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Introducao

1.INTRODUCAO

A continua geracdo e integracio de novos neurdnios no giro denteado,
estrutura que corresponde a principal via de entrada de informagdes no hipocampo e
que regula do fluxo de informagdes nesta estrutura nervosa, leva a ideia de uma
relacio entre neurogénese e memoéria. Embora essa relagio venha sendo
extensivamente investigada, os resultados sio ainda controversos, requerendo
estudos adicionais para se avaliar a contribuicio desses novos neurdnios para funcdes
cognitivas.

Neste trabalho, buscamos compreender a relacio temporal entre neurogénese
estimulada por atividade fisica e o aprendizado de tarefas dependentes do
hipocampo, apés o término do exercicio. Essa abordagem permitird avaliar os
beneficios gerados pelo exercicio fisico regular nas func¢Ges cognitivas e como os

mecanismos de plasticidade ativados pelo exercicio evoluem apés o final do mesmo.

1.1 Neurogénese adulta

1.1.1Uma perspectiva histérica

“In the adult centres, the nerve paths are something fixed, ended and immutable.
Everything may die, nothing may be regenerated.” Santiago Ramon y Cajal, 1928 pag. 750

No final do século XIX, utilizando técnicas de coloracio desenvolvidas por
Camilo Golgi, Ramén y Cajal (1928) estudou as diferentes fases de desenvolvimento
dos neurdnios em mamiferos, concluindo que n3o havia surgimento de novas células
no encéfalo adulto, além daquelas ji estabelecidas no periodo pré-natal. Entretanto,
no final do século XIX, alguns grupos relatavam figuras mitéticas no encéfalo adulto
(e.g., SCHAPER, 1897; LEVI 1898 apud MENINTI, 2010). Em 1912, Ezra Allen propés
a primeira evidéncia de que novos neurénios poderiam ser gerados no encéfalo de
ratos adultos, mostrando figuras mitéticas na parede dos ventriculos laterais de ratos
albinos com mais de 120 dias de vida (ALLEN, 1912). Esses relatos, contrarios is

. . ’ ~ . . 7 .
ideias preponderantes na época, ndo tiveram notoriedade uma vez que as técnicas
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disponiveis na época nio eram capazes de demonstrar com precisio que essas células
eram neurdnios propriamente ditos.

Desde entdo, a suposta “incapacidade” do cérebro adulto gerar novos
neurdnios tornou-se um dos principais dogmas da neurociéncia por quase um século.
No final dos anos 50, com o desenvolvimento do método da timidina tritiada ([H?]-
Timidina), que é incorporada ao DNA durante a fase S do ciclo celular, foi possivel
marcar células em divisdo e detecti-las com a técnica de autorradiografia. O primeiro
relato de geracdo de novos neurdnios utilizando essa técnica foi feito em ratos
neonatos com 3 dias de idade (SMART, 1961). Posteriormente, Joseph Altman e
colaboradores publicaram uma série de artigos relatando a ocorréncia de neurogénese
em vdrias estruturas cerebrais de ratos jovens e adultos, incluindo giro denteado do
hipocampo, bulbo olfatério e neocértex (ALTMAN e DAS, 1965; ALTMAN, 1966;
ALTMAN, 1969). Esse grupo foi o primeiro a descrever de geragio de células na
zona subventricular (ALTMAN e DAS, 1965a) e a descrever com detalhes o caminho
de migracdo para o bulbo olfatério, onde essas células se diferenciam em neurdnios
(ALTMAN, 1969). Entretanto, nessa época, esses resultados n3o reconhecidos;
alegava-se que nio havia evidéncias suficientes de que as células marcadas eram
neuroénios.

A questdo da neurogénese em idade adulta foi revista no final da década de 70
por Michael Kaplan e colaboradores que por meio de técnicas de microscopia
mostraram que as células marcadas com [H’]-Timidina incorporadas no giro
denteado e bulbo olfatério de ratos possuiam caracteristicas ultra-estruturais de
neurdnios, tais como dendritos e sinapses, o que nio é observado em astrécitos e
oligodendrécitos (KAPLAN e HINDS, 1977; KAPLAN e BELL 1984; KAPLAN,
1985). Considerando que o fenétipo celular foi baseado apenas em critérios
puramente morfolégicos e que marcadores imunohistoquimicos especificos para
neurdnios ainda n3o existiam, a maioria da comunidade em neurociéncia n3o aceitou
os resultados do grupo de Kaplan.

Fernando Nottebohn (NOTTEBOHN, 1981) demonstrou que um ntmero
substancial de novos neurénios era gerado no cérebro de candrios adultos (Serinus
canaria), sendo esse nimero dependente da sazonalidade: no periodo reprodutivo, em
que os animais aumentam e diferenciam suas vocaliza¢Ges para atragdo de parceiros,

ocorrem as maiores taxas de neurogénese (SADANANDA,2004)
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Heather Cameron e Elizabeth Gould fizeram a terceira redescoberta da
neurogénese em ratos adultos (GOULD e col., 1992; CAMERON e col., 1993). O
campo de pesquisa sobre neurogénese acelerou-se no inicio dos anos 1990 com a
introdugio da s-bromo-3’-deoxiuridina (BrdU), um anélogo sintético de timina, que é
captado pelas células durante a fase S da mitose, sendo desta forma, um marcador de
células em proliferacdo. As células marcadas com BrdU podem ser visualizadas por
técnicas de imunohistoquimica, e podem ser combinadas com marcadores neuronais
ou gliais para anélise fenotipica. Com o uso da técnica do BrdU diversos estudos em

. , A .
mamiferos confirmaram a neurogénese hipocampal adulta em roedores

(CAMERON e col., 1993; SEKI e ARAI, 1993; KUHN e col., 1996; GOULD e col.,
1998), e primatas nio-humanos e humanos (ERIKSSON e col., 1998; KORNACK e
RADIC, 1999). Presentemente, existem relatos de formacio de novos neurdnios em
quase todos os grupos de vertebrados, e em alguns grupos de invertebrados (e.g.,
LINDSEY e TROPEPE, 2006).

Cerca de 9ooo novos neurdnios sio gerados por dia no giro denteado de
roedores, contribuindo para aproximadamente 3,3% por més ou o,1% por dia da
populagio de células granulares (CAMERON e MCKAY, 2001). A taxa de
neurogénese hipocampal em macacos é aproximadamente 10 vezes menor
(KORNACK e RAKIC, 1999). Além disso, a taxa de neurogénese é menor em
macacos idosos e ha um decréscimo linear com a idade (LEUNER e col., 2007). Esse
declinio ocorre na meia-idade e é compardvel ao declinio encontrado em ratos e
camundongos (LEUNER e col, 2007). A neurogénese adulta hipocampal em
humanos foi mensurada post-mortem usando BrdU (ERICKSSON e col., 1998;
SPALDING e col., 2013) e Ki-67 (marcador endégeno de proliferacio) (REIF e col,,
2006).

Louis Manganas e colaboradores (2007) identificaram, por meio de técnicas de
imageamento in vivo, um biomarcador metabdlico para células progenitoras no
encéfalo de humanos. Esse biomarcador permitiu a deteccdo e quantificacdo de
células precursoras neurais, e mostrou que hd um declinio relacionado a idade de pré-
adolescentes (8-10 anos) até a fase adulta (30-35 anos). Esse declinio na atividade
proliferativa relacionado 4 idade é contundentemente paralelo ao declinio observado

em roedores e primatas.
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Recentemente, Spalding e colaboradores (2013) quantificaram a geragdo post-
mortem de novas células hipocampais em humanos com idade entre 19 e 92 anos
(N=s5), por meio de uma técnica de datagio de carbono 14. Esses autores mostraram
que cerca de 700 neurbnios sio adicionados a cada hipocampo por dia em seres
humanos adultos, correspondendo a um volume anual de 1,750 de neurénios numa
fracio de renovagio, com declinio modesto durante o envelhecimento. As taxas de
neurogénese hipocampal de humanos sdo compardveis com aquelas encontradas em
roedores. Uma vez que o hipocampo é uma regido reconhecidamente associada aos
processos de membdria, tem havido sugestdes de que a adi¢io de novos neurdnios

possa contribuir para o aperfeicoamento dessas fun¢des (GOULD e col., 1999;

KEMPERMANN e col., 2010).

1.2. Nichos neurogénicos

Para que um nicho neurogénico seja caracterizado é necessirio que além da
presenca de células precursoras imaturas haja um microambiente propicio para a
producio de novos neurdnios. Em mamiferos adultos, pelo menos duas regides
nervosas sio reconhecidamente classificadas como nichos neurogénicos, o sistema
olfatério e o hipocampo (GAGE, 2002; 2004).

No sistema olfatério, as células precursoras localizam-se na porgdo anterior da
zona subventricular na parede dos ventriculos laterais (ZSV), de onde migram pela
via de migracdo rostral (do inglés- rostral migratory stream ou RMS-Figura 1A) até o
bulbo olfatério, onde se diferenciam em interneurénios inibitérios granulares ou
periglomerulares (LOIS & ALVAREZ-BUYLLA, 1993; DOESTCH e col., 1999).

O hipocampo é uma estrutura do sistema nervoso central, localizado no lobo
temporal de cada hemisfério enceféilico, com alto grau de plasticidade, que estd
diretamente relacionado a funcSes de aprendizagem e memoéria, com base na
morfologia celular e projecdes de fibras, o hipocampo é subdividido em regides CA
(cornu anmonis), organizadas em subregides denominadas CA1, CA2, CA3, e CA4
(Figura1 A e B, painel direito) e Giro Denteado (GD).

