na documentagao de
certos sintomas dentro de um tempo de no minimo duas semanas
(Nestler, Barrot et al., 2002). Os critérios de diagnéstico da depressao
podem ser também sobrepostos com os provenientes de outras
condi¢cdoes como ansiedade, a qual estd muito relacionada com as
desordens depressivas (Post, 1992).

Tabela 1- Critério diagnostico para Depressao (Apa, 2000a)

e  Humor irritado ou depressivo

e Diminuicdo no interesse em atividades normalmente
prazeirosas e na habilidade em experienciar prazer

e Perda ou ganho de massa corporal significativos (alteragao >

5% em um més)

Insonia ou sonoléncia exacerbada

Hiperatividade ou retardamento psicomotor

Fadiga ou perda de energia

Sentimentos de culpa e inutilidade

Concentracgao e aten¢ao reduzidas

Idéias recorrentes de morte ou suicidio

A depressdo é caracterizada pelo aparecimento de no minimo 5 sintomas
descritos acima, sendo que cada sintoma deve estar evidente diariamente ou
quase todos os dias, por no minimo duas semanas. A severidade da depressao é
caracterizada em leve, moderada ou severa, sendo dependente de outros
critérios sociais e econémicos.
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Tabela 2- Critério diagnodstico de Episoédio depressivo segundo a CID-10
(Who, 1993)

Sintomas fundamentais
1) Humor deprimido
2) Perda de interesse
3) Fatigabilidade
Sintomas acessorios
1) concentragdo e atencao reduzidas
2) auto-estima e auto-confianca reduzidas
3) 1déias de culpa e inutilidade
4) wvisoes desoladas e pessimistas do futuro
5) 1idéias ou atos autolesivos ou suicidio
6) sono perturbado
7) apetite diminuido

Episddio leve: 2 sintomas fundamentais + 2 acessorios
Episédio moderado: 2 sintomas fundamentais + 3 a 4 acessorios
Episodio grave: 3 sintomas fundamentais + > 4 acessorios

2.3 DEPRESSAO — POSSIVEIS CAUSAS E ALTERACOES NO
SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Embora a prevaléncia da depressdo e seu impacto sejam altos, o
conhecimento da patofisiologia desta ainda necessita ser elucidado. Tal
fato se deve principalmente a dificuldade em se observar alteracdes
patologicas no cérebro humano e que a maioria dos transtornos
depressivos ocorrem de forma idiopatica (Krishnan e Nestler, 2008).
Sao diversos os fatores de risco para desenvolver depressdo como a
heranga genética (Sanders, Detera-Wadleigh et al., 1999; Fava e
Kendler, 2000), eventos diarios de estresse e trauma emocional
(Drevets, 2001), anormalidades endocrinas (hipertireoidismo e
hipercortisolemia) (Nestler, Barrot et al., 2002), infecgdes virais, cancer,
efeitos adversos de medicamentos (Evans, Charney et al., 2005), e até
mesmo processos estocasticos durante o desenvolvimento cerebral (Fava
e Kendler, 2000).

Diversas regides e circuitos cerebrais que regulam a emocao,
recompensa ¢ funcdes executivas estdo implicadas na depressao.
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Disfungdes na regido cortical no sistema limbico tém sido implicadas na
depressdo e também em acdes antidepressivas (Berton e Nestler, 2006).
Um grande volume de estudos em tecidos post-mortem de pacientes
depressivos demonstraram reducdo no volume da substancia cinzenta e
na densidade glial no cortex pré-frontal e no hipocampo. Essas regides
sdo conhecidas como as responsaveis pelos aspectos cognitivos e
emocionais alterados na depressdo, incluindo os sentimentos de
inutilidade e culpa (Drevets, 2001; Harrison, 2002; Sheline, 2003).
Pacientes com depressdo tém um volume hipocampal estatisticamente
menor (19%) em comparacdo aos seus controles, sem diferencas no
volume de outras regioes (amigdala, nicleo caudado, lobo frontal e
temporal) ou volume cerebral total (Bremner, Narayan et al., 2000).

2.4  ATIVIDADE FISICA E DEPRESSAO

Dados de estudos epidemiologicos sugerem uma forte associagcdo
entre inatividade fisica e altos niveis de sintomas depressivos (Farmer,
Locke et al.,, 1988; Camacho, Roberts et al., 1991). Tém sido
demonstrado na literatura que baixas quantidades de atividade fisica
levam ao aumento nos sintomas de depressio em adultos de idade
avancgada (Lampinen, Heikkinen et al., 2000) e tais sintomas diminuem
quando a atividade fisica é retomada (Farmer, Locke et al., 1988).
Muitos estudos demonstraram a influéncia de programas de exercicio
como tratamento terapéutico para pacientes depressivos, sendo que os
autores concluem que o exercicio foi tdo efetivo quanto os
medicamentos antidepressivos (Blumenthal, Babyak et al., 1999;
Strawbridge, Deleger et al., 2002). Além disso, diversas meta-analises
(North, Mccullagh et al., 1990; Carlson, 1991; Craft e Landers, 1998;
Lawlor e Hopker, 2001; Sjosten e Kivela, 2006; Stathopoulou, Powers
et al., 2006) estudaram os impactos do exercicio na depressdo e todos
concluiram que o exercicio tem efeitos benéficos. Em adicao, Frazer e
colaboradores (Frazer, Christensen et al., 2005) indicam o exercicio
cronico como um dos melhores tratamentos ndo farmacologicos para
depressdo, além do fato de ser de baixo custo, ter efeitos positivos sobre
risco de doencas cardiovasculares € ser um agente de prevencao em
potencial para futuros episodios depressivos. Ha evidéncias também que
a atividade fisica induz mudancas fisioldgicas nas concentragdes de
endorfinas € monoaminas, responsaveis pela sensagao de bem-estar pos
atividade fisica, e também reduz as concentragcoes de cortisol, hormdnio
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do estresse, o qual estd intimamente relacionado com eventos
depressivos (Duclos, Gouarne et al., 2003).

Muitos estudos sugerem que o exercicio estimula liberagdo de
proteinas e peptideos que favorecem o crescimento e a diferenciacdo de
células nervosas (Van Praag, 2008; Wu, Chang et al., 2008; Fabel, Wolf
et al., 2009), incluindo dentro destes o BDNF, fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), IGF-1 ¢ o gene Vgf (Schwarz, Brasel et al.,
1996; Asano, Kaneoka et al., 1998; Cotman e Berchtold, 2002; Ernst,
Olson et al., 2006).

Embora a relagdo entre a eficacia do exercicio fisico na
diminuicdo dos sintomas de depressio ja tenha sido amplamente
documentada, faltam dados sobre o tipo de exercicio fisico que induz a
melhor resposta antidepressiva. Assim, fatores como a determinacao do
tipo, frequéncia, duracdo e intensidade do exercicio devem ser
consideradas no momento da prescri¢cdo desta terapia nao farmacologica
(Mead, Morley et al., 2008). Desta forma, pesquisas futuras deverao
considerar o desenho (protocolo) do exercicio para determinar mais
especificamente qual tipo de exercicio que resulta em beneficios, € se o
exercicio deve ser realizado com ou sem supervisdo, indoor ou outdoor,
em grupo ou individual.

2.5 A HIPOTESE DAS MONOAMINAS NA DEPRESSAO

A hipotese das monoaminas na depressao postula que a depressao
¢ causada por uma diminui¢cdo na fun¢do do sistema das monoaminas,
principalmente da serotonina (5-hidroxitriptamina 5-HT) e norepinefrina
(Schildkraut, 1965). Atualmente a terapia farmacologica envolve o uso
de farmacos que inibem a recaptacdo ou o metabolismo das
monoaminas, incluindo os antidepressivos triciclicos, inibidores de
monoamina oxidase, inibidores da recaptagdo de serotonina-
norepinefrina e serotonina seletivos (Trivedi, Rush et al., 2006). Embora
esses farmacos sejam potentes antidepressivos (Trivedi, Rush et al.,
2006), a causa da depressao nao pode ser considerada devido apenas a
deficiéncia de monoaminas centrais. O fator negativo € que os inibidores
de monoamina oxidase e serotonina seletivos produzem aumentos
imediatos na transmissdo de monoaminas, enquanto que as respostas de
melhora no humor requerem semanas de tratamento. Devido a essa
lacuna temporal, pensa-se que esse aumento agudo na quantidade de
monoaminas sinapticas induzidas por antidepressivos possam produzir
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mudangas neuroplasticas secundarias que ocorrem durante um longo
prazo e envolvem mudancas transcricionais que medeiam a plasticidade
celular (Nestler, Barrot et al., 2002; Trivedi, Rush et al., 20006).
Entretanto, os antidepressivos baseados nas monoaminas permanecem
entre os principais tratamentos da depressdo, mas o seu longo atraso
temporal terapéutico e baixas taxas de remissdo (apenas cerca de 50%
dos pacientes que recebem esses tratamentos tém melhora significativa
nos sintomas de depressao) (Trivedi, Rush et al., 2006), tem fortemente
estimulado a busca de agentes mais eficazes no tratamento destas
desordens (Berton ¢ Nestler, 2006; Mathew, Manji et al., 2008).

Um dos mecanismos postulados pelo qual o exercicio induz os
efeitos antidepressivos parece ser similar ao tratamento com
medicamentos antidepressivos. A sintese de serotonina cerebral depende
de duas variaveis importantes: a concentracao neuronal do seu precursor
— triptofano, e a atividade de sua enzima limitante — triptofano
hidroxilase (converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano) (Carlsson e
Lindqvist, 1972). Neste contexto, tem sido demonstrado que o exercicio
aumenta a disponibilidade sérica de triptofano na forma livre, tanto em
animais (Chaouloff, Elghozi et al., 1985; Chaouloff, Kennett et al.,
1986; Blomstrand, Perrett et al., 1989) como em humanos (Blomstrand,
Hassmen et al., 1991; Fischer, Hollmann et al., 1991; Davis, Bailey et
al., 1992). Portanto, altas concentragdes de triptofano no plasma ¢
também no liquido cefalorraquidiano ap6s o exercicio, poderiam
aumentar a neurotransmissao de serotonina no cérebro. Neste sentido,
foi demonstrado em humanos que ha um aumento nas concentracdes do
metabolito da serotonina, o catabdlito 5-hidroxiindolacético, apos o
exercicio (Post, Kotin et al., 1973). Ainda, foi demonstrado em animais
de experimentacdo um aumento significativo na atividade de neuronios
que sintetizam norepinefrina apdés um protocolo de exercico agudo
(Barchas e Freedman, 1963; Stone, 1973; Glavin, 1985). Sendo assim,
pode-se presumir que o exercicio produz efeitos similares aos dos
antidepressivos, elevando a disponibilidade da norepinefrina na fenda
sinaptica.
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Figura I: Esquema da hipdtese das monoaminas da depressdo. As
monoaminas, sintetizadas a partir de seus precursores triptofano e tirosina,
respectivamente, sdo metabolizadas pela enzima monoamina-oxidase
(MAO-A) e posteriormente vesicularizadas. Apds estimulo adequado, essas
monoaminas sao liberadas na fenda sinaptica através de seus
transportadores, atingindo o neur6nio pos-sinaptico, sendo captadas por
diversos receptores acoplados a proteinas G, ativando vias de sinalizagdao
relacionadas principalmente com a sintese protéica. Além disso, as
monoaminas também podem ser recaptadas pelo sistema de feedback
negativo, através de receptores pré-sinapticos especificos como SHT1A e
receptor adrenérgico a2. Sendo assim, a hipdtese das monoaminas postula
que na depressao hd qualquer desequilibrio nesse sistema de
neurotransmissao, desde uma diminui¢do nas concentracoes dos precursores
(triptofano e tirosina) até disfuncdes nos receptores pré e pds-sinapticos,
todos interferindo no processo de neurotransmissdao. Adaptado de
(Belmaker e Agam, 2008).
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Embora ndo seja tdo consistente, ¢ notavel também o efeito do
exercicio sobre os niveis de dopamina. Tem sido demonstrado que a
atividade da dopamina ¢ aumentada apds o exercicio (Barchas e
Freedman, 1963; Post, Kotin et al., 1973). A dopamina parece ter um
importante papel em pacientes com a doenca de Parkinson, mas tem
sido descrito também sua correlagdio com problemas motivacionais e
respostas aneddnicas em pacientes afetados pela depressao (Dunlop e
Nemeroff, 2007).