O giro denteado é uma estrutura trilaminar dividido em a camada molecular
(relativamente livre de células e ocupada basicamente pelos dendritos das células

granulares em cesto e polimérficas), a camada granular (camada principal de células
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que tém corpos celulares pequenos e esféricos (8-12 um de didmetro) e tem sua
disposi¢do préxima) e a camada polimérfica (também chamada de hilo ou regido
hilar e onde se encontram as células musgosas).

Na regido hipocampal, as células progenitoras encontram-se na zona
subgranular do giro denteado (ZSG) ( Figura 1 painel B- painel esquerdo), local em
que iniciam sua diferenciagio e de onde, ao longo da primeira semana, migram para a
camada granular onde passam pelo processo de maturacio dando origem a células
granulares propriamente ditas, com sinapses funcionais (GAGE, 2002

KEMPERMANN e col., 2004; SERI e col., 2004; DUAN e col., 2008; DENG e col.,

2010).
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FIGURA 1- Nichos neurogénicos e circuitaria trissindptica. A) Desenho ilustrativo dos dois
principais nichos neurogénicos conhecidos no cérebro: a zona subventricular (ZSV) e o
hipocampo. B) Representagio das divisdes do hipocampo e camadas do giro denteado C)
Circuitaria trissindptica. Representagio esquemadtica da circuitaria trissindptica, que conecta o
cértex entorrinal (CE) ao hipocampo (GD, CA3 e CAI). A via de projecio excitatdria origina-se
no CE e chega a CA1 passando por GD e CA3 em série. De CAI1 estas projecdes chegam
novamente ao CE, principalmente através de relé no subiculo (nio representado em C).
Legenda: ZSG - zona subgranular do giro denteado; cg - camada granular; cm - camada
molecular; hi-hilo ZSV-zona subventricular RSM- via de migracio rostral CE - Cortex
Entorrinal. GD - Giro Denteado. Subiculo (SB). CA4-Area CA4 do corno de Ammon. CA3 -
Area CA3 do corno de Ammon. CAz - Area CA2 do corno de Ammon. CAr - Area CA1 do

corno de Ammon.
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Em adi¢do a essas duas regiGes, existem evidéncias de producio de novos
neurdnios em outras regides do encéfalo adulto (Figura 2), incluindo neocértex
(GOULD e col., 1999a; GOULD e col., 2001; DAYER e col., 2005), cértex entorrinal
(SHAPIRO e col., 2009), cértex piriforme (BERNIER e col., 2002); substincia negra
(BEDARD e col., 2006; LUZZATI e col., 2006), amidala (BERNIER e col., 2002;
FOWLER e col.,2002; AKBARI e col,, 2007; OKUDA e col., 2009), drea pré-ética
medial (MPOA) (AKBARI e col.,, 2007) e hipotdlamo (HUANG e col., 1998;
FOWLER e col., 2002; KOKOEVA e col., 2005; LEE e col., 2012; CHENG, 2013),
apesar de existirem relatos conflitantes (BENRAISS e col., 200; KORNACK &
RAKIC, 2001; EHNINGER & KEMPERMANN;, 2003; CHMIELNICKI e col,

2004).

Pré-frontal parictotemporal Giro Denteado, CA7

Neocortex

Estriado

\N

Bulbo o/dafa'/‘/n/,

Cortéx Piriforme

Amidala Hipotilamo  Substincia nggra

FIGURA 2. Desenho esquemitico de regides encefilicas onde ocorre o processo de
neurogénese. Em vermelho - regides canénicas de ocorréncia de neurogénese no
encéfalo de roedores adultos, a zona subgranular do giro denteado (ZSG) e a zona
subventricular (ZSV) onde sio encontradas células precursoras que migram para o
bulbo olfatério. Em rosa - 4reas sobre as quais hi relatos esparsos de neurogénese,
havendo, porém, controvérsias. Adaptado de Gould, 2008.
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1.3 Estagios da Neurogénese

A neurogénese adulta envolve a producio de novos neurdnios no encéfalo
adulto. O termo neurogénese refere-se a um processo complexo que se inicia com a
proliferacdo de células progenitoras, seguido pela diferenciacio, i.e., determinacdo do
fenétipo neuronal, maturacdo morfoldgica e fisiolégica para o desenvolvimento das
caracteristicas de funcionamento neuronal, e finaliza-se com a existéncia de um novo
neurdnio funcional e integrado a redes ja existentes (ver Figura 3). Os experimentos
da presente dissertacdo estdo focados na neurogénese hipocampal que ocorre na zona
subgranular do giro denteado. Portanto, ndo serd descrito em detalhes a neurogénese
que o ocorre na zona subventricular, embora boas revisdes estejam disponiveis
(MENINI, 2010; ALVAREZ-BUYLLA & GARCIA-VERDUGO, 2002; MING &
SONG, 2005).

Proliferacao

As células tronco-neurais (Neural stem cells ou NSC’s) do sistema nervoso
central (SNC) sdo um tipo especial de células somaticas que possuem capacidade de
auto renovagio, ou seja, capacidade de originar outra NSC com caracteristicas
idénticas, potencial para se diferenciar em mais de uma linhagem celular, e
capacidade de originar células funcionais nos tecidos derivados da mesma linhagem
(SOHUER e col., 2006). Esses tipo celular é classificados de maneira geral como
precursoras. Entretanto, a defini¢io de uma “verdadeira” célula tronco neural ainda é
incerta (ENCINAS & SIERRA, 2012).

No hipocampo adulto, as células precursoras do giro denteado tém o seu corpo
celular localizado na zona subgranular (ZSG) regido localizada entre o hilo e a
camada granular caracterizada por uma frouxa matriz extracelular. O primeiro
precursor celular foi descrito como um tipo de astrécito radial (SERI e col., 2001),
sendo atualmente conhecido como progenitor neural quiescente (PNQ) (ENCINAS
& SIERRA, 2012).

Evidéncias genéticas, bioquimicas e farmacolégicas sugerem que essas células
PNQ’s seriam tipos especiais de astrécitos que expressam proteina glial fibrilar 4cida

(GFAP- do inglés- glial fibrillary acidic protein) e nestina (Duan et al., 2008). E
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possuem como principal caracteristica funcional baixa taxa de divisio. Pensa-se que
devido a sua morfologia ramificada e i extensa penetracio por entre vasos
sanguineos, estas se dividam apenas raramente (KRONENBERG e col., 2003) e, que
quando o fazem, fazem-no assimetricamente, dando origem a outra célula

semelhante a si e ao segundo tipo de células, as células do tipo II ou C.
Diferenciacao e migracao

As células do tipo II ou C expressam nestina (filamento intermediario tipo
IV) e SOX2 (DUAN e col., 2008), e ndo mais expressam GFAP (KEMPERMANN
e col., 2004). Essas células sio mitoticamente ativas e atuam como progenitores
neurais amplificadoras (PNA) nome pelo qual sio identificadas (ENCINAS e col,,
2006). Menos de uma semana apés seu nascimento, as PNA’s param suas divisdes e
comecam a expressar marcadores de neurdnios imaturos e estender neuritos (futuros
axdnios e dendritos), sendo nessa etapa denominados de neuroblastos (ENCINAS &
SIERRA, 2012). E durante essa etapa de transicdo entre PNA e neuroblastos, que
mais de 609% das novas células morrem por apoptose e sio fagocitadas por microglia
(Figura 3) (SIERRA e col., 2010).

Esses neuroblastos pés-mitéticos possuem soma grande, redondo ou ovoide
com curtas extensdes citoplasmiéticas orientadas tangencialmente e um complexo
padrio eletrofisiolégico com caracteristicas claramente diferentes de astrécitos
(FILIPPOV e col., 2003). Eles ja ndo expressam nestina ou SOX2, mas comegam a
expressar molécula de adesio neuronal polissidlica (PSA-NCAM) (SERI e col,
2004). Esses neuroblastos sio subdivididos em duas subclasses, 3A e 3B, e ambas
expressam a proteina associada de microtdbulos, a doublecortina (DCX)
(ENCINAS & ENIKOLOPOV, 2008). Os neuroblastos do tipo 3A tém
prolongamentos apicais curtos e finos, enquanto neuroblastos do tipo 3B j4 possuem
caracteristicas de um neurdnio granular imaturo, incluindo processo radial
ramificado e proeminente que se estende através da camada granular e um fino
prolongamento para o hilo (SERI e col., 2004). Existem evidéncias que as células
progenitoras amplificadoras dividem-se dando origem a neuroblastos pés-mitéticos
tipo 3A que maturam dando origem ao estigio 3B para a formacio de um novo

neurdnio granular (SERI e col., 2004).
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Maturacao Neuronal

A diferenciacio pds-mitdtica é caracterizada pela expressio transitéria de
DCX e da proteina ligante de célcio Calretinina, e a expressio de Proteina Nuclear
Neuronal (NeuN), um marcador neuronal, e Calbindina ( KEMPERMANN, 2005).
A maior parte a formacdo axonal e dendritica ocorre durante esse periodo
(BRANDT e col, 2003; AMBROGINI e col.,, 2004), incluindo o aparecimento
transitério de denditros basais (RIBAK e col., 2004). O alongamento do axénio d4-se
imediatamente no periodo pés-mitético (HASTINGS & GOULD, 1999) e suas
conexdes para o Cornum Ammonis (CA), particularmente a regiio CA3, ocorre nos 4°.
a 102. dias seguintes (MARKAKIS & GAGE, 1999).

Para conclusdo da diferenciagio e maturacio neuronal completa, é condicio
sine qua non a integragdo sindptica dos novos neuroblastos (TOZUKA e col., 2005).
Os novos neurdnios passam por um processo estereotipado para integra¢io sindptica
na circuitaria existente (revisado por GE e col,, 2008). Durante os estdgios iniciais de
maturagio os neuroblastos sdo tonicamente ativados pelo neurotransmissor acido
gama  aminobutirico = (GABA) liberado  por interneurbnios  locais
(BHATTACHARYYA e col, 2008; GE e col, 2006), que ¢é seguido pelo
estabelecimento de conexdes sindpticas gabaérgicas e posteriormente glutamatérgicas
(ESPOSITO e col., 2005; GE e col., 2006; OVERSTREET-WADICHE e col., 2006b)
e sinapses eferentes projetando-se para a regido CA3 (Figura 1) (FAULKNER e col,,
2008; TONI e col., 2008).

Comparados a células granulares maduras, os novos neurdnios exibem alta
plasticidade sindptica durante estdgios especificos do desenvolvimento (GE e col.,
2008; SCHMIDT-HIEBER e col., 2004). Sete semanas apés a divisdo, os novos
neurdnios exibem propriedades eletrofisiolégicas de neurbénios maduros, como
disparo de potenciais de agdo (revisado por MONGIANT & SCHINDER, 20m),
podendo ser finalmente integrados & circuitaria hipocampal. As células nio
recrutadas para maturagio sdo eliminadas por apoptose (ZHAO e col., 2006; DAYER

e col., 2003).
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FIGURA 3. Representacdo esquematica da neurogénese adulta hipocampal: A)
Est4gios do processo de neurogénese. Progenitores neurais quiescentes (PNQ) atuam
como células-tronco dividindo-se assimetricamente e dando origem a progenitores
neurais amplificadores (PNA) que proliferam rapidamente antes de entrar no
processo de apoptose ou diferenciar-se em neuroblastos. Esses neuroblastos passam
por um estigio de neurbnios imaturos antes de se integrarem A circuitaria
hipocampal como um neurdnio granular maduro. B) Resumo dos principais
marcadores de desenvolvimento neuronal expressos durante a neurogénese pés-natal,
os marcadores sinalizados em vermelho foram utilizados nesse trabalho.
Abreviagdes: ZSG - zona subgranular do giro denteado; cg - camada granular; cm -
camada molecular.
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1.4.Regulacao da neurogénese

A neurogénese no encéfalo adulto pode ser regulada por fatores intrinsecos e
extrinsecos. H4 na literatura um crescente niimero de estudos mostrando o impacto
desses fatores na neurogénese (Tabela 1).

O processo de neurogénese é dinamicamente regulado por muitos estimulos
fisiolégicos. Por exemplo, o envelhecimento leva a uma reducgdo dréstica da
proliferagio celular na ZSG e ZSV (revisado por ROSSI e col.,, 2008); outro
importante regulador negativo neurogénese adulta é a inflama¢io induzida por
lesdes, doengas neurodegenerativas e irradiagio (revisado por CARPENTIER &
PALMER, 2009).

Fatores dinimicos podem afetar diferentes estigios do processo de
neurogénese, incluindo expansio (proliferacdo), diferenciagio (i.e. neuronal wvs.
glial), e sobrevivéncia. Cada estigio da neurogénese adulta pode ser regulado por
estimulos diferentes e cada estimulo pode atuar em multiplos alvos. Além disso, o
impacto na rede de neurogénese quase sempre resulta diferentes combinacdes de
efeitos nos estigios individuais do desenvolvimento neuronal e da interacdo de
diferentes fatores. Em geral, a regulacio da neurogénese adulta por estimulos
externos é complexa e o efeito depende do tempo, da dose / duracdo, paradigmas
especificos, modelos animais (idade, sexo, linhagem), e métodos de anilise.

Nesse tépico serd enfatizada a agdo modulatéria do aprendizado e atividade

fisica na neurogénese hipocampal.
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Tabela 1. Alguns fatores que modulam a neurogénese hipocampal

Fator

Enriquecimento ambiental

Fatores de crescimento BDNF

EGF

FGF-2

IGF-1

VEGF

Hormédnios Corticosterona

Estrogénio

Testosterona

Isquemia Isquemia

Corrida em esteira
voluntaria

Atividade fisica

Corrida em esteira
forcada

Odor de predador

Psicosocial

Restricdo

Isolamento social

Restri¢do calérica

Dieta hipercaldrica

Efeito

Introducao

Referéncias

Kempermann e col., 1997

Pencea e col., 2001

Kunh e col., 1997

Kunh e col., 1997

Alberg e col., 2000

Jin e col., 2002

Cameron e col., 1994

Tanapat e col., 1999

Brannvall e col., 2005

Takagi e col.,1999
Van Praag e col., 1999

Uda e col., 2006

Tanapat e col., 2001
Gould e col, 1997

Pham e col., 2003

Lu e col., 2003

Kumar e col., 2009

Lindqvist e col., 2006
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Atividade fisica

Roedores expostos a uma roda de atividade em sua gaiola usam essa
oportunidade para se exercitar durante seu periodo ativo. Camundongos e ratos
chegam a correr de um a oito quildmetros por noite, sendo esse montante de
atividade estimado como um reflexo da atividade fisica natural (KEMPERMMAN,
2010).

Diversos estudos demonstram que atividade fisica é um indutor robusto do
aumento da neurogénese no giro denteado em animais jovens, adultos e idosos
(KEMPERMANN e col., 1998; VAN PRAAG e col., 1999a, 1999b; TREJO e col.,
2001; RA e col., 2002; KIM e col., 2007; NAYLOR e col., 2005; WOLF e col., 2006;
KRONENBERG e col., 2003; 2006; BICK-SANDER e col., 2006; STEINER e col.,
2008; WU e col., 2008; FABEL & KEMPERMANN, 2008; KANNANGARA e col,,
2010; KOHMAN e col., 2012). Supreendentemente, a atividade fisica voluntaria ndo
exerce qualquer tipo de influéncia na neurogénese do sistema olfatério (BROWN e
col., 2003).

A atividade fisica tem um efeito pro-proliferativo agindo primeiramente
sobre os progenitores neurais amplificadores (células tipo II) do hipocampo (Figura
4) (KRONENBERG e col., 2003; STEINER E COL., 2008). Existe um efeito nio-
independente presumivel nos estigios subsequentes do desenvolvimento neuronal,
envolvendo a promogio de sobrevivéncia. Mesmo quando o efeito da proliferacio
retorna a niveis basais, a populagio de células positivas para DCX continua a
aumentar (KRONENBERG e col., 2003).

O efeito da atividade fisica na fase de proliferacio nio é necessariamente
refletido na neurogénese; i.e., na auséncia de um estimulo apropriado para a

sobrevivéncia, presumivelmente esse potencial ndo serd traduzido em aumento de

neurogénese (KEMPPERMAN; 2010).
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Figura 4. Efeito da atividade fisica na neurogénese adulta hipocampal. A
atividade fisica ndo induz alteragSes nos progenitores neurais quiescentes (PNQ),
mas leva a uma expansdo dos progenitores neurais amplificadores (PNA) e pode ter

efeito em neuroblastos que expressam doublecortina.
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Aprendizado

O aprendizado é o processo de aquisi¢do de informacSes provenientes do
ambiente e de representacdes enddgenas, enquanto memoria é o processo pelo qual
essas informacdes sdo codificadas e armazenadas, sendo posteriormente, conforme a
necessidade, decodificadas e utilizadas.

O hipocampo exerce papel fundamental para a consolidacio de memdrias
declarativas em todas as espécies de mamiferos (Squire & Zola, 1996). Diversas
tarefas comportamentais que sdo utilizadas para anélise do efeito modulatério do

aprendizado no processo de neurogénese sio hipocampo-dependentes (Tabela 2).

Tabela 2. Tarefas comportamentais utilizadas para avaliar os efeitos do aprendizado

na neurogénese (KEMPERMANN | 2010).

Fungio alvo Tarefas
Dependentes da Labirinto Aquatico de Morris (plataforma submersa)
funcio hipocampal  Espaciais

Labirinto de Barnes
Labirinto Radial

Reconhecimento de objetos
N3o espaciais Condicionamento de medo ao contexto

Independentes da Labirinto Aquatico de Morris (Plataforma visivel)
funcio hipocampal

Esquiva ativa

O primeiro relato de modula¢io do processo de neurogénese pelo aprendizado
foi feito por Elizabeth Gould e colaboradores, em 1999. Nesse estudo, BrdU foi
utilizado para marcar células em divisdo uma semana antes do inicio dos testes
comportamentais. Ratos treinados no labirinto aquitico de Morris, uma tarefa de
memoria espacial dependente da funcdo hipocampal, exibiram maior ndmero de

novos neurdnios no giro denteado. Em ratos jovens a taxa de proliferagio celular é
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maior em relacio ao nimero de neurdnios imaturos que sobrevivem até a
maturidade. Uma grande quantidade de novos neurénios imaturos morre durante as
duas primeiras semanas pés-mitose (CAMERON e col., 1993). Entretanto, Elizabeth
Gould e colaboradores (1999) demonstram que o aprendizado de tarefas dependentes
do hipocampo é capaz de “resgatar” essas células do processo de apoptose,
promovendo aumento da sobrevivéncia e incorporagio dessas na circuitaria do giro
denteado.