2.6 TEORIA NEUTROFICA DA DEPRESSAO

Fatores troficos sdo conhecidos por regular o crescimento e a
diferenciacdo neuronal durante o desenvolvimento, assim como regular
a plasticidade e sobrevida de neurdnios adultos e c€lulas gliais (Nestler,
Barrot et al., 2002). As evidéncias que suportam a “hipotese do BDNF
na depressao” foram demonstradas no trabalho de revisao de Duman e
Monteggia (2006), o qual enfatiza que o estresse poderia reduzir a
sinalizagdo do BDNF no hipocampo, enquanto que o tratamento com
antidepressivos aumentaria a mesma. Neste contexto, foram observadas
concentragdes diminuidas de BDNF no plasma (Duman ¢ Monteggia,
2006) e tecido post-mortem (hipocampo) de individuos depressivos
(Karege, Vaudan et al., 2005).

Outro ponto que ressalta a importancia dos fatores neurotroficos
no tratamento da depressao ¢ baseado na demora de os antidepressivos
gerarem efeitos sobre o humor (algumas semanas a meses). O efeito
celular principal dos antidepressivos estd também envolvido com a
induc¢do da neurogénese hipocampal — processo pelo qual os neurdonios
da regido da zona subgranular se dividem por mitose para formar novas
células que se diferenciam e se integram ao giro denteado (Sahay e Hen,
2007; Pittenger ¢ Duman, 2008). Esse processo acompanha a demora no
aparecimento de melhora no humor dos pacientes. O bloqueio da
neurogénese hipocampal inibe os efeitos terapéuticos na maioria dos
tratamentos antidepressivos em modelos com roedores (Sahay e Hen,
2007). Entretanto o tratamento com antidepressivos, possivelmente pela
acdo do fator de transcricdo CREB (CAMP response element binding
protein) ou outros reguladores transcricionais (Murray e Lopez, 1997,
Sahay e Hen, 2007), aumentam o conteudo de diversos fatores de
crescimento no hipocampo, o que influenciaria na neurogénese. Dentre
esses, podemos incluir o BDNF assim como o VEGF, e mais
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recentemente o Vgf, os quais t€ém propriedades antidepressivas e pro-
neurogénicas per se, em roedores (Hunsberger, Newton et al., 2007;
Warner-Schmidt e Duman, 2007). Em adi¢do, a administragdo central e
sistémica de IGF-1, outro fator de crescimento, aumenta a proliferacao
celular e neurogénese no hipocampo de ratos adultos (Aberg, Aberg et
al., 2000; Anderson, Aberg et al., 2002; Hoshaw, Malberg et al., 2005),
efeitos também observados em tratamento com antidepressivos
(Hoshaw, Malberg et al., 2005).

a Individuo em estado normal b Individuo em estado depressivo ¢ Individuo em tratamento
T = A

U &% Op =%
O )

Monoaminas
Glutamato
Outros sinais

Monoaminas
Glutamato
Outros sinais

Monoaminas
Glutamato
Outros sinais

(™ -C_-) Glicocorticoides

Figura Il: Mecanismos neurotroficos na depressio e a acgdo dos
antidepressivos. a. Demonstra um neurénio do hipocampo em um estado
normal, sadio. b. Em estado depressivo, ha diminuicdo na ‘“arborizagdo”
dendritica e na expressio de BDNF, possivelmente pela agdo de
glicocorticoides. c¢. Os antidepressivos produziriam efeitos opostos aos do
estado depressivo, sendo que os efeitos seriam, ao menos em parte, explicados
pela ativagdo da CREB, prevenindo o estresse no hipocampo e diminiuindo os
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sintomas depressivos. BDNF — fator de crescimento do encéfalo; CREB -
elemento de ligacdo a proteinas de resposta a molécula adenosina monofosfato
ciclico. Adaptado de (Berton e Nestler, 2006).

2.7 O EXERCICIO E FATORES NEUROTROFICOS

O exercicio, assim como os antidepressivos, tem a capacidade de
aumentar o numero de novos neurdénios em cérebros de adultos e, por
conseguinte incitar a uma melhora no humor. Tal fato foi demonstrado
por Van Praag e colaboradores (1999), os quais observaram um aumento
na neurogénse hipocampal em roedores com livre acesso a roda
voluntaria (Van Praag, Christie et al., 1999). Em adigdo, outros estudos
também demonstraram que a neurogénese em cérebro adulto pode ser
regulada tanto pelo estresse (Gould, Woolley et al., 1990),
envelhecimento (Kuhn, Dickinson-Anson et al., 1996), ambiente
enriquecido (Kempermann, Kuhn et al., 1997; 1998), além do exercicio
fisico (Van Praag, Christie et al., 1999; Van Praag, Kempermann et al.,
1999).

Kempermann e colaboradores observaram que animais
submetidos ao teste de memoria espacial, o water maze de Morris
(Morris, Garrud et al., 1982) demonstravam um aprendizado mais
rapido que seus respectivos controles, sugerindo que a melhora na
cognicdo se devia a formacao de novos neurdnios (Kempermann, Kuhn
et al., 1997). Em adi¢do, estudos demonstraram que apenas 10 dias de
corrida voluntaria na roda sdo suficientes para aumentar a neurogénese
em roedores (Persson, Naylor et al., 2004; Stranahan, Khalil et al.,
2006; Van Der Borght, Ferrari et al., 2006). Van Praag (2007) e outros
também ressaltam a associagdo do aumento da neurogénese hipocampal
em resposta ao exercicio ¢ a melhora na plasticidade sinaptica do
hipocampo (Trejo, Carro et al., 2001; Fabel, Tam et al., 2003; Kitamura,
Mishina et al., 2003; Overstreet, Hentges et al., 2004; Van Der Borght,
Havekes et al., 2007; Van Praag, Lucero et al., 2007).

Os mecanismos pelos quais o exercicio induz a neurogénese
também parecem estar relacionados com a concentragdo de fatores
troficos circulantes (Trejo, Carro et al., 2001; Campuzano, Barrios et
al., 2002; Cotman e Berchtold, 2002; Hunsberger, Newton et al., 2007).
Diversos estudos observaram aumentos na expressio de BDNF em
hipocampo de animais exercitados voluntariamente na roda (Neeper,
Gomez-Pinilla et al., 1995; Neeper, Gomez-Pinilla et al., 1996; Russo-
Neustadt, Beard et al., 1999; Widenfalk, Olson et al., 1999; Berchtold,
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Kesslak et al., 2001; Berchtold, Kesslak et al., 2002; Cotman e
Berchtold, 2002), e que esse aumento ocorria no giro denteado, no hilo e
na regiao CA3 do hipocampo. Em adi¢do as respostas no hipocampo,
foram também encontrados aumentos de mRNA de BDNF no cerebelo
e cortex cerebral (Neeper, Gomez-Pinilla et al., 1996).

Por outro lado, foi demonstrado que o aumento na proliferagao
celular no hipocampo e zona ventricular induzida pelo exercicio estava
relacionado com concentragdes elevadas do fator pro-angiogénico
VEGF (Asano, Kaneoka et al., 1998; Schobersberger, Hobisch-Hagen et
al., 2000; Jin, Minami et al., 2001; Fabel, Tam et al., 2003).

Finalmente, foi também evidenciado que as concentragcdes do
IGF-1, fator de crescimento semelhante a insulina, e Vgf, com fung¢des
pro-neurogénica, sdo também regulados positivamente apos o exercicio
(Carro, Nunez et al., 2000; Duclos, Gouarne et al., 2003; Hunsberger,
Newton et al., 2007).

2.8 O PAPEL DO EIXO HIPOTALAMO-PITUITARIA-ADRENAL
NA DEPRESSAO

Numerosos relatos na literatura tém demonstrado que individuos
com depressdo apresentam uma hiperatividade no eixo hipotadlamo-
pituitaria-adrenal (HPA) indicado principalmente por hipercortisolismo
(Sachar, Hellman et al., 1973; Carroll, Curtis, G. C. et al., 1976; Carroll,
B. J., Curtis, G. C. et al.,, 1976; Stokes, Stoll et al., 1984; Pfohl,
Sherman et al., 1985; Gold, Licinio et al., 1995). Esta situa¢do na
depressdo ¢ manifestada em diversos niveis, incluindo o
comprometimento no receptor de glicocorticoide mediado por feedback
negativo (Brown, Varghese et al., 2004), hiper-responsividade da
adrenal a circulagdo do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) (Parker,
Schatzberg et al., 2003) e hipersecrecio do fator de liberacdo
corticotrofica (CRF) (Nemeroff e Owens, 2002), um ativador
hipotalamico da liberagdo do ACTH da pituitaria (Nestler, Barrot et al.,
2002; De Kloet, Joels et al., 2005).

Diversas anormalidades metabdlicas também associadas com a
depressdo, tais como a resisténcia a insulina e obesidade abdominal,
podem, ao menos em parte, serem explicadas pelo aumento nas
concentragdes de glicocorticoides (Brown, Varghese et al., 2004; Evans,
Charney et al., 2005). Pacientes com a sindrome de Cushing, os quais
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apresentam altas concentragdes de cortisol circulantes, também
apresentam caracteristicas depressivas e atrofia de hipocampo (Nestler,
Barrot et al., 2002; Mcewen, 2007).

Algumas regides do cérebro parecem ser mais susceptiveis aos
efeitos de altas concentragdes de glicocorticoéides (Herbert, Goodyer et
al., 2006). Neste sentido, foi demonstrado que concentragdes elevadas
de glicocorticoides podem levar a uma redugdo nas taxas de proliferacao
celular na zona subgranular do hipocampo e gerar mudangas atroficas
nas sub-regides hipocampais (Mcewen, 2007). Tal fato pode contribuir
para a redug¢do do volume do hipocampo evidenciado na depressao
(Bremner, Narayan et al., 2000). Neste contexto, foi também observado
que os modelos animais de depressdao induzidos pela administragdo
prolongada de glicocorticoides induzem sintomas depressivos
(Casarotto e Andreatini, 2007; Gourley, Wu et al., 2008).
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poderiam explicar a depressao. As setas pretas indicam que, em resposta ao
estresse, o qual € percebido pelo cortex e amigdala, e transmitido ao hipocampo,
o horménio liberador de corticotropina (CRH) ¢ liberado, induzindo a glandula
pituitaria anterior a secretar corticotropina na corrente sanguinea. As setas
vermelhas mostram que o cortisol, por sua vez, induz a uma inibi¢ao no sistema
de retro-alimentagdao no hipotalamo e na pituitaria, suprimindo a producao de
CRH e corticotropina, respectivamente. Adaptado de (Belmaker e Agam, 2008).

2.9 MODULACAO DO EIXO HPA PELO EXERCICIO

Tem sido mostrado que a administragdo cronica de
antidepressivos aumenta as concentragdes de receptores de
corticosterdides, restaurando o feedback negativo do eixo HPA e
normalizando as concentracdes de cortisol e a fun¢do do eixo HPA
(Barden, 2004). Portanto, parece haver uma relacao entre estresse, niveis
elevados de glicocorticoides e depressdo. Nao somente o0s
antidepressivos como também o exercicio parece induzir estas
modificagdes no funcionamento do eixo HPA. Embora o exercicio
agudo de alta intensidade aumente as concentragdes dos hormonios de
estresse, corticotropicos e cortisol, o exercicio cronico (por exemplo, um
programa de treinamento em intensidade moderada por quatro
semanas), onde ha adaptagdo aos estimulos, atenua a reposta estressora
restaurando a atividade normal do eixo HPA (Sutton, Young et al.,
1969; Luger, Deuster et al., 1987; Mazzeo, 1991; Kjaer, 1992;
Stranahan, Lee et al., 2008). Em adi¢do, os efeitos do treinamento
indicam que, apos o final do exercicio, as concentracdes de cortisol em
individuos treinados alcangcam as concentragdes basais mais rapido que
em individuos nao treinados (Kjaer, 1992; Rudolph e Mcaley, 1995).

Estudos experimentais por outro lado, tem demonstrado que
animais que se exercitaram na roda de correr (exercicio voluntario)
apresentam melhoras na resposta adaptativa do eixo HPA (Droste,
Gesing et al.,, 2003; Droste, Schweizer et al., 2006; Droste,
Chandramohan et al., 2007), qualidade de sono, aumento na resisténcia
ao estresse (visualizados estes através de perfis de eletroencefalograma)
(Lancel, Droste et al., 2003), e na redu¢do do comportamento ansiolitico
quando comparados aos controles sedentarios (Binder, Droste et al.,
2004).
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2.10 A RELACAO ENTRE DESORDENS DEPRESSIVAS,
CITOCINAS E EXERCICIO

Citocinas sao pequenos polipeptideos, os quais foram
inicialmente descritos por exercerem uma funcdo imuno-regulatoria
(Akira e Kishimoto, 1992). Estudos recentes tém demonstrado a
participacdo destas na indug¢do de processos depressivos. Neste
contexto, foi demonstrado que em um grupo de individuos tratados com
a citocina IL-2 (interleucina-2) e interferon-o (IFN-a), 33% deles
desenvolveram sintomas depressivos (Raison, Capuron et al., 20006).
Além disso, também foram observadas alteracdes como concentragoes
elevadas de IL-1B e TNF-a no sangue e em tecido cerebral post-mortem
de individuos depressivos (Sluzewska, Rybakowski et al., 1995; Maes,
Bosmans et al., 1997; Maes, 1999; Mikova, Yakimova et al., 2001;
Tuglu, Kara et al., 2003). Em adi¢do, em um estudo com idosos, foi
identificado o aumento de marcadores inflamatérios no sangue pouco
antes do inicio da depressdao (Musselman, Miller et al., 2001). Esses
dados suportam a teoria postulada por Smith (Smith, 1991) e mais tarde
por Maes (Maes, Smith et al., 1995), na qual as citocinas induziriam a
depressao.

Alguns estudos em modelos animais também demonstraram o
papel das citocinas na depressdo. A administracdo sistémica de
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), o qual induz a expressdo de IL-1 e
outras citocinas pro-inflamatoérias no cérebro, foi responsavel pelo
decréscimo na preferéncia a sacarose em roedores, sendo que, quando os
animais foram tratados com antidepressivos antes do tratamento com
LPS, esse comportamento era prevenido (Laye, Parnet et al., 1994,
Quan, Stern et al., 1999). Ainda, foi observado que aumentos na
concentragdo da citocina IL-1B inibe a expressio do BDNF no
hipocampo de ratos apos isolamento social (Barrientos, Sprunger et al.,
2003).

Por outro lado, tem sido demonstrado que o exercicio tem a
capacidade de influenciar o sistema imune e parece ter um papel
importante na relagdo entre fung¢do imune e desordens depressivas.
Dados epidemiologicos sugerem uma relagdo inversa entre atividade
fisica e inflamagao em sujeitos saudaveis (Fallon, Fallon et al., 2001;
Geffken, Cushman et al., 2001; Abramson ¢ Vaccarino, 2002).

A liberacao de citocinas em resposta ao exercicio fisico difere da
classica resposta as infecgdes. O padrdo de liberacdo na circulacdo, apds
o exercicio, ¢ iniciado pelo aumento da IL-6 (Pedersen e Hoffman-
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Goetz, 2000), seguida pelas citocinas IL-la e IL-10 (Petersen e
Pedersen, 2005). Por sua vez, a IL-10 inibe a liberacdo das citocinas
pro-inflamatorias IL-1a, IL-1p ¢ TNF-o (Moore, O'garra et al., 1993;
Pretolani, 1999). Diversos estudos indicaram aumento de interleucinas,
como IL-6 e IL-10 em resposta ao exercicio fisico em humanos
(Ostrowski, Rohde et al., 1999; Ostrowski, Schjerling et al., 2000;
Steensberg, Van Hall et al.,, 2000; Ostrowski, Rohde et al., 2001;
Petersen e Pedersen, 2005). Além disso, foi demonstrado em humanos
(Starkie, Ostrowski et al., 2003) e em animais (Fiers, 1991) que o
exercicio pode suprimir a produ¢cdo de TNF-a induzida por endotoxinas.
O aumento das concentragdes sanguineas desta citocina inflamatoria
pode também ser prevenidas pelo aumento na concentracdo de
epinefrina induzida pelo exercicio fisico (Van Der Poll, Coyle et al.,
1996). Com excecdo a exercicios muito intensos, os quais sao de
natureza pré-inflamatoria, ndo estd bem clara qual intensidade de
exercicio que teria efeitos anti-inflamatorios (Ostrowski, Rohde et al.,
1999; Ostrowski, Schjerling et al., 2000; Petersen ¢ Pedersen, 2005).
Entretanto, os dados da literatura sugerem que exercicios aerobios, de
intensidade moderada, parecem induzir os efeitos mais promissores,
quando considerados os resultados anti-inflamatdrios e antidepressivos
(Pretolani, 1999; Frazer, Christensen et al., 2005).

2.11 TESTOSTERONA E NEUROPROTECAO

A testosterona ¢ um hormoénio esterdide sexual com diversas
fungdes. Além do seu conhecido papel no sistema reprodutor, esse
hormonio ¢ também conhecido por aumentar a massa muscular, fungao
sexual e libido, dentre outras agdes no sistema periférico (Kaiser e
Morley, 1994; Bialek, Zaremba et al., 2004). Em adigdo, ha muitas
evidéncias de efeitos positivos também no sistema nervoso central,
como na regulagdo do humor (Bagatell ¢ Bremner, 1996; Rubinow e
Schmidt, 1996; Seidman e Walsh, 1999) e principalmente no possivel
papel neuroprotetor da testosterona pela promog¢ao do desenvolvimento,
crescimento, maturacdo e diferenciacdo neuronal (Forger, Hodges et al.,
1992; Matsumoto, 1997; Stoffel-Wagner, 2001; Bialek, Zaremba et al.,
2004; Mukai, Tsurugizawa et al., 2006). A presenca deste hormdnio no
sistema nervoso central parece estar relacionada com a capacidade da
testosterona de atravessar a barreira hemato-encefélica e atingir regioes
cerebrais onde pode ser metabolizada (Igbal, Dalton et al., 1983;
Martini ¢ Melcangi, 1991; Pike, 2001); embora tenha sido descrita a
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sintese desta em algumas estruturas cerebrais, incluindo o hipocampo
(Mukai, Tsurugizawa et al., 2006).

Ha evidéncias de que a secregdo da testosterona aparece
diminuida em situagdes de humor depressivo (Seidman e Walsh, 1999).
Além disso, o comportamento depressivo tem sido um fenomeno
bastante associado a pacientes com hipogonadismo (Woodman e
Williams, 1996; Zitzmann, 2006), o que leva a concluir que existe uma
relacdo inversa bastante significativa entre as concentracdes de
testosterona e comportamentos depressivos. Em adigdo, sabe-se que a
testosterona modula as concentracdes de monoaminas no cérebro (Daly,
2001).

A relacdo entre as concentragdes de testosterona sanguineas € o
exercicio fisico ¢ bem conhecida (Hackney, Szczepanowska et al.,
2003; Kraemer, French et al., 2004). Sabe-se que o treinamento de
forca, por exemplo, usualmente leva a um aumento nas concentragdes
deste hormonio, criando um ambiente mais anabdlico no organismo
(Lucia, Chicharro et al.,, 1996; Kraemer, Hakkinen et al., 1999;
Grandys, Majerczak et al., 2008). Entretanto, ha divergéncias na
literatura em relagcdo aos efeitos do treinamento de endurance nas
concentracdes de testosterona (Remes, Kuoppasalmi et al.,, 1979;
Keizer, Janssen et al., 1989; Wheeler, Singh et al., 1991; Hoogeveen ¢
Zonderland, 1996; Hackney, Szczepanowska et al., 2003; Maestu,
Jurimae et al., 2005; Grandys, Majerczak et al., 2008). Vale ressaltar
que o principal fator responsavel por essas divergéncias parece ser a
intensidade do exercicio prescrito (De Souza e Miller, 1997), sendo que
o treinamento de intensidade moderada induz as maiores concentragoes
de testosterona no sangue (Remes, Kuoppasalmi et al., 1979; Keizer,
Janssen et al., 1989; Grandys, Majerczak et al., 2008).