Esse estudo pioneiro proporcionou evidéncias convincentes da interagio entre
o aprendizado e a neurogénese adulta, dando suporte a idéia de um possivel papel
funcional dos novos neurdnios na memoéria (ver adiante). Diversos estudos
posteriores mostraram que o aprendizado de diferentes tarefas dependentes do
hipocampo leva ao aumento da neurogénese e da sobrevivéncia dos novos neurénios
(LEMAIRE e col., 2000; AMBROGINI e col., 2000; SHORS e col., 2005
DOBROSSY e col., 2003; HAIRSTON e col., 2005; OLARIU e col., 2005; LEUNER
e col,, 2006; DUPRET e col, 2007), ao passo que a aprendizagem de tarefas
independentes do hipocampo nio alteraria o niimero de novos neurbénios na mesma
regido (GOULD e col., 1999; SHORS e col., 2001; VAN DER BORGHT e col., 200s;
revisado por DENG e col., 2010).

Existem controvérsias sobre o efeito do aprendizado na regulagio da
neurogénese, notadamente a respeito da aprendizagem espacial. Enquanto alguns
estudos apontam que o aprendizado espacial possui efeito na sobrevivéncia de novos
neurdnios (AMBROGINI e col., 2000; HAIRSTON e col., 2005; EPP e col., 2007,
2010, 2011), outros estudos referem-se a uma reducio do ntimero de novos neurdnios
no giro denteado (DOBROSSY e col., 2003; AMBROGINI e col., 2004; MOHAPEL
e col., 2006; EPP e col., 2011). Existem ainda relatos de que o aprendizado nio teria
qualquer efeito na sobrevivéncia desses novos neurénios (DOBROSSY e col., 2003;
EHNINGER & KEMPERMANN, 2006; MOHAPEL e col.,, 2006; VAN DER
BORGHT e col., 2006; DUPRET e col., 2007).

A falta de resultados consistentes nos estudos descritos acima sugere que
embora a aprendizagem espacial possa influenciar positivamente a sobrevivéncia dos
novos neurdnios, esse efeito nio deve ser considerado universal. E possivel que
existam condi¢bes em que a sobrevivéncia de novos neurdnios seja maior, ao passo

que em outras condi¢des esse efeito de sobrevivéncia é reduzido ou nio é afetado.
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Uma anélise desses estudos revela uma variedade de diferencas
metodolégicas que poderiam explicar os resultados diferentes, entre eles, a idade dos
neurdnios imaturos no momento de exposi¢do a aprendizagem espacial, a espécie /
linhagem de animal empregado, os protocolos de inje¢do de BrdU , as diferengas de
género e tipo de paradigma de aprendizado empregado, entre outros (EPP e col.,
2007; 2010; 2011; GARTHE e col., 2009; CHOW e col, 2012).

Um aspecto importante a ser considerado nesse tipo de estudo é o curso
temporal envolvido na produgio de células e sua relagio com mudangas na
capacidade de adquirir novas informagdes. Por exemplo, novos neurdnios podem ser
criticos para o aprendizado apenas quando sio maduros e integrados em uma rede
neural pré-existente. Muitos estudos tém investigado a incorporagio funcional de
neurdnios imaturos no hipocampo por meio da expressio de genes de expressio
imediata (IEG), usados como marcadores da atividade neuronal (RAMIREZ-
AMAYA e col., 2006; KEE e col., 2007; TASHIRO e col., 2007). O processo de
integracdo e ativagdo envolvendo uma tarefa espacial parece levar entre 4 e 8
semanas para ser completado (KEE e col., 2007; OVERSTREET e col., 2004; VAN
PRAAG e col., 2002 SNYDER e col., 2009), sendo este tempo de maturagio varidvel

para diferentes espécies de roedores (SNYDER e col., 2009).

1.5. Possiveis funcdes da neurogénese

hipocampal

Imediatamente apds a descoberta da neurogénese hipocampal adulta, foi
proposto que ela pode determinar mudangas comportamentais, tanto no que tange ao
aprendizado e membéria, quanto em relacio a fun¢des emocionais (ALTMAN &
DAS, 1965; CAMERON e col.,, 1994; GOULD e col, 1999). Considerando que
mudancas permanentes na expressio dos genes codificam memérias de longo prazo,
e que a aquisi¢do destas memdrias sio em dultima instancia uma etapa final e
irreversivel da diferenciagdo celular, entio o neurdnio inteiro, nio apenas a sinapse,
pode ser considerado uma unidade de aprendizagem e o nimero de neurdnios
disponiveis para o armazenamento de novas memorias de longo prazo seria
inversamente relacionado com o nimero de memodrias previamente adquiridas

(BARNEA, 2009). Esse mecanismo remete a uma funcio importante da neurogénese
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sobre o aumento da capacidade de aprendizado e armazenamento de novas
informacdes.

Embora ainda em fase de intenso debate, anilises envolvendo os niveis
celular, de circuitos, sistemas e de comportamento tém gerado, ao longo dos tltimos
anos, evidéncias de contribui¢des criticas dos novos neurdnios para as fungdes
hipocampais (DENG e col., 2010; LAZARINI & LLEDO, 2011; AIMONE e col., 20155
SAHAY e col., 2011).

No nivel celular, os novos neurbénios apresentam propriedades especiais que
sdo distintas dos neur6énios maduros. Quando sinapticamente conectados os novos
neurdnios exibem hiperexcitabilidade e aumento da plasticidade sindptica de suas
aferéncias glutamatérgicos durante um periodo critico de maturagio, o que pode
permitir que os novos neurbnios recentemente integrados contribuam para o
processamento de informacdes. No nivel de circuitos, esses novos neurdnios sio
responsaveis por determinadas propriedades especiais do circuito local (SNYDER;
2001; SCHMIDT-HIEBER e col, 2004; GE e col, 2008;). Impedimento da
neurogénese leva a diminui¢do da amplitude da resposta evocada pela via perfurante
(LACEFIELD e col., 2010).

No nivel de sistemas, uma série de modelos computacionais da neurogénese
adulta tem fornecido pistas de como a adi¢do de novos neurdnios pode alterar
propriedades de redes neurais e tém sugerido papéis distintos para os novos
neurdnios em diferentes estidgios de maturagio neuronal (AIMONE & GAGE, 201m).

No nivel comportamental, vérias condi¢ées que diminuem a neurogénese no
giro denteado em roedores sio associadas com déficits de aprendizado. Isso inclui
estresse, niveis elevados de glicocorticdides, e envelhecimento (DRAPEAU e col.,
2003; MONTARON e col., 2006;). Reciprocamente, condi¢des que aumentam a
neurogénese, como enriquecimento ambiental e atividade fisica, tendem a aumentar
o desempenho de tarefas dependentes do hipocampo (KEMPERMANN e col., 1997;
VAN PRAAG e col., 1999; 2005). H4 também intimeros estudos que ndo encontram
correlacio ou encontram correlacio negativa entre neurogénese e aprendizado
(LEUNER e col., 2006). Entretanto, é importante ressaltar que a correlagdo positiva
entre o nimero de neurbnios e o desempenho de aprendizado nio implica

necessariamente numa relacdo causal.
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Uma questdo a ser considerada é que a linha de tempo para a alteragdo na
producdo de células pode nio corresponder diretamente a mudancas nas habilidades
de aprendizado. Por exemplo, parece improvéivel que a produgio de novos neurénios
possa ter um efeito imediato no processo de aprendizado, porque as células
provavelmente requerem certo nivel de diferenciagio para ter impacto no
comportamento. Além disso, deve-se considerar também o fato que muitos fatores
que afetam a neurogénese alteram outros aspectos da estrutura cerebral, como a
arquitetura dendritica e o numero de sinapses. Essas alteraces também estio
relacionadas com o aprendizado dependente do hipocampo, assim torna-se dificil
interpretar a correlagio entre novos neurdnios e aprendizagem.

Uma metodologia direta para avaliar as implica¢des funcionais dos novos
neurdnios para funcio hipocampal é através da ablagio seletiva da neurogénese
(Tabela 3). A ablagdo de progenitores neurais tem sido atingida farmacologicamente
pela administracdo sistémica de agentes anti-mitdticos como acetato de
metilazoximetanol (MAM; BRUEL-JUNGERMAN e col., 2005; SHORS e col.,
2001). A irradiacdo ionizante aplicada focalmente é outro método bastante utilizado
para ablacdo da neurogénese (BAYER & ALTMAN, 1975; MOREIRA, MOREIRA,
BUENO e XAVIER, 1997; SANTARELLI e col.,, 2003; SAXE e col., 2006;
WINOCUR e col., 2006; CLELLAND e col., 2009).

Ambos os métodos podem induzir efeitos nio especificos no desempenho da
funcdo cerebral aumentando as chances de resultados falsos positivos. A presenca
desses vieses levou ao desenvolvimento de novos modelos de ablagio genética, que
podem ser utilizados para eliminar células progenitoras ou novos neurdnios ou torna-
los disfuncionais (SAXE e col., 2006; BERGAMI e col., 2008; DUPRET e col., 2008;
IMAYOSHI e col., 2008; JESSESBERG e col., 2009; KITAMURA e col., 2009).
Além disso, h4 poucos casos de animais knockout (ex: Ciclina D2, Preinilina.1) que
expressam reduzida neurogénese e tem sido utilizados para elucidar aspectos
funcionais dos novos neurénios (KEMPERMANN, 2010).

A Tabela 3 resume os resultados de uma longa lista estudos de ablacdo que
tem variadas metodologias de redugio ou bloqueio da neurogénese e seus resultados
funcionais.

Tabela 3. Estudos de ablagio da neurogénese e seus efeitos no comportamento
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Teste Método de Espécie Resultado Referéncias
comportamental Ablagio
Labirinto Irradiagdo Camundongo Déficit Rola e col., 2004
aquatico Raber e col., 2004
de Morris
Irradiagdo Camundongo Sem Déficit Meshi e col.,2006
Irradiagdo e Camundongo  Sem Déficit Saxe e col.,2006
Ablagio
genética
Ablagio Camundongo Déficit Zhang e col.,2008;Deng e col.,
genética 2009;Dupret e col., 2008
Imayoshi e col.,2008
Droga anti- Camundongo Déficit Garthe e col, 2009
mitdtica Rato Sem défict Shors e col., 2002
Irradiacio Rato Déficit Snyder e col., 2005
Sem déficit Madsen e col.,2003
Hernandez-Rabaza e col.,
2009
Knockdown Rato Déficit Jessberger e col.,2009
Medo Irradiacdo Camundongo Déficit Saxe e col.,2006
Condicionado Ko e col., 2009
ao contexto
Ablagio Camundongo Déficit Imayoshi e col.,2008
genética
Ablacio Camundongo Sem déficit Zhang e col.,2008
genética
Drogas anti- Rato Sem déficit Shors e col.,2002
mitdticas
Irradiacdo Rato Déficit Winocur e col.,2006
Wojtowicz e col., 2008
Reconhecimento Irradiacdo Camundongo Sem déficit Rola e col.,2004
de objetos Irradiacio Camundongo Déficit Kim e col., 2007
Irradicacido Rato Sem déficit Madsen e col.,2003
Drogas anti- Rato Déficit Bruel-Jungerman e col.,2005
mitdticas Rato Jessberger e col.,2009
Knockout

A principal critica

aos modelos de ablagdo refere-se a questiondvel

especificidade de seu efeito. Outros aspectos a serem considerados sdo o tempo e a

extensio da ablacio dos novos neurdnios sendo esses fatores criticos na deteccio de
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déficits de aprendizagem. Novos neurbénios podem participar no aprendizado apenas
por um periodo discreto depois de sua produgio e a deteccio de déficits de
aprendizado pode requerer ablacio de forma mais extensa para que possam ser
percebidas alteracdes comportamentais. Falsos negativos podem ocorrer se a ablagio
¢ insuficiente em extensio ou se o intervalo entre ablacio e treinamento for
inapropriado. Além disso, mecanismos compensatérios podem entrar em agdo
dependendo do tempo em que a ablagdo ocorre, gerando resultados controversos.

Coletivamente, esses estudos tém sugerido significativa contribui¢io da
neurogénese adulta para o aprendizado e a reten¢io da memoéria espacial de longo
prazo, discriminagio de padrdes espaciais, medo condicionado ao contexto (revisado
por DENG e col., 2010; AIMONE e col., 2013; MARIN-BURGIN &. SCHINDER,
2012).

Modelos computacionais (AIMONE e col, 2009) e experimentais
(CLELLAND e col., 2009) sugerem que neurdnios imaturos podem ser criticos para
criar associagdes entre memérias aprendidas préximas no tempo (AIMONE e col,,
2009) e podem ajudar a distinguir memérias relacionadas no espago (CLELLAND e
col., 2009).

Assim, existem fortes evidéncias de correlacdo entre neurogénese e fungio
hipocampal. No entanto, existem controvérsias sugerindo ser necessirio o
desenvolvimento de abordagens experimentais que combinem anilises em niveis
celulares, de circuitos, sistemas e de comportamento, que controlem mais
robustamente o curso temporal desses diferentes aspectos, almejando esclarecer como
a neurogénese adulta pode contribuir para a aprendizagem, memoria e regulagio do

humor.
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2. Memoria

Membéria é a habilidade dos seres vivos de adquirir, reter e utilizar
informacdes. O termo aprendizado é utilizado para designar um primeiro estidgio da
memoéria que é a aquisi¢do de novas informacgdes provenientes do ambiente,
enquanto o termo memoria diz respeito ao processo de consolidagio, a curto ou longo
prazo, de conhecimentos ou eventos, associados 4 capacidade de evocar e utilizados
quando necessario (TULVIN, 1987). Sua importincia reside no fato que o individuo
pode alterar seu comportamento ou decisdes, baseado em experiéncias prévias, que
lhe conferem uma vantagem adaptativa frente a diversos fatores que a sobrevivéncia
impéde, facilitando, por exemplo, o forrageio de alimentos, reconhecimento de
padrdes de um predador (ex: odor) entre outros (HELENE & XAVIER, 2007).

A formagio de memorias é dependente da capacidade do sistema nervoso de
modificar-se frente a experiéncias. Acredita-se que o arquivamento de informagdes
no sistema nervoso seja decorrente de alteragcdes transitérias na atividade
eletrofisiolégica de populacées de neurénios distribuidos no sistema nervoso, para o
armazenamento de informacGes por curtos periodos de tempo; processos de
facilitacdo de transmissio sindptica, para o arquivamento de informagdes por
periodos intermediirios de tempo e de modificacBes estruturais permanentes na
conectividade neuronal, para o arquivamento de informacdes por periodos
prolongados de tempo (HELENE & XAVIER, 2007). O processo de formagio da
memoria é subdivido em nas seguintes etapas: aquisi¢do, consolidacdo e evocagio
(Figura s).

A aquisi¢do ou aprendizado corresponde ao momento em que informagdes sio
detectadas pelos sistemas sensoriais, ou seja, a exposi¢do a experiéncia. Durante a
aquisi¢do ocorre uma sele¢io das informagdes que sio mais significantes (LENT,
2010).

A consolida¢io das informagdes adquiridas é o passo seguinte na formacio da
memdria, apés um periodo de tempo varidvel (minutos ou horas) posterior ao
contato com o estimulo/experiéncia a ser memorizado, as informagdes recém-

adquiridas tornam-se estiveis por meio de uma série de processos que envolvem

23



Introducao

sintese proteica e modificagdes sindpticas resultando na consolida¢do. Essa é uma
fase instdvel e sujeita a modulagdes (IZQUIERDO, 2002; SQUIRE & KANDEL,
2003). Muller e Pilzecker (1900) apresentaram o termo consolidagio para indicar que
apés a aprendizagem, a memoria estd inicialmente em um estado 1dbil, mas que ao
longo do tempo ela torna-se estével e resistente (MCGAUGH, 2000; IZQUIERDO,
2002; DUBALI, 2004; ALBERINI, 2011).

Timothy Bliss e Terje L&mo (1973) mostraram que neurénios hipocampais de
coelhos exibem um aumento na magnitude da resposta pds-sindptica depois da
estimulagio elétrica de alta frequéncia num axdnio pré-sindptico durante alguns
segundos. Esse potencial pds-sindptico é muito maior do que o observado a um
estimulo anterior de mesma intensidade. Esse aumento da resposta pode durar horas,
dias ou meses. Esse padrio de respostas neuronais reforgadas e persistentes ficou
conhecido como potenciacdo de longa duragio ou long-term potentiation (LTP). A LTP
corresponde a um processo de facilitagio, dependente da duracio e frequéncia do
estimulo repetitivo; em condi¢des naturais, esses estimulos repetitivos seriam
desencadeados pelo processo de aprendizagem (IZQUIERDO, 2002; BLUNDON &
ZAKHARENKO, 2008 ).

A evocagdo corresponde ao momento em que as informacSes aprendidas
podem ser recuperadas e utilizadas.

O comportamento é a expressdo mais notéria do funcionamento do sistema
nervoso. Por meio do comportamento é possivel deduzir que hid evocacio de
memorias em animais. Exemplos disso ocorrem na supressio de um comportamento
inato (como deixar de explorar um ambiente devido & presenca de um estimulo
aversivo nesse ambiente) ou aquisi¢io de um comportamento “nio natural” (como
acionar uma alavanca diversas vezes mediante estimulos apetitivos). Durante a fase
de evocagio, as memodrias podem se tornar instiveis por um periodo de tempo
limitado, podendo ser novamente estabilizadas, num processo conhecido como
reconsolidacdo da meméria (SARA, 2000; MONFILS e col., 2009) ou extintas

(HERRY e col., 2010).
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Comportamento
Eventosinternos Evocacao
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FIGURA 5. Formacao de memorias.

Cabe ressaltar que as memdrias sio moduladas pelas emocdes, pelo nivel de

alerta e pelo estado de inimo, em todas as suas etapas, incluindo a evocagio

(CAHILL & MCGAUGH, 1998; IZQUIERDO, 2002; MCGAUGH 2004, 2005).
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2.1 Memodria espacial

A memoria espacial é crucial para a sobrevivéncia, pois esta relacionada com
a habilidade para codificar, armazenar e recuperar informagdes sobre localiza¢Ges
espaciais. Essas informacGes permitem ao individuo localizar sua toca, além de
alimento e 4gua em determinado hébitat, lembrar locais j4 forrageados, onde
ocorreram experiéncias que trouxeram riscos, e recordar se hid a presenca de
coespecifico ou predadores na 4rea (BEST e col., 2001).