Portanto, conhecendo-se os efeitos positivos da testosterona na
depressao (Giltay, Tishova et al.; Shores, Kivlahan et al., 2009; Zarrouf,
Artz et al., 2009), além da evidéncia de que o exercicio aerobio pode ser
um dos melhores tratamentos nao farmacoldgicos para essa desordem
(Frazer, Christensen et al., 2005), fica evidente a necessidade de
encontrar uma intensidade de exercicio aerdbio adequada para o auxilio
do tratamento anti-depressivo ou para a preven¢ao destas alteragdes do
humor (Viru, 1992).



25

2.12 TREINAMENTO FiSICO — PRESCRICAO E MODELOS DE
EXERCICIO

Muitos programas de treinamento visam produzir adaptacdes
metabolicas, fisiologicas e psicoldgicas que permitam ao atleta ter
melhor desempenho numa determinada modalidade de exercicio
(Mcardle, Katch et al., 1998). Entretanto, quando o objetivo do
treinamento ¢ a prevencdao das alteragcdes do humor, ou seja, que o
treinamento deve visar a saude mental ha a necessidade de se conhecer
e mensurar os indices fisioldgicos utilizados como referéncia para a
prescrigdao do exercicio, os que incluem frequéncia, intensidade, volume
¢ especificidade (Paffenbarger, Hyde et al., 1993). Neste contexto,
muitos parametros tém sido utilizados para a prescri¢ao das intensidades
do treinamento, bem como o consumo maximo de oxigénio (VO,max),
a frequéncia cardiaca (FC), a percepcdo subjetiva de esfor¢o e
principalmente as respostas do lactato sanguineo.

Tem sido crescente a utilizacdo de modelos animais de exercicio
para a simulagdo das condi¢oes de estresse e adaptacdo observadas em
humanos (Gondim, Zoppi et al., 2007). Os roedores sdo os animais
usados na maioria dos modelos experimentais preferidos pela facilidade
no manuseio, pelo tamanho, mas principalmente por responderem
positivamente ao exercicio (De Araujo, Papoti et al., 2007). Esta
resposta tem sido quantificada através da determinagdo das
concentragdes de lactato sanguineo ao exercicio (De Araujo, Papoti et
al., 2007).

No inicio do século XX o lactato foi identificado como um
indicador de atividade glicolitica (Boycott e Haldane, 1908; Hill, 1924)
e, mais tarde, a concentracao de lactato foi estabelecida como um forte
indicador da intensidade de exercicio (Hill, 1924). A resposta do lactato
ao exercicio € uma complexa interrelagdo entre formacao, distribuicao e
utilizagao do lactato em diversos tecidos (Brooks, 1986; Mader e Heck,
1986) e ¢ através dela que podemos identificar a transi¢ao metabdlica
entre os sistemas aerdbio e anaerdbio. Dentre os diversos protocolos, a
maxima fase estavel de lactato (MLSS — maximal lactate steady state) ¢
o protocolo considerado “padrdo ouro” para identificagdo dessa
transicao metabolica (Beneke, 2003). A MLSS ¢ definida como a mais
alta concentragdo de lactato sangiiineo a qual pode ser mantida por
maximo tempo sem que ocorra uma acumulacdo continua na
concentragdo de lactato sanguineo, ou seja, metabolismo
predominantemente aerobio (Billat, Sirvent et al., 2003). Para a
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confirmacdao ¢/ou identificacdo da intensidade de exercicio
correspondente a MLSS, Heck et al. (1985) propuseram que durante a
realizagdo de um exercicio continuo (tempo aproximado de 30 minutos),
a concentracdo de lactato no sangue nao aumente mais do que 1
mmo.IL" nos altimos 20 minutos de exercicio (Heck, Mader et al.,
1985).

Diversos estudos também foram realizados em roedores com o
intuito de identificar os indices fisiologicos relacionados a MLSS.
Inicialmente Pillis e colaboradores (Pillis, Zarzeczny et al., 1993)
identificaram o limiar anaerdbio em ratos; esse estudo pioneiro foi logo
seguido por diversos outros estudos onde os focos foram as possiveis
variagOoes decorrentes desse modelo e suas aproximagdes com outros
modelos humanos (Gobatto, De Mello et al., 2001; Marangon, Gobatto
et al., 2002; Voltarelli, Gobatto et al., 2002; Manchado Fde, Gobatto et
al., 2006; De Araujo, Papoti et al., 2007; Ferreira, Rolim et al., 2007,
Cunha, Cunha et al., 2009). Tem sido recente também a utilizacdo
desses modelos de exercicio com intensidades bem definidas, mas com
o objetivo de se estudar parametros bioquimicos, moleculares e
fisioldgicos em algumas situagdes patoldgicas (Papoti, De Almeida et
al., 2003; Andersen, Bignotto et al., 2004; Prada, Voltarelli et al., 2004;
Contarteze, Manchado et al., 2007).

3 METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DA PESQUISA

O presente estudo ¢ caracterizado, quanto a sua natureza, como
uma pesquisa aplicada, onde, de acordo com Thomas & Nelson (2002),
tende a remeter a problemas imediatos (Thomas e Nelson, 2002).

Em relacdo a abordagem do problema o estudo caracteriza-se
como uma pesquisa quantitativa. Conforme Gil (2010), a abordagem
quantitativa considera que tudo pode ser quantificavel, o que significa
traduzir em numeros opinides e informagdes para classificad-las e
analisd-las. Ja quanto aos objetivos, classifica-se como pesquisa
explicativa, pois visa identificar os fatores que determinam ou
contribuem para a ocorréncia de algum fenomeno (Gil, 2010).

Do ponto de vista dos procedimentos técnicos, classifica-se como
uma pesquisa empirica do tipo experimental a qual, segundo Gil (2010),
tem como finalidade testar hipoteses que dizem respeito a relagdes de



27

causa e efeito (Gil, 2010). Envolvem grupos de controle, selecdo
aleatéria e manipulagdo de variaveis independentes ¢ de controle. Tal
tipo de pesquisa torna-se importante na medida em que essa auxilia na
compreensao de fendmenos naturais como em processos fisiologicos.

3.2 ANIMAIS

Todos os procedimentos envolvendo animais foram conduzidos
conforme a Comissdo de Etica no uso de Animais (PP000420/CEUA)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), o qual por sua vez ¢
regido pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Foram empregados ratos Wistar machos adultos (200-250g)
obtidos do Biotério Central da UFSC e mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias Biologicas, UFSC,
onde permaneceram sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas, a uma
temperatura ambiental de aproximadamente 22 + 1 °C, com acesso livre
a agua e ragado para roedores (Nuvital, PR, Brasil). A partir do primeiro
dia dos experimentos os animais foram mantidos em caixas plasticas
individuais de 30 cm x 20 cm x 19 cm.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

1- Grupo controle sedentario (C);

2- Grupo sedentdrio + administracdo de dexametasona
(D);

3- Grupo submetido a exercicio fisico (E);

4- Grupo submetido a exercicio fisico + administra¢ao de
dexametasona (DE);

5- Grupo controle sedentdrio + administracdo de
fluoxetina (CF);

6- Grupo sedentario + administracdo de dexametasona +

administracdo de fluoxetina (DF).



28
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E: exercicio DF: dexametasona + fluoxetina

Figura IV: Esquema grafico do desenho experimental.

Como controle, foi realizado um experimento agudo, no qual os
animais foram divididos nos seguintes grupos:

7- Grupo controle sedentario (C);

8- Grupo submetido a exercicio fisico agudo (A);

9- Grupo submetido a exercicio fisico agudo incremental
(AD);

10- Grupo sedentario + adminstracdao de dexametasona (D);

11- Grupo submetido a exercicio agudo + administragao de
dexametasona (DA);

12- Grupo submetido a exercicio agudo incremental +

adminstracao de dexametasona (DAI);

Protocolos de
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a 4dgua Agudo

l l Grupos:
C: controle

60 63 64 65 A: exercicio agudo

69 7o>
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Figura V: Esquema grafico do desenho experimental do protocolo agudo.
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3.3 ADMINISTRACAO DOS FARMACOS

A dexametasona ¢ um glicocorticoide sintético que age como
anti-inflamatorio e i1munossupressor. Esta bem estabelecido que
concentragdes elevadas de dexametasona induzem comportamento
depressivo em animais (Stranahan, Lee et al., 2008). O protocolo
utilizado no presente estudo foi adaptado de Casarotto e Andreatini
(Casarotto ¢ Andreatini, 2007). O tratamento com dexametasona (Aché
laboratério; Guarulhos, SP, Brasil) teve inicio apds o primeiro teste
comportamental. Os animais dos grupos D, DE e DF receberam um
administragao didria subcutanea de dexametasona (1,5 mg / Kg; volume
médio administrado de 0,09mL), entre 8:00 e 8:30 horas da manha com
o objetivo de induzir uma resposta anedonica associada ao
comportamento depressivo. Em adicdo, para avaliar a desregulagcdao do
eixo HPA, as concentragdes de corticosterona foram determinadas por
radioimunoensaio como descrito (Cadore, Lhullier et al., 2008).

Os animais dos grupos F ¢ D receberam fluoxetina (Eli-Lilly and
Company; Indianapolis, IN, USA) via gavagem (10mg / Kg; volume
médio administrado de ImL) (Roche, Harkin et al., 2007), utilizado este
grupo como controle positivo. Em paralelo, os animais dos grupos C, E
e F receberam inje¢des diarias de salina (1mL / Kg).