O'Keefe e Nadel (1978) postularam a existéncia de pelo menos dois tipos de

navegacio espacial: o sistema de mapeamento e o sistema de T4xon.

Sistema Hipocampal de Mapeamento

Esse sistema trata do uso de estratégias alocéntricas em que o individuo
constréi um mapa cognitivo do ambiente, através de multiplas triangulacdes de
estimulos presentes no espago fisico, itens (ou eventos) pertencentes aquele
ambiente, incluindo seus valores atribuidos (vantagem vs prejuizo, e.g., local A
contém fonte de alimento, local B contém risco de injaria ou predador) e estimulos
do préprio corpo. Assim, independente da posicio que o animal esteja nesse
ambiente, ele é capaz de se localizar por meio das multiplas triangulacGes entre
estimulos ambientais e ele préprio, estabelecidos em exploracées anteriores desse
ambiente, e mesmo identificar atalhos ou novas possibilidades de trajetos nunca

antes percorridos, mas dedutiveis a partir do mapa espacial estabelecido.

Sistema de Tdxon

Nesse sistema o animal utiliza estratégias de guiamento envolvendo uma
pista preponderante do ambiente ou rotas. Estas estratégias subdividem-se em dois
grupos: orientagdo e guiamento.

A estratégia de orientacdo egocéntrica tem como base a sinalizagio
proprioceptiva e rotacdes do corpo, em relacio a um estimulo externo marcante. Os

animais aprendem uma sequencia de movimentos corporais através de informagdoes
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egocéntricas e aprendem uma sequéncia de comportamentos para atingir o local ou
pista alvo (ex: virar 45° & direita).

A estratégia de guiamento baseia-se na movimentacio (aproximagio ou
distanciamento) em relagio a um objeto ou pista especifica, sem a necessidade de
estabelecer triangula¢des entre objetos e eventos do ambiente (ex: ir em diregdo ao
prédio azul).

Segundo O’Keefe e Nadel (1978), a navegagio baseada em mapas cognitivos
proporciona uma maior flexibilidade e adaptagio a mudangas ambientais, pois
mesmo apds a remocio de diversos estimulos ou objetos de um ambiente o animal
ainda serd capaz de orientar-se se alguns objetos ou pistas inicialmente presentes
ainda estiverem disponiveis. J4 a navegacdo baseada em estratégias de orientagio/
guiamento é pouco flexivel, uma vez que essa é dependente de um estimulo
preponderante.

Além disso, os autores sugerem que as informacdes espaciais ficariam
armazenadas em algum sistema de memoria adaptado para reter e codificar
informacdes espaciais, sendo proposto que a formacdo hipocampal corresponderia a
esse sistema. A orientacdo baseada em estratégias de guiamento (sistema de T4xon)
seria independente da integridade hipocampal.

A proposta de O'Keefe e Nadel (1978) de que integridade da formagio
hipocampal é essencial para a formacdo de mapas cognitivos é corroborada por
diversas evidéncias experimentais. Entre elas, estudos de neurofisiologia que
mostram que o disparo de células piramidais hipocampais est4 associado a localizagio
do animal no ambiente. Essas células foram denominadas células de lugar (do inglés
place cells) e sugeridas como substrato inicial das habilidades espaciais inerentes a
navegacio espacial (O'KEEFE & DOSTROVSKY, 1971; SHAPIRO, 1997; MORRIS,
2000; D’"HOOGE E DE DEYEN, 2001; MOSER e col., 2008; LANGSTON e col.,
2010) e estudos envolvendo lesdes ou danos ao hipocampo que resultam em marcados
prejuizos de orientacdo espacial, particularmente em tarefas que dependem do

sistema de mapeamento espacial (ver adiante).

2.2 Labirinto aquatico de Morris como instrumento
de avaliacio da memoéria espacial
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Os estudos sobre o envolvimento da formacio hipocampal no sistema de
navegacdo por mapeamento cognitivo foram impulsionados com a descrigio da tarefa
do labirinto aquatico de Morris (LAM) introduzido por Richard Morris (1982) h4
mais de que 30 anos atrds, que se tornou uma das tarefas mais amplamente utilizadas
na neurociéncia comportamental para avaliar o processamento de memoédrias espaciais
(MORRIS e col., 1982; GARTHE & KEMPERMANN, 2013).

O labirinto aquético consiste de uma piscina circular preenchida com a dgua
(opaca pela adicdo de um pigmento branco - leite ou tinta nido téxica), em uma sala
com pistas evidentes nas paredes e uma cimera de registro acoplada a um software
de anélise (Figura 6). Essa piscina contém uma plataforma submersa, 1-2 cm abaixo
do nivel de 4gua, que é utilizada pelos animais como forma de escapar da 4gua,
mantida a 26°C.

Nesta tarefa, o animal deve navegar pela piscina para encontrar a plataforma
submersa que ndo é visivel. Esse arranjo permite que pistas intra-labirinto sejam
minimizadas; ademais, os animais nio podem utilizar seu olfato para encontrar a
plataforma, sendo sua localizagio estabelecida com base nas pistas distais da sala, i.e.,
as pistas ou pontos de referencia do ambiente externo ao labirinto (piscina). A cada
tentativa o animal inicia a tarefa em diferentes pontos de partida da borda da piscina,
o que estimula a ado¢do de uma estratégia de orientagio alocéntrica para a execugio

da tarefa. Ademais, essa manipulacio minimiza o uso de estratégias de guiamento
(MORRIS, 1983; WISHAW e MITTLEMAN, 1986; SANTOS, 1999; XAVIER,
1999).

Uma grande variedade de protocolos tem sido desenvolvida com esta tarefa,
mas eles podem ser agrupados em duas categorias principais, uma que envolve a
versdo para avaliar memoria de referéncia e outra que envolve a versdo para avaliar
meméria operacional (XAVIER e col., 1999; SANTOS, 1999; ANDERSON e col,,
2006).

Para avaliar a meméria de referéncia espacial, a plataforma é mantida na
mesma localizacdo ao longo dos dias de treino, e a cada tentativa o animal parte de
um ponto distinto da borda da piscina. Assim, o animal formula uma membéria sobre
a localizacdo da plataforma que é aplicivel a vérios dias diferentes, sendo portanto
relevante armazenar esta informacio ao longo dos dias de treino. Admite-se que haja

a formagio de um mapa cognitivo que contém nio sé informacSes sobre a
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distribui¢do espacial das diferentes regides da piscina como dos estimulos da sala,
permitindo reconhecer locais especificos que podem ser lembrados como parte de
uma rota e, portanto, mais utilizado em tentativas subseqiientes. Essa versio estd
relacionada com a formacdo de uma memoéria de “longo prazo” ou meméria de
referéncia (OLTON, 1983).

Diferentemente para avaliar a meméria operacional espacial, a localizagio da
plataforma é modificada a cada dia, permanecendo fixa nas tentativas de um mesmo
dia. O ponto de partida varia de tentativa para tentativa, estimulando a adogdo de
estratégias de mapeamento cognitivo. Esse tipo de protocolo permite avaliar um tipo
de membéria temporaria em que o animal deve, a cada dia, procurar pela plataforma
em um local diferente em relagio ao dia anterior. Porém, como a localizagio da
plataforma é mantida constante ao longo das tentativas de um mesmo dia, os
animais devem reter a informacdo sobre a localizacio da plataforma de modo a
encontrd-la mais prontamente na segunda e demais tentativas de um dia. Como a
localizagio da plataforma a cada dia é variada aleatoriamente, a informagio sobre sua
localiza¢do num dado dia é irrelevante para os dias subsequentes. Portanto, trata-se
de uma informagio 1til para facilitar o desempenho da tarefa na segunda e demais
tentativas de um dia, sendo irrelevante para os demais dias. Portanto, esse tipo de
memoria estd associada a um contexto temporal especifico e valido para aquele dia e
pode ser “apagado” apés seu uso. Em outras palavras, este teste permite avaliar se o
animal se vale da informacio adquirida na primeira tentativa para encontrar a
plataforma mais rapidamente, na segunda e demais tentativas do dia para melhorar
seu desempenho, sendo que a informagio da localizacdo da plataforma deixa de ser
atil quando as tentativas daquele dia sdo concluidas. Ademais, como o intervalo de
tempo entre as tentativas pode ser variado, pode-se avaliar a duragio da memodria
operacional, pela variagdo do intervalo entre as tentativas (OITON, 1983; SANTOS,
1999).

Diversos estudos mostram que lesdes ou danos ao hipocampo e/ou suas
conexdes resultam em um profundo déficit de memoria espacial, sem prejuizo no
desempenho de tarefas de natureza ndo espacial (MORRIS e col, 1992

EICHNBAUM, 1999; XAVIER e col., 1999; BEST e col., 2004; BROADBENT e col.,

2004;).
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XAVIER e col. (1999) testaram ratos com perda seletiva de células granulares
do giro denteado, lesados pela aplicagio multipla e tépica de colchicina, nas versdes
de memobdria de referencia e operacional do labirinto aquético de Morris. Os animais
lesados exibiram prejuizos notérios em ambas as versdes da tarefa, sinalizando
desorganizagio do sistema de orientagio alocéntrica; no entanto, na versio de
referéncia os animais foram capazes de adquirir, por meio do sistema de
orientagdo/guiamento, informacdes relevantes para o desempenho da tarefa, ao passo
que na versio envolvendo memdria operacional, os ratos nio exibiram qualquer
melhora em seu desempenho mesmo quanto o intervalo entre tentativas foi
virtualmente zero. Outros estudos com resultados similares sugerem que o
hipocampo e estruturas relacionadas parecem necessirios para o desempenho de
tarefas de meméria operacional (para uma completa revisdo sobre a importincia do

giro denteado para a orientagio espacial ver XAVIER & COSTA, 2009).
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FIGURA 6- Esquema representativo do labirinto aquético de Morris.
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2.3 Atividade fisica, neurogénese e memdaria espacial

Sabe-se que a prética regular de atividades fisicas resulta em adaptagdes
orginicas, decorrentes de alteracdes metabdlicas, endécrinas e neuro-humorais,
capazes de melhorar a satde fisica e mental (MATTSON, 2000; COTMAN &
BERCHTOLD, 2002; WINTER e col., 2007; VAYNMAN & GOMEZ-PINILLA,
2006; COTMAN e col., 2007).

A atividade fisica, independente da modalidade, traz diversos beneficios para
o sistema nervoso de animais em estado saudavel, patolégico e em diferentes faixas
etarias (DUSTMAN e col., 1990; KRAMER e col., 1999; GOMEZ-PINILLA e col.,
2002; MARIN e col., 2003; VAYNMAN e col., 2004; HUANG e col., 2006; KIM e
col., 2007; LOU e col., 2008; BERCHTOLD e col., 2010).

A visio em torno da importincia da atividade fisica mudou
significativamente quando foi demonstrado que o exercicio fisico é um fator indutor
da neurogénese hipocampal em mamiferos adultos (VAN PRAAG e col., 1999).
Surpreendentemente o exercicio nio somente atuava na melhora de funcdes
metabdlicas, mas também no aprimoramento de funcdes cognitivas (FABEL e
KEMPERMANN, 2008).

Em humanos, exercicios aerébicos regulares tém sido associados i melhora
de desempenho em tarefas que requerem funcdes executivas, memoria operacional e
meméria espacial (COLCOMBRE & KRAMER, 2003; COTMAN e col., 2007;
BERCHTOLD e col.,, 2010; RUSCHWEYH e col,, 2011). Estudos em roedores
comprovam melhoras no aprendizado, na meméria, e na plasticidade do sistema
nervoso como resposta ao exercicio fisico (LAMBERT e col., 2005 MOLTENI e col.,
2002; 2004; NEPPER e col., 1995; VAN PRAAG e col., 2005; VAYNMAN e col.,
2004).

O consenso atual de que o exercicio promove melhoras no aprendizado e
memoria de roedores é baseada em dois regimes principais de atividade fisica, o
exercicio voluntario [e.g., atividade voluntdria na roda de atividade - o animal tem
livre acesso a4 roda e exibe atividade voluntiria que é também intermitente
(COTMAN e col., 2005), influenciada pelo ritmo circadiano, tem velocidade auto-
determinada e predominincia do metabolismo aerébico], e atividade forgada [corrida
em esteira ou natagio (o animal é obrigado a realizar exercicio fisico em intensidade

e duracio determinados pelo experimentador, impondo maior demanda energética -
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esse tipo de atividade ativa respostas neuroenddcrinas de estresse, em funcio das
configuracdes de treinamento (SHERWIN, 1998; ARIDA e col., 2004)].

Os efeitos benéficos da atividade fisica sobre a plasticidade cerebral e funcio
cognitiva podem ser mediados em parte por um incremento na vasculatura do
encéfalo (angiogénese), bem como do fluxo sanguineo neste tecido (BLACK e col.,
1990; VAN DER BORGHT e col., 2009; RHYU e col., 2010), que levam a otimizagio
do transporte de nutrientes, oxigénio e neurotrofinas (CLARK e col., 2009).

Dentre as neurotrofinas, é importante destacar o fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) que estd envolvido na regulagio da sobrevivéncia neuronal e
neurogénese (BERCHTOLD e col., 2005; COTMAN e BERCHTOLD, 2002) e pode
estar diretamente envolvido nos efeitos benéficos proporcionados pelo exercicio
fisico (GOMEZ-PINILLA e col., 2008; LISTA e SORRENTINO, 2010). Sabe- se
que a administragdo de BDNF exégeno é capaz de reverter déficits no processo de
aprendizagem e memodria, indicando que esta neurotrofina possui papel importante
nos processos cognitivos (COTMAN e BERCHTOLD, 2007). Contudo, outros
fatores neurotréficos também atuam nesses processos, dentre eles vale destacar o
fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF), o fator de crescimento
semelhante 3 insulina (IGF-1) e Nerve growth fator (NGF) que promovem
crescimento e reparo celular (NEEPER e col,, 1995, BERCHTHOLD e col., 200s;
VAYNMAN e col., 2006; HUANG e col.,, 2006; BLACKMORE e col., 2009;
LAFENETRE e col., 2010).

Faz-se importante também destacar que a atividade fisica induz a uma cascata
de alteracdes funcionais e estruturais parcialmente interdependentes no sistema
nervoso (Figura 7). Essas alteragdes incluem: aumento da densidade de espinhas
dendriticas (STRANAHAN e col., 2007), aumento da eficicia de LTP (VAN
PRAAG e col., 1999) e reducio das varidveis relacionadas ao estresse oxidativo
(OGONOVSZKY e col., 2005; RADAK e col., 2006). Além disso, o exercicio fisico
afeta os sistemas de neurotransmissio, por exemplo, aumento crescente dos niveis de
serotonina, noradrenalina e de acetilcolina (LISTA & SORRENTINO, 2010) e
aumento da densidade de receptores de dopamina (FORDYCE & FARRAR, 1991).
Todos esses fatores desempenham papéis importantes na indugio da

neuroplasticidade.
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Figura 7: Efeitos da atividade fisica no encéfalo. A atividade fisica regula a

aprendizagem, através de cascatas de fatores de crescimento, que modulam os

processos de neurogénese, angiogénese e sinaptogenese.

No presente estudo, entretanto, avaliaremos apenas os efeitos da atividade
fisica na neurogénese hipocampal adulta.

Os efeitos decorrentes do exercicio fisico sobre o giro denteado de roedores
podem ser observados 24 horas apés a primeira sessio de treinamento, entretanto, a
detecgdo dos efeitos mais pronunciados se d4 apés 3 dias de atividade fisica (VAN
PRAAG e col, 1999). Estudos que investigam a inducio da neurogénese pela
atividade fisica espontinea utilizam diferentes periodos de exercicio, variando de 3
dias a 6 meses. Com relacdo a duracdo que a atividade fisica espontinea deve ser
praticada para que seja obtidos maiores taxa de inducdo da neurogénese, foi
observado que corrida por periodos curtos (3-9 dias) provocam um aumento de

proliferacdo celular de até 5 vezes nos valores encontrados em animais controles, em
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contrapartida, corrida por periodos prolongados (24- 32 dias) faz com que a taxa de
proliferacdo retorne ao seu nivel de basal (NAYLOR e col.,2005; KRONENBERG e
col., 2006).

O aumento na taxa de neurogénese pds-exercicio é acompanhado por melhor
desempenho em tarefas de meméria espacial (UYSALET e col., 2005; VAN PRAAG
e col., 2005; ALBECK e col., 2006; UDA e col., 2006; BARRIENTOS e col., 2011
AQUIAR e col., 2011), assim como uma melhor consolidacio de memérias associadas
ao contexto (KOHMAN e col.,, 2012). Estudos com roedores demonstram que o
exercicio facilita a aquisi¢io e/ou retencdo em tarefas dependentes do hipocampo
incluindo o labirinto aquético de Morris (VAYNMAN e col., 2004; VAN PRAAG e
col., 2005; RHODES e col., 2008; MARLLAT e col., 2012), labirinto radial (NICHOL
e col., 2007), labirinto aquético radial (KHABOUR e col., 2010, 2012; BERCHTOLD
e col., 2010; ALOMARI e col., 2013) e reconhecimento de objetos (O’CALLAGHAN
e col,, 2007). Diante dessas evidéncias, o exercicio fisico parece mobilizar uma
cascata de eventos moleculares que culmina na formagio de novos neurdnios no
hipocampo, com consequente aumento da plasticidade sindptica e melhora nos
processos de aprendizagem e memoria.

Embora esteja bem estabelecido que o exercicio aumenta a aquisi¢do e/ou
retencio de uma tarefa cognitiva, nio se sabe por quanto tempo os beneficios
trazidos pelo exercicio se mantém apds o término da atividade fisica. Os relatos que
abordam essa questdo temporal ainda sio escassos na literatura. Por exemplo, Radak
e colaboradores (2006) mostraram que os beneficios da atividade fisica na meméria
de esquiva passiva sdo perdidos apds 6 semanas do final do treinamento. Kitamura e
colaboradores (2003) mostraram que a neurogénese dependente de exercicio cessa
apds 3 semanas de sua interrupgio, o curso temporal dos beneficios apds o término
da atividade fisica parece ser importante para a melhora cognitiva subsequente. A
atividade fisica por curtos periodos de tempo mantém a proliferacio de células
precursoras elevadas. Presumivelmente, na presenca de estimulo apropriado para a
sobrevivéncia, essas células sio incorporadas is redes neurais (ver KRONENBERG
e col, 2003). Em outras palavras, considerando que o aprendizado de tarefas
dependentes do hipocampo modula a neurogénese, é possivel que o exercicio fisico
associado a exposicdo a tarefas dependentes da funcdo hipocampal, promovam nio

apenas a neurogénese, mas também a sobrevivéncia e o recrutamento desses novos
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neurdnios e sua integragdo a circuitos hipocampais. Esse processo, porém, pode ser
dependente do intervalo temporal entre a neurogénese estimulada por exercicio fisico
e a incorporacdo dessas novas células aos circuitos hipocampais, estimulada pelo
desempenho de tarefas dependentes da fun¢io hipocampal.