3.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

3.4.1 Adaptagdo ao meio liquido

Os animais dos grupos E, e DE foram adaptados ao meio liquido
antes do treinamento. A adaptacdo foi realizada por quatro dias, em
piscina com 60x72x60cm com agua a 31+1°C, onde os animais ficaram
separados por canos de 25cm de didmetro. No primeiro dia, os animais
ficaram por 5 minutos em agua rasa. No segundo dia, 5 minutos com
agua em nivel maximo, obrigando os animais a nadarem, seguido por
mais dois dias, com incrementos de 5 minutos por dia, finalizando a
semana com 15 minutos de nado sem sobrecarga.
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3.4.2 Identificagdo da maxima fase estavel de lactato (MLSS)

Para a identificagdo da MLSS, sete animais foram submetidos
inicialmente ao protocolo de adaptacao ao meio liquido. Posteriormente,
foram submetidos a trés esforcos de nado, de carga constante, com
duragdo de 30 minutos, nos quais amostras de sangue foram obtidas a
cada 10 minutos para subsequente mensuragao das concentragdes de
lactato. Esses animais foram utilizados somente para esse proposito,
pois as coletas repetidas, somadas ao estresse de um teste submaximo,
poderiam influenciar no comportamento dos animais. Os testes foram
realizados em dias diferentes, com 48 horas de intervalo entre os
mesmos, de forma randémica € com sobrepesos correspondentes a 5, 7 e
8% da massa corporal. O critério utilizado para identificagcdo da MLSS
foi a mais alta intensidade na qual a variacdo da concentragao de lactato
foi igual ou menor que 1 mmol . L™, entre 0 10° e o 30° minuto, como
descrito previamente em humanos (Beneke, 2003). Para a analise das
concentragdes de lactato, foram coletados 25 uL de sangue, a cada 10
minutos de exercicio, através de um pequeno corte na por¢ao distal da
cauda do animal por punc¢do via capilar heparinizado. Esse sangue foi
colocado em tubos eppendorf com 50 uL de fluoreto de sodio 1%,
homogeneizado e o lactato foi mensurado em analizador especifico YSL
2700 (YSL 2700, Yellow Springs, CA, USA).

3.4.3 Protocolo de exercicio cronico — Treinamento de nado

O protocolo de exercicio cronico foi desenvolvido de acordo com
Gobatto et al. (2001) com algumas modificagdes (Gobatto, De Mello et
al., 2001). O treinamento consistiu de exercicios de nado (1h / dia, 5
dias / semana) durante 3 semanas, com um sobrepeso correspondente a
5% da massa corporal do animal. Essa sobrecarga correspondeu a
aproximadamente 70% da MLSS, ou seja, os animais realizaram o
treinamento em intensidade moderada, logo abaixo do limiar anaerdbio.
Em adicdo, os niveis de testosterona foram mensurados para assegurar a
intensidade do protocolo de treinamento e as possiveis adaptagdes em
resposta a esse protocolo de exercicio. Os niveis de testosterona foram
quantificados por radioimunoensaio (Cadore, Lhullier et al., 2008). As
amostras de sangue foram coletadas por pun¢do na veia sublingual, toda
semana, entre as 9:00 ¢ 10:00 horas da manha.
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3.4.4 Protocolo de exercicio agudo

O experimento agudo consistiu em um exercicio de nado, nas
mesmas condi¢cdes do protocolo cronico, mas com carga constante ou
incremental. Os animais dos grupos A e DA foram submetidos a esfor¢o
unico de 60 minutos de nado, com sobrepeso de 5% da massa corporal,
apos o periodo de quatro dias de adaptagdo a agua. Os animais dos
grupos Al e¢ DAI foram submetidos a esforco unico com cargas
incrementais. Inicialmente, o exercicio consistiu de 30 minutos de nado
com sobrepeso de 5% da massa corporal, seguido por incremento de 1%
de sobrecarga a cada 10 minutos, totalizando o exercicio com 60
minutos e sobrecarga de 8% da massa corporal, ou até a exaustdo do
animal.

3.5 AMOSTRAS E COLETAS DE DADOS

Tanto a experimentacdo quanto as analises bioquimicas foram
realizadas no Laboratério de Bioenergética e Estresse Oxidativo, Centro
de Ciéncias Biologicas, UFSC. As analises de lactato foram realizadas
no Laboratorio de Bionergética e Estresse Oxidativo, Centro de Ciéncias
Bioloégicas, UFSC; os niveis de corticosterona e testosterona foram
analizados no Laboratorio de Pesquisa do Exercicio, Escola de
Educagao Fisica, UFRGS.

3.5.1 Amostras

Amostras de sangue para andlise das concentragdes de
corticosterona e testosterona, no protocolo cronico, foram coletadas pelo
método da puncao via veia sublingual (Zeller, Weber et al., 1998). Para
isto, os animais foram anestesiados em ambiente adequado (capela) com
cetamina (80 mg / kg) / xilazina (20 mg / kg) por via intraperitoneal.

Para a determinacdo dos diferentes pardmetros bioquimicos e
histologicos os animais foram submetidos a eutandsia 24 horas apos o
término do protocolo de treinamento fisico (experimento cronico) e 1
minuto apdés o exercicio agudo (experimento agudo). Para isto, os
animais foram também anestesiados em ambiente adequado (capela)
com cetamina (80 mg / kg) e xilazina (20 mg / kg) por via
intraperitoneal e sacrificados por decapitacdo com guilhotina. O cérebro
foi rapidamente dissecado e preparado para as diferentes determinacoes.
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3.5.2 Parametro comportamental

O teste de preferéncia da sacarose (sucrose preference test —
SPT), utilizado para avaliar o comportamento anedonico, foi realizado
como descrito em Casarotto e Andreatini (Casarotto e Andreatini, 2007).
Os animais foram submetidos a exposi¢dao forcada a uma solucdo de
sacarose 1% por 48h, sendo que nesse periodo tal solugdo foi o Unico
liquido disponibilizado aos animais. Sempre antes da realizacdo dos
testes, os animais foram submetidos ao jejum por 16h.

Os SPTs foram realizados nas gaiolas dos animais (individuais),
onde foram colocadas duas garrafas idénticas (mesmo tamanho, cor e
bico) previamente pesadas; uma garrafa continha 4gua filtrada e a outra,
solucdo de sacarose 1%. Essas garrafas foram expostas simultaneamente
aos animais por 1 hora, e posteriormente foram pesadas. A diferenca
nos pesos das garrafas foi considerada como o consumo dos fluidos
pelos os animais. A soma dos consumos (4gua e solu¢do de sacarose
1%) foi considerada como soma total, e a preferéncia a sacarose foi
expressa pelo percentual de sacarose consumida relativa ao consumo
total, como a seguir:

% Preferéncia a sacarose = consumo de sacarose x 100/ consumo
total

Apds o teste, os animais recebiam novamente agua ¢ comida ad
libitum. Todos os testes foram realizados no mesmo horario e as
garrafas foram colocadas de modo aleatério nas gaiolas com o objetivo
de evitar uma possivel habituacao.

3.5.3 Medida do conteudo de mRNA de BDNF e IL-10

O isolamento de RNA total foi realizado a partir de amostras
hipocampais como descrito por Schito em colaboradores (Schito et al,
2001). A determinacdo da expressio de mRNA de BDNF e IL-10 foi
realizada por PCR quantitativa em tempo real — ABI Prism 7900
sequence detection system (Applied Biosystems, Foster City, CA) — com
a utilizagdo de SYBR Green PCR Master Mix apos a transcrigao reversa
de 1pg de RNA (HANSEN-SCHWARTZ et al., 2003).

Foram utilizados os seguintes primers: para 18S (normalizagdo
das amostras): 5'-CGTTGATTAAGTCCCTGCCCTT-3' (forward) ¢ 5'-
TCAAGTTCGACCGTCTTCTCA-3' (reverse); IL-10: 5’-
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GCCAAGCCTTGTCAGAAATGA -3’ (forward) e 5’-
TTTCTGGGCCATGGTTCTCT -3 (reverse); BDNEF: 5’-
AAGGCTGCAGGGGCATAGAC -3’ (forward) e 5’-
TGAACCGCCAGCCAATTCTC — 3’ (reverse).

3.5.4 Parametros histologicos

Apbs o término dos diferentes tratamentos in Vivo, os animais
foram perfundidos com solu¢do de para-formaldeido 4%.
Posteriormente, o cérebro foi removido, imediatamente imerso nesta
solugdo por 24 horas (processo de fixacdao), e desidratado em série
alcoolica crescente (1 hora em cada solugao alcodlica: 70%, 80%, 90% e
100%, este ultimo por duas vezes). Posteriormente, as pecas foram
imersas em solugdo alcodlica contendo xilol durante vinte minutos,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina em moldes apropriados.

Apos solidificagdo, os blocos de parafina foram removidos dos
moldes, aparados e acoplados ao micrétomo rotativo. As analises de
marcacdo imunohistoquimica de BDNF e 8-hidroxi-2‘-deoxiguanosina
(80hdG) foram realizadas em fatias hipocampais de 7 pwm como
previamente descrito na literatura (Katoh-Semba, Takeuchi et al., 1997).
Inicialmente, o anticorpo primario monoclonal anti-8OHdG (JalCA®;
diluicao 1:100) foi utilizado para identificar a oxidagdo ao DNA. A
imunoreatividade ao BDNF foi identificada com a utilizacdo de
anticorpo policlonal anti-BDNF (Chemicon®; dilui¢ao 1:1000), o qual
reconhece as formas pro-peptideo (pro-BDNF) e madura do BDNF.

As imagens das fatias de hipocampo marcadas (regioes CAl,
CA2 e CA3) foram obtidas com a utilizagdo de uma camera digital
(Nikon, Melville, NY, USA) conectada em microscopio de luz Eclipse
50i (Nikon, Melville, NY, USA) em objetiva de imersdo (aumento de
1000 x), com auxilio da graticula de Weibel (Weibels Graticule n°2), em
5-8 campos aleatorios. As analises de marcacao imunohistoquimica para
80OHdG e BDNF também foram realizadas em 5-8 campos aleatorios,
através da analise de densidade Optica, utilizando-se o software NIH
ImageJ 1.36b (NIH, Bethesa, MD, USA), ¢ os dados foram expressos
através da média da densidade Optica.
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3.6 TRATAMENTO ESTATISTICO

Inicialmente foram utilizados procedimentos da estatistica
descritiva (medidas de tendéncia central e dispersdo); em seguida a
normalidade das varidveis continuas foi verificada por meio do teste de
Shapiro-Wilk.

A andlise inferencial da estatistica foi realizada dependendo do
experimento. No experimento cronico, para as analises da massa
corporal e do SPT, foram realizadas andlises de variancia ANOVA de
trés vias para medidas repetidas (variaveis independentes: exercicio,
dexametasona e dias de vida; variaveis dependentes: massa corporal ou
%SPT). Os dados de concentragdes sanguineas de corticosterona e
testosterona, assim como contetido de BDNF e 8OHdG e as expressoes
de BDNF e IL-10 foram analisados através de analise de variancia
ANOVA de uma via seguidas por testes post hoc de Duncan quando os
valores de F foram significativos. Em adi¢do, para analise do SPT por
dia, quando comparados todos os grupos incluindo os com fluoxetina,
foi utilizado analise de variancia ANOVA de uma via também seguidas
por teste post hoc de Duncan.

Para o experimento agudo, a massa corporal foi analisada
utilizando-se analise de variancia ANOVA de duas vias para medidas
repetidas (varidveis independentes: grupos e dias de vida; variaveis
dependentes: massa corporal). Para as andlises de concentragdes
sanguineas de lactato e glicose, assim como para o SPT e total de
liquido consumido no SPT, foram realizadas analises de variancia
ANOVA de uma via seguidas por testes post hoc de Duncan quando os
valores de F foram significativos.

As analises estatisticas foram realizadas através do pacote
estatistico SPSS® (Statistical Package for the Social Sciences) versao
16.0 para Windows®, e as diferencas entre grupos foram consideradas
significativas quando P < 0,05 (IC=95%). Os resultados emergentes
deste estudo foram organizados em graficos confeccionados utilizando-
se o programa GraphPadPrism5®.
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4 RESULTADOS

O presente trabalho resultou na confeccdo de dois manuscritos,
sendo o primeiro um artigo de revisao sobre depressao e exercicio, € 0
segundo que contempla os resultados da presente investigagao.

Manuscrito 1: “Alterations Induced by Exercise and Their Impact
on Depressive Disorders”, publicado na Clinical Practice and
Epidemiology in Mental Health Neurobiological (Helmich, Latini et al.,
2010);

Manuscrito 2: “Molecular aspects involved in swimming exercise
training reducing anhedonia in a rat model of depression”, submetido a
Neuroscience em 4 de janeiro de 2011.

Os resultados a seguir correspondem aos organizados para a
submissdo no manuscrito 2.

4.1  EFEITOS DA ADMINISTRACAO REPETIDA DE
DEXAMETASONA NA MASSA CORPORAL E NAS
CONCENTRACOES SANGUINEAS DE CORTICOSTERONA

A figura 1A apresenta a redu¢do na massa corporal dos animais
dos grupos tratados com dexametasona, com diferengas significativas
em seis dias apds o inicio das administracdes de dexametasona,
mantidas até o final do tratamento. A andlise estatistica ANOVA de trés
vias para medidas repetidas mostrou efeito significativo das variaveis
‘dexametasona’ [F= 157,43; P < 0,001], ‘exercicio’ [F=4,38; P < 0,05],
¢ ‘dias de vida’ [F=81,81; P < 0,001]. Foi também observada interagao
entre ‘dexametasona’ ¢ ‘dias de vida’ [F=22,94; P < 0,001], ¢ entre os
dois tratamentos ‘dexametasona’ + ‘exercicio’ e ‘dias de vida’ [F=3,54;
P <0,001] (n=5 — 8 por grupo). Em adigdo, a figura também mostra que
o exercicio ndo foi capaz de evitar os efeitos da dexametasona na
redu¢do da massa corporal. Finalmente, os animais do grupo C
ganharam 60% de massa corporal desde o inicio do experimento e os do
grupo E, 49%, enquanto que os animais que receberam as
administragdes de dexametasona, grupos D e DE, apresentaram uma
reducao de 56% e 52% respectivamente.

Na figura 1B estd apresentada a desregulagdo do eixo HPA
induzida pelo tratamento com dexametasona. As concentracoes
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sanguineas de corticosterona foram significativamente reduzidas nos
grupos D e DE, enquanto que os grupos C e E apresentaram
concentragdes maiores que 230 ng/mL durante o experimento (ANOVA
[F(3,8)=16,38; P < 0,001]; dia 14

[F(3,8)=11,36; P <0,01]; dia 21: [F(3,9)=36,75; P <0,001]). Em adigao,
na figura 1C ¢ demonstrada a redugdo tanto na massa como na sintese de
colesterol das adrenais nos animais que receberam glicocorticoide
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Figura 1: Efeitos da administragdo repetida de dexametasona na massa
corporal (A), concentragdes sanguineas de corticosterona (B) e contetdo de
colesterol e massa das glandulas adrenais (C). A dexametasona (1,5 mg/kg) foi
administrada subcutanea e diariamente durante 21 dias, iniciada aos 67 dias de
vida dos animais. Foram encontradas redugdes significativas na massa corporal
a partir o sexto dia de administracao. As injecdes de glicocorticoide provocaram
desequilibrio no eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) através da redugdo na
sintese endoogena de corticosterona. C: controle; E: exercicio; D:
dexametasona; DE: grupo dexametasona + exercicio; F: fluoxetina; DF:
dexametasona + fluoxetina. ** P < 0,01, *** P < 0,001, quando comparados ao
grupo C. ## P < 0,01, ### P <0,001, relative ao grupo E.

4.2 EFEITOS DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO DE NADO
NAS CONCENTRACOES SANGUINEAS DE
TESTOSTERONA NOS ANIMAIS TRATADOS COM
DEXAMETASONA

O efeito positivo do treinamento fisico em aumentar as
concentragdes sanguineas de testosterona ¢ demonstrado na figura 2A. A
aplicagdo do protocolo de nado aumentou as concentragdes sanguineas
de testosterona nos animais do grupo E durante todo o treinamento
fisico (dia 7: [F(3,16)= 16,96; P < 0,001]; dia 14: [F(3,13)= 5,58; P <
0,05]; dia 21: [F(3,14)= 7,68; P < 0,01]). A adaptacdo ao protocolo de
treinamento pode ser observada pelo diminui¢do discreta, mas linear,
nas concentragdes desse hormonio [B= - 0,67; P < 0,05]. Por outro lado,
os animais do grupo DE apresentaram um aumento leve, mas nao
significativo, nas concentracdes de testosterona durante o experimento
(350 % no dia 21).
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Figura 2: Efeito dos protocolos de nado nas concentragdes sanguineas de
testosterona (A) e lactato (B). O treinamento que consistiu de nado de 1h / dia, 5
dias / semana, com sobrecarga de 5% da massa corporal em intensidade ~70%
da maxima fase estavel de lactato (MLSS), induziu a um aumento significativo
nas concentracdes de testosterona. Para a identificacdo da MLSS, 7 animais
foram submetidos a trés esfor¢os constantes (-e- 5, -m- 7, ou - A - 8% da massa
corporal) com duracdo de 30 minutos, nos quais as concentragdes de lactato
foram mensuradas a cada 10 min. A MLSS foi considerada como a mais alta
intensidade na qual o incremento nas concentragoes de lactato foi igual ou
menor a 1,0 mmol L-1 min-1, entre o 10° ¢ o 30° minuto. Os animais
apresentaram MLSS com 6,5 mmol L-1 de lactato com uma sobrecarga
equivalente a 7% da massa corporal. C: controle; E: exercicio; D:
dexametasona; DE: dexametasona + exercicio. * P < 0,05, *** P < 0,001,
comparados ao grupo C. ### P < 0,001, quando comparados ao grupo E, && P
< 0,01, comparado ao grupo DE.

A figura 2B apresenta a identificacdo da MLSS em protocolo de
exercicio de nado. Foi utilizada uma intensidade aerébia moderada para
os experimentos, sendo essa representada por uma sobrecarga de 5% da
massa corporal (aproximadamente 70% da MLSS), intensidade abaixo
do limiar anerébio. Os animais apresentaram MLSS em 6,5 mmol.L-1
de lactato com sobrepeso de 7% da massa corporal.

4.3  EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE
DEXAMETASONA NA MASSA CORPORAL E NAS
RESPOSTAS DO LACTATO E GLUCOSE APOS
PROTOCOLOS AGUDOS DE EXERCICIO FiSICO

A figura 3 mostra o efeito da administragio aguda de
dexametasona sobre a massa corporal, concentragdes de lactato e de
glicose. A figura 3A mostra que a administracdo de dexametasona



39

diminuiu significativamente na massa corporal dos animais dos grupos
tratados com dexametasona submetidos aos protocolos de exercicio
agudo, bem como no grupo sedentario. A analise estatistica ANOVA de
duas vias para medidas repetidas mostrou efeito significativo dos
‘grupos’ [F= 3,27; P < 0,05], e ‘dias de vida’ [F=90,80; P < 0,001]. Foi
também observada interag¢do entre as duas variaveis [F=6,63; P < 0,001]
(n= 3 — 4 por grupo).

Na figura 3B ¢ demonstrado o estado de anaerobiose induzido
pelo protocolo de exercicio agudo em intensidades ultrapassando a
MLSS. Como esperado, um unico esfor¢co de exercicio, com sobrecarga
de 5% da massa corporal durante 1 hora, sem adaptacdo, gerou
concentragdes médias de lactato de 4mmol/L no grupo A, enquanto que
nos animais tratados com dexametasona essas concentracoes foram
duplicadas [F(5,13)= 40,21; P < 0,001]. Esse efeito do glicocorticoide
nao foi observado nos animais submetidos ao protocolo de exercicio
agudo incremental (iniciado com intensidade correspondente a 5% da
massa corporal por 30 minutos, com incrementos de 1% da massa
corporal a cada 10 minutos, finalizando o exercicio em 1 hora ou até a
exaustdo). Um perfil similar foi encontrado nas concentracdes de glicose
provenientes da mesma amostra (Figura 3C). Os animais tratados com

dexametasona apresentaram uma diminui¢do na tolerancia a glicose
[F(5,13)=19,67; P <0,001].
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Figura 3: Efeito da administra¢do aguda de dexametasona na massa corporal
(A) e concentracoes de lactato (B) e glicose (C). As administragdes diarias e
subcutaneas de dexametasona (1,5 mg / kg) ocorreram durante 4 dias, iniciando
aos 65 dias de vida dos animais. Foi observada redu¢do significativa na massa
corporal apos dois dias de administracdo. C: controle; E: exercicio; D:
dexametasona; DE: dexametasona + exercicio; A: exercicio agudo; Al:
exercicio agudo incremental; DA: dexametasona + exercicio agudo; DAI:
dexametasona + exercicio agudo incremental. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <
0,001, quando comparados ao grupo C. As diferencas significativas entre os
grupos de exercicio agudo e exercicio agudo incremental estao apresentados na
figura como #P < 0,05, ## P <0,01, ### P <0,001.
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4.4  EFEITOS DAS ADMINISTRACOES CRONICA E AGUDA DE
DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO DEPRESSIVO,
ANEDONIA

A figura 4A mostra que o modelo de depressdao de dexametasona
utilizado no presente estudo, foi capaz de induzir um comportamento
depressivo nos animais apos trés semanas de tratamento, sendo que esse
efeito foi prevenido pelo treinamento fisico. ANOVA de uma via indica
que no dia 21, apos as administracoes de dexametasona, o grupo D
diferiu de todos os outros significativamente (dia 7: [F(3,18)= 0,68; P =
0,576]; dia 14: [F(3,18)= 1,57; P = 0,231]; dia 21: [F(3,18)=9,52; P <
0,001]), indicando um efeito benéfico e antagonista do treinamento
fisico no comportamento depressivo. Por outro lado, a menor
preferéncia pela sacarose ndo esteve relacionada com o consumo de
liquido, visto que a quantidad de liquido consumido por animal em
relagdo a sua massa corporal nao diferiu entre eles (Tabela 3). Em
adicao, a figura 4B apresenta um efeito similar no SPT quando foi
utilizado um antidepressivo cldssico, a fluoxetina (10 mg/kg massa
corporal/dia) (dia 7: [F(3,25)= 1,79; P = 0,174]; dia 14: [F(3,25)= 1,78;
P =0,177]; dia 21: [F(3,23)=5,37; P <0,01]). Ainda, a figura 4C indica
que a administracdo crénica de dexametasona (quatro dias) nao foi
capaz de induzir ao comportamento depressivo, anedonia.

Tabela 3- Efeito da administracdo repetida de dexametasona na razao
consumo liquido total (g*) / massa corporal animal (g)

C E D DE

7dias  0.08 £0.01 0.10+0.09 0.07 £0.03 0.11+£0.06
14 dias  0.05+0.00 0.06 +£0.01 0.06 £0.03 0.06 £0.02
21 dias  0.11+0.05 0.09 £0.07 0.06 £0.02 0.13+0.11

Média =+ erro padrao
* Densidade da 4gua 1 g.mL-1
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Figura 4: Efeito do treinamento fisico (A), administra¢do crénica de fluoxetina
(10 mg / kg; gavagem por 21 dias) (B) e exercicio fisico agudo (C) no
comportamento depressivo, anedonia, induzido pela administracdo repetida de
dexametasona (1,5 mg / kg). Os valores estdo em média + erro padrao (n =5 —
8). O teste de preferéncia a sacarose foi utilizado para mensurag¢ao da anedonia.
C: controle; E: exercicio; D: dexametasona; DE: dexametasona + exercicio; F:
fluoxetina; DF: dexametasona + fluoxetina; A: exercicio agudo; Al: exercicio
agudo incremental; DA: dexametasona + exercicio agudo; DAI: dexametasona
+ exercicio agudo incremental. Foram observadas diferengas significativas no
SPT apo6s 21 dias de administragao de dexametasona. * P < 0,05, *** P < 0,001,
quando comparados ao grupo C.
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4.5  EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE DEXAMETASONA
NAS CONCENTRACOES HIPOCAMPAIS DE BDNF
(FORMAS PRO- E MADURA) E IL-10

As figuras 5A e 5B apresentam os efeitos do treinamento fisico
na 1munoreatividade e expressio da neurotrofina BDNF. A
imunoreatividade para a proteina BDNF foi significativamente maior na
regido CA1 do hipocampo no grupo D, como mostrado na figura SA
[F(514)= 3,97; P < 0,05]. Em adi¢do, também foi demonstrado um
aumento significativo na expressdo génica do BDNF [F(s¢)= 6,28; P <
0,05] quando comparado ao grupo E, ambos relativos ao grupo controle
(Figure 5B-1). Esse efeito foi similar também no protocol de nado agudo
(Figure 5B-II [F(4,10)= 2,70; P = 0,09]). De forma semelhante, a
expressdo de IL-10 também foi elevada no hipocampo no grupo D, e
ambos protocolos, cronico e agudo (Figure 5C-I: [F(2,6)= 5,82; P <
0,05]; 4C-1II: [F(4,11)= 4,11; P < 0,05]. Como pode ser observado na
figura, o treinamento fisico previniu significativamente esse efeito.
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Figura 5: Efeito do exercicio no conteudo de BDNF (pré ¢ maduro) e IL-10 no
hipocampo de ratos expostos a dexametasona (1,5 mg / kg) cronica (21 dias) e
aguda (4 dias). Foi observado aumento na imunoreatividade do BDNF (pro e
maduro) na regido CA1 do hipocampo dos animais tratados com dexametasona
(A); aumento significativo também nas expressoes (mRNA) de BDNF e IL-10
nos animais expostos de forma cronica a dexametasona (BI; CI). O protocolo de
exercicio agudo foi capaz de induzir aumento na expressao de IL-10, mas sem
modificar a expressdo de BDNF nos animais tratados com dexametasona (BII;
CII) (ver detalhes em métodos). C: controle; E: exercicio; D: dexametasona;
DE: dexametasona + exercicio; A: exercicio agudo; Al: exercicio agudo
incremental; DA: dexametasona + exercicio agudo; DAI: dexametasona +
exercicio agudo incremental. * P < 0,05, quando comparados ao grupo C em
5A; * P <0,05, comparados ao grupo E em 5BI e 5BII; * P < 0,05, comparando
DA vs A e DAI vs Al Barras: 500 pm e 50 um no insert.

4.6  EFEITO DA ADMINISTRACAO REPETIDA DE
DEXAMETASONA NA OXIDACAO AO DNA

A figura 6 apresenta os efeitos do protocolo de treinamento de
nado no classico marcador de dano oxidativo ao DNA, a 80OHdG, no
hipocampo. Observa-se que o imunocontetdo de 8OHdG foi
significativamente maior nas regides CAl e CA2 no hipocampo dos
animais do grupo D. Além disso, a figura também demonstra que o
treinamento fisico foi capaz de previnir contra esse aumento (CAIL:
[F(3,27)=6,47; P <0,01]; CA2: [F(3,25)=5,94; P <0,01]).
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Figura 6: Efeito do exercicio na 8-hidroxi-2,-deoxiguanosina (80HdG) nos
animais tratados com dexametasona (1,5 mg / kg) por periodo de 21 dias. Foi
observada um aumento significativo no imunoconteudo de 8OHdAG nas regides
CA1l e CA2 do hipocampo de animais tratados com dexametasona, indicando
oxidagdo ao DNA (ver detalhes em métodos). C: controle; E: exercicio; D;
dexametasona; DE: dexametasona + exercicio. * P < 0,05, comparados ao grupo
C; # P < 0,05, comparando D vs DE. Barras: 500 pm e 50 um no insert.
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5 DISCUSSAO

A depressdo, caracterizada por humor depressivo, anedonia,
sentimentos de inutilidade, fadiga e pensamentos sobre morte e suicidio,
¢ um dos principais problemas de satide publica no mundo, devido a sua
associag¢dao com altas taxas de morbidade e mortalidade (Cassano e Fava,
2002; Nestler, Barrot et al., 2002; Parker, Schatzberg et al., 2003;
Moussavi, Chatterji et al., 2007; Chapman e Perry, 2008; Helmich,
Latini et al.,, 2010). Ha na literatura evidéncias que sugerem que O
exercicio pode servir como um tratamento tdo eficaz como a
psicoterapia e até mais eficiente que outras intervencoes
comportamentais para o tratamento de desordens do humor (North,
Mccullagh et al., 1990; Craft ¢ Landers, 1998; Blumenthal, Babyak et
al., 1999; Hoffman, Babyak et al., 2010). Em 1984, McCann ¢
colaboradores demontraram em um grupo de estudantes femininas, com
escores elevados no Inventério de Depressao de Beck, uma reducgao
significativa nesses escores de depressio apos dez semanas de
treinamento aerdbio (Mccann e Holmes, 1984). A partir desse estudo,
diversos outros demonstram os impactos positivos do exercicio na
depressao (Phillips, Kiernan et al., 2003; Duman, 2005). Em adi¢do,
esses estudos também demonstraram outras vantagens desta terapia nao-
farmacologica, incluindo baixo custo, efeitos positivos relacionados ao
desempenho atlético e risco cardiovascular, auséncia de efeitos
secundarios a depressdao e prevencao de episodios depressivos futuros,
além de outros. No entanto, o tipo do exercicio, assim como a
intensidade, volume e frequéncia, ndo foram descritos com detalhes, o
que provocou algumas divergéncias nos resultados. Sendo assim, o
presente estudo teve como objetivo investigar se o treinamento de nado
(21 dias) € um tratamento forte o suficiente para gerar efeitos positivos
sobre o comportamento depressivo em animais (modelo animal de
anedonia induzido por dexametasona).

No presente trabalho, o SPT foi utilizado como parametro para
mensuracao do comportamento depressivo em ratos € o desequilibrio do
eixo HPA, os quais foram induzidos através da administracdo cronica e
repetida de glicocorticoide sintético, dexametasona. Esse protocolo tem
sido utilizado em outros estudos para induzir anedonia em animais, um
dos sintomas necessarios para o diagnostico da depressdao em humanos
(Oei, Verhoeven et al., 1990; Association, 2000; Nestler, Barrot et al.,
2002; Willner, 2005). Os animais tratados com dexametasona
apresentaram uma perda de massa corporal severa, reducao na massa da
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glandula adrenal e no colesterol (precursor da corticosterona; figura S1)
¢ diminui¢do nas concentragdes plasmaticas de corticosterona,
caracteristicas frequentemente observadas em individuos depressivos
(Rannels e Jefferson, 1980; Willner, Moreau et al., 1996; Pignatelli,
Magalhaes et al., 1998; Parker, Schatzberg et al., 2003; Casarotto e
Andreatini, 2007; Feng, Rhodes et al., 2009; Garcia-Garcia, Elizalde et
al., 2009). Em adi¢do, o efeito da redugdo no sistema de
retroalimentacdo provocado pela continua e alta concentragdao de
dexametasona (comportamento depressivo) visto nos animais do grupo
D, suportam a teoria de que os corticosteroides tém um papel importante
na neurobiologia da depressdo. Nesse contexto, o modelo genético de
depressao recentemente caracterizado, no qual a retirada de um alelo do
receptor de glicocorticoide gera uma redugdo de 50% na quantidade
desses receptores, demonstrou que a neurogénese no hipocampo, uma
das principais estruturas cerebrais envolvidas nas desordens depressivas,
¢ reduzida quando uma condi¢do depressiva ¢ induzida (Kronenberg,
Kirste et al., 2009). Em adicdo, os tratamentos antidepressivos podem
normalizar a disfun¢dao no eixo HPA em pacientes com depressao, além
de aumentar os receptores de corticosteroides no cérebro, tanto em
animais como em humanos (Holsboer, 2000).

Os resultados do presente estudo demonstraram uma resposta
antidepressiva em animais expostos cronicamente a dexametasona, apos
realizarem um treinamento em intensidade abaixo do limiar anaerdbio
(MLSS). Esses animais demonstraram menor anedonia no SPT,
sugerindo que o exercicio aerdbio, mesmo para sujeitos em estado
depressivo, ¢ um tratamento com forca suficiente para induzir agdes
benéficas (Lawlor e Hopker, 2001). Em adi¢do, esse efeito ndo se deu
pela necessidade de maior consumo da solugdo de sacarose por parte dos
animais exercitados, devido as calorias gastas no exercicio, visto que a
razao liquido consumido / massa corporal foi similar entre os diferentes
grupos experimentais (Tabela 3). Entretanto, o impacto do exercicio
fisico observado no comportamento dos animais pdde ser considerado
um processo a longo prazo, visto que os efeitos benéficos foram vistos
apenas apoOs a terceira semana de treinamento, efeitos ndo observados
nos protocolos de exercicio agudo (uma sessao de nado por 1 hora com
sobrepeso de 5% da massa corporal ou uma sessdo iniciando com 5% da
massa corporal por 30 minutos, com incrementos de 1% de massa
corporal a cada 10 minutos, finalizando o exercicio em 1 hora ou até a
exaustdo; Figura S4). Em adi¢do, o efeito positivo do exercicio fisico
sobre o comportamento depressivo foi similar ao tratamento com
fluoxetina, corroborando com as modificacdes neuroplasticas induzidas
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pelos antidepressivos farmacoldgicos administrados cronicamente
(Berton ¢ Nestler, 2006; Hoffman, Babyak et al., 2010).

Os mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos positivos
do treinamento fisico observados no modelo de comportamento
aneddonico induzido por dexametasona, podem ser ligados com o
aumento nas concentracdes plasmaticas de testosterona, normalizagao
nas concentragdes de BDNF (formas madura e pr6o-BDNF) e no
conteudo de IL-10 e/ou inibi¢do da oxidacdo ao DNA no hipocampo
(imunoconteudo de 8OHAG). O aumento das concentragdes sanguineas
de BDNF ja foi bem descrita em humanos submetidos ao treinamento
fisico e em diferentes modelos experimentais (Duman, 2005; Duman e
Monteggia, 2006; Aguiar, Tuon et al., 2007; Aguiar, Speck et al., 2008;
Zoladz, Pilc et al., 2008; Grandys, Majerczak et al., 2009). Entretanto,
tais estudos nao discriminam claramente qual peptideo foi investigado,
como por exemplo pro-BDNF ou BDNF maduro. Nossos resultados
demonstraram um aumento significativo tanto na imunoreatividade ao
BDNF, como na expressao de BDNF no hipocampo, nos animais do
grupo D (tratados com dexametasona). Como o anticorpo utilizado
identifica ambas as formas dessa neurotrofina, € o aumento da expressao
génica de BDNF ¢ relacionada a sua forma pro desse fator neurotrofico,
concluimos que o aumento nas concentragdes de BDNF no hipocampo
estdo associadas com essa forma imatura da neurotrofina. Nesse
contexto, o BDNF ¢ sintetizado primeiramente por seu precursor, a
forma pr6-BDNF, o qual ¢ subsequentemente clivado tanto intracelular,
pelas pro-hormonioconvertases e/ou furinas, e extracelular através das
plasminas e metaloproteases, para gerar a forma madura do BDNF, a
qual se liga aos receptores TrkB (Mowla, Pareek et al., 1999; Seidah ¢
Chretien, 1999). A forma pro-BDNF ¢ conhecida por ligar-se ao
receptor de neurotrofina p75 (p75NTR), o qual estd localizado nos
axonios e na regido pré-sinaptica (Dougherty e Milner, 1999), assim
como, nas espinhas dendriticas na regido CA1 (Woo, Teng et al., 2005)
(regido do hipocampo com a maior oxidagdo ao DNA e contetido pro
mais maduro de BDNF, Figuras 5 and 4A, respectively). A ativagao da
p7SNTR tem sido implicada na apoptose, alongamento axonal e
transmissdo sinaptica (Dechant e Barde, 2002). Foi proposto
recentemente que o p7SNTR, via pro-BDNF, pode prejudicar também a
plasticidade sinéptica, facilitando a depressao de longa duragdo ao invés
de potenciacdo de longa duracao (Woo, Teng et al., 2005). Sendo assim,
ambas as formas do BDNF tem fung¢des distintas e opostas na regulacao
da morte e sobrevivéncia celular (Teng, Teng et al., 2005).
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Consequentemente, a clivagem do pro-BDNF ¢ um passo crucial
na neuroplasticidade e, um eventual desequilibrio nesse processo levaria
a uma inibi¢do no crescimento neuronal natural e redu¢ao na densidade
dendritica no hipocampo (Koshimizu, Kiyosue et al., 2009). Além disso,
foi demonstrado que a reducao no contetdo da forma madura de BDNF
incitava em um aumento na ingestdo de alimento, massa corporal e
atividade locomotora (Hayes, Towner et al., 1997; Ono, Ichihara et al.,
1997; Kernie, Liebl et al., 2000; Xu, Goulding et al., 2003; Sha, Xu et
al., 2007), e também em desenvolvimento de resisténcia a insulina,
caracterizado pela concentracoes elevadas de glicose, insulina e leptina
(Kahn, Hull et al., 2006; Sha, Xu et al., 2007), corroborando com a
tolerancia a glicose aumentada, assim como desequilibrio no
metabolismo oxidativo aerdbio, observado nos animais tratados com
dexametasona (Figura S3A e B). Portanto, nossos resultados
demonstraram que o protocolo de treinamento de nado foi capaz de
evitar o aumento do conteido de pr6-BDNF induzido pela
dexametasona. Além disso, os protocolos de exercicio agudo também
provocaram aumentos na expressao de BDNF, indicando que a sintese
dessa neurotrofina ¢ estimulada pelo exercicio fisico; entretanto, a
clivagem correta, quando modificada, levaria a uma diminui¢ao nos
efeitos de neuroplasticidade préprios do BDNF.

A expressao da IL-10 teve um perfil similar ao BDNF. Os niveis
dessa citocina inflamatoria foram significativamente aumentadas nos
animais tratados com dexametasona, tanto no modelo cronico como nos
modelos agudos de exercicio. Embora seja dificil correlacionar esta
alteragdo no hipocampo, tém sido descrito que o aumento nas
concentragdes de IL-10 no sangue ¢ um dos principais preditores de
mortalidade em condi¢gdes como infarto do miocéardio (Yip, Youssef et
al., 2007), trauma (Stensballe, Christiansen et al., 2009), sindromes
mielodisplasicas (Tsimberidou, Estey et al., 2008), dentre outras. Tal
dado poderia sugerir uma maior alteragdo no sistema imune como era
considerado para pacientes depressives, fato que possivelmente se
correlaciona com o comprometimento na clivagem do BDNF (Pang,
Teng et al., 2004).

Considerando que concentragdes sanguineas elevadas e cronicas
de glicocorticoides sdo capazes de induzir alteragdes atréficas em
subregidoes do hipocampo (Mcewen, 2007), contribuindo para as
reducdes no volume hipocampal visto em tecidos post-mortem de
pacientes depressivos (Bremner, Narayan et al., 2000), decidimos
investigar o percentual de oxidagdo ao DNA nos animais tratados com
dexametasona. Como visto na figura 5, os animais do grupo D
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apresentaram uma maior imunoreatividade a 8OHdG nas regides CAl e
CA2, enquanto que o exercicio pareceu ser um agente protetor em
potencial no grupo DE. Esses dados demonstram que o exercicio pode
ter um importante papel contra os danos no hipocampo causados pela
exposicdo aos glicocorticoides, e esse efeito benéfico, como
previamente sugerido, pode ser explicado pelas alteracoes na
plasticidade sinaptica, neurogénese e sinaptogénese (Castren, 2005), e
também pode estar relacionado com o aumento nas concentragdes de
testosterona no cérebro (Mukai, Tsurugizawa et al., 2006). Nesse
interim, a testosterone tém sido proposta como um fator neurotrofico
que teria uma fungdo protetora em situagdes como, por exemplo, dano
celular induzido pela administracdo de acido cainico (Bi, Broutman et
al., 2000; Azcoitia, Sierra et al., 2001; Bialek, Zaremba et al., 2004;
Nguyen, Jayaraman et al., 2010). Algumas evidéncias tém demonstrado
uma relagdo entre baixas concentracoes de testosterona (hipogonadismo)
e alta predisposicdo em desenvolver comportamentos depressivos,
doenga de Alzheimer, osteoporose, diabetes, doengas cardiovasculares e
obesidade (Shores, Sloan et al., 2004; Gold ¢ Voskuhl, 2006; Zitzmann,
2006; Rosario e Pike, 2008; Hintikka, Niskanen et al., 2009; Giltay,
Tishova et al., 2010). Em adicdo, outros estudos demonstraram os
efeitos positivos do tratamento com testosterona na depressao (Shores,
Kivlahan et al., 2009; Zarrouf, Artz et al., 2009; Giltay, Tishova et al.,
2010). Como apontado por Frazer e colaboradores, o exercicio fisico
aerobio e cronico (treinamento aerdbio), o qual eleva as concentragdes
sanguineas de testosterona, pode ser um dos melhores tratamento ndo
farmacologicos para a depressdo (ou terapia coadjuvante), sendo
dependente da sua intensidade (Frazer, Christensen et al., 2005).

Por fim, tém sido demonstrado que as concentragdes de BDNF no
cérebro podem ser reguladas positivamente pelas concentracoes desse
fator neurotréfico no sangue, sendo que o proprio BDNF também esta
envolvido na expressdao ¢ manutencao dos receptores androgenos no
cérebro (Yang e Arnold, 2000).

6 CONCLUSOES

e A administragdo repetida de dexametasona foi capaz de induzir
alteragdes relacionadas com os sintomas de depressio como
desequilibrio na massa corporal (perda), diminui¢ao nas concentragdes
de corticosterona e aumento na resposta aneddnica;
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e A desregulagdo do eixo HPA provocou um aumento exacerbado
na expressao de IL-10 no hipocampo, citocina que pode ser considerada
um preditor de morte celular;

e Um dos principais mecanismos responsaveis pelos efeitos
benéficos do exercicio pode ser atribuido ao aumento da testosterona e
da neurotrofina BDNF, sendo que o protocolo de treinamento aerdbio
utilizado, préximo da MLSS, parece indicar uma intensidade de
exercicio adequada para o tratamento da depressao.

Em resumo, nossos experimentos demonstraram que o
treinamento fisico foi o fator responsavel pela protecdo contra o
comportamento depressivo em ratos expostos a dexametasona. O
impacto depressivo do treinamento fisico no modelo de depressdo em
ratos, realizado em intensidade abaixo do limiar anerébio (MLSS) levou
a remissdo dos sintomas anedonicos, sugerindo que o treinamento fisico
poderia induzir a alteragdes biologicas similares as provocadas pelos
antidepressivos farmacoldgicos. Em adicao, tal protocolo de treinamento
pode proteger das alteragdes neuroquimicas induzidas pela
administracao cronica de dexametasona.

7 PERSPECTIVAS

e Padronizacdo e realizagdo de outros protocolos de exercicio,
com diferentes intensidades e volumes, a fim de se identificar o desenho
de exercicio mais apropriado para a prevengdo e tratamento da
depressao;

e Utilizagdo de outros protocolos de avaliagdo de
comportamentos depressivos além da anedonia;

e Avalia¢dao de mais parametros moleculares e bioquimicos, como
concentracoes de monoaminas, de citocinas, formas diferentes de
BDNF, dentre outras capazes de melhor elucidar os mecanismos
responsaveis pelos efeitos benéficos do exercicio na depressao.
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