Neste estudo investigamos a relacdo temporal entre os efeitos benéficos da
atividade fisica associado ao aprendizado de tarefa dependente da funcio
hipocampal, e sua relagdo com a neurogénese, levando em consideragio também o
tempo decorrido desde o término da atividade fisica.

Neste trabalho utilizamos a atividade fisica voluntiria como um fator indutor
de neurogénese e como forma de mobilizar esses novos neurénios utilizaremos duas
versdes do labirinto aquitico de Morris, uma dependente da fun¢io hipocampal e
outra independente, e avaliaremos como o aprendizado modula sua sobrevivéncia. A
introducdo de diferentes intervalos de tempo entre o nascimento desses novos
neurdnios e seu engajamento na tarefa, permitiu avaliar se a idade dos neurénios

imaturos pode influenciar o aprendizado e determinar sua sobrevivéncia.

36



Obejtivo

3.0BJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo central do presente estudo é investigar os efeitos da atividade fisica
espontinea no aprendizado de tarefa dependente da fun¢io hipocampal, e sua relacido
com a neurogénese, levando em consideracdo o tempo decorrido desde o término da

atividade fisica regular e o engajamento no desempenho dessas tarefas.

3.2 Objetivos especificos

i. Determinar o curso temporal do término dos efeitos benéficos do exercicio fisico
regular sobre o desempenho de tarefa sensivel 4 funcdo hipocampal, particularmente,
a versio que envolve memoria operacional no labirinto aquatico de Morris.

ii. Avaliar o efeito do aprendizado espacial sobre a sobrevivéncia de novos neurdnios

induzido pela atividade fisica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sujeitos

Foram utilizadas ratos machos, adultos (2-3 meses), da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia do IB-USP. Os animais
foram mantidos no Biotério do Laboratério de Neurociéncias e Comportamento, e
alojados em grupos, 3 por gaiola (exceto quando foram alojados nas rodas de
atividade em que o alojamento foi individual - ver adiante) e mantidos em ciclo de
claro-escuro de 12h (luzes ligadas as 7h). A temperatura foi mantida em 23°C + 2.
Alimento e 4gua foram fornecidos ad libitum. Os procedimentos adotados estio de
acordo com os Principios Eticos de Experimentacio Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissio de Etica no

Uso de Animais Vertebrados em Experimentacdo do Instituto de Biociéncias-USP

(143/20m).

4.1.1. Grupos experimentais

O desenho experimental adotado envolveu um arranjo 2 x 2 x 3, incluindo os
fatores GRUPO (com 2 niveis), TAREFA (com 2 niveis) e INTERVALO (com 3
niveis). Isto é, o fator GRUPO, incluiu animais expostos a uma roda de atividade
onde podiam realizar o exercicio de correr espontaneamente (EXE). Animais
controle nio-exercitados (NEXE) também foram expostos a roda de atividade,
porém travada, servindo assim de controle em relagio a exposi¢do ao ambiente da
roda, porém sem a possibilidade de se exercitarem. O fator TAREFA envolveu
animais expostos ao treinamento numa tarefa que requer memoria operacional
espacial no labirinto aquédtico de Morris, cujo desempenho é dependente da
integridade do giro denteado hipocampal (H) (ver Xavier e col., 1999). Nesta tarefa
uma plataforma submersa é apresentada numa nova localizacdo a cada novo dia de
treino, mantendo a mesma localizagdo ao longo das tentativas do dia; o intervalo
entre as tentativas pode variar. Ademais, em cada tentativa o animal parte de
diferentes pontos da borda da piscina, estimulando o uso de orientagio espacial
baseada em mapas cognitivos, o que requer a integridade da fun¢io hipocampal.

Como grupo controle ao engajamento da func¢io hipocampal, um outro grupo de
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animais foi exposto a tarefa da plataforma visivel no labirinto aquético de Morris,
em que a plataforma visivel é apresentada numa localizacio diferente a cada
tentativa, e o animal inicia cada tentativa a partir de pontos diferentes da borda da
piscina. Sabe-se que esse tipo de tarefa INdepende da fungio hipocampal (NH), por
nio exigir mapeamento espacial, envolvendo apenas nadar em direcdo a plataforma
visivel. Por outro lado, esses animais sdo expostos ao mesmo ambiente, imersio na
dgua e esforco de natacdo em relacio aos animais expostos a tarefa espacial, mesmo
nio havendo demanda da fungdo hipocampal. Finalmente, o fator INTERVALO
refere-se ao numero de semanas (1, 3 ou 6) decorridos entre o final da fase
envolvendo exposi¢io a roda de atividade e o inicio do treinamento no labirinto

aquitico. Portanto, foram incluidos 12 grupos:

EXE-H-1. Exercitados, expostos a tarefa dependente do hipocampo 1 semana apés o final do exercicio,

EXE-H-3. Exercitados, expostos 4 tarefa dependente do hipocampo 3 semanas apés o final do
exercicio,

EXE-H-6. Exercitados, expostos a tarefa dependente do hipocampo 6 semanas apés o final do
exercicio,

EXE-NH-1. Exercitados, expostos  tarefa independente do hipocampo 1 semana apés o final do
exercicio,

EXE-NH-3. Exercitados, expostos i tarefa independente do hipocampo 3 semanas apés o final do
exercicio,

EXE-NH-6. Exercitados, expostos i tarefa independente do hipocampo 6 semanas apés o final do
exercicio,

NEXE-H-1. Nio exercitados, expostos a tarefa dependente do hipocampo 1 semana apéds exposigio a
roda travada,

NEXE-H-3. No exercitados, expostos a tarefa dependente do hipocampo 3 semanas apés exposigdo a
roda travada,

NEXE-H-6. N3o exercitados, expostos a tarefa dependente do hipocampo 6 semana apés exposigio a
roda travada,

NEXE-NH-1. N3o exercitados, expostos a tarefa independente do hipocampo 1 semana apés
exposigdo a roda travada,

NEXE-NH-3. Ndo exercitados, expostos a tarefa independente do hipocampo 3 semanas apés
exposi¢do a roda travada, e

NEXE-NH-6. N3o exercitados, expostos a tarefa independente do hipocampo 6 semanas apés
exposi¢do a roda travada.

Cada um desses grupos experimentais contou com 6 animais.

A Figura 8 ilustra o desenho experimental basico adotado no projeto.
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Atividade Tarefa Labirinto Aquatico de
fisica Intervalo Morris

Versao dependente do hipocampo (H)

Sujeitos experimentais

3 semanas

6 semanas

Versdo independente do hipocampo (NH)

T

3 semanas

6 semanas

>0o0—-Z-CPO-H4Hwnw-—T02C<L-—

EXE vs NAO-EXE X 1,36 X | DEPENDENTE vs INDEPENDENTE

FIGURA 8. Desenho experimental bisico. Os animais EXE tiveram acesso a roda de
atividade ao longo de 7 dias. Animais NEXE foram expostos a roda de atividade
travada, pelo mesmo periodo. Decorrido um INTERVALO de 1, 3 ou 6 semanas apds
o final da exposicio a roda de atividade, os animais foram testados no labirinto

aquético de Morris, sendo uma parte deles expostos a tarefa de meméria operacional
espacial, dependente da funcdo hipocampal (H), e outra parte a uma tarefa de busca
por uma plataforma visivel, independente da fun¢io hipocampal (NH). Em ambos
os casos, o intervalo entre as tentativas (ITI) foi de 10 minutos durante as sessdes 1-6
e (virtualmente) zero minutos durante as sesses 7-10. Concluida a tarefa os cérebros
foram processados para imuno-histoquimica.
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4.2.Atividade fisica

Durante a fase de exposigdo a roda (livre ou travada), os animais foram alojados
individualmente em gaiolas de acrilico medindo 25 x 46 x 38 cm, tendo livre acesso a
uma roda de atividade com 30 cm de didmetro, 10 cm de largura e 0,5 cm de espago entre
as barras (Figura 9), sendo as rotacdes automaticamente registradas por um
microprocessador. O grupo NEXE foi exposto is mesmas condicGes experimentais; no
entanto, nio houve rotagdes na roda, pois a mesma encontrava-se travada. Os animais

permaneceram nessas condi¢des por 7 dias; apds esse periodo foram alojados em gaiolas

padrio.

FIGURA 9. Animais nas gaiolas que contém a roda de atividade que permite realizar,
quando livre, espontaneamente, exercicio fisico (condi¢io EXE). Para os animais na
condi¢do NEXE a roda de atividades foi mantida travada.

4.3.Administracao de BrdU

Todos os animais receberam uma injecdo intraperitoneal de BrdU (5-bromo-3’-

deoxiuridina, Sigma) em solu¢io de NaCl o0,9%, na dose de 210 mg/kg (70 mg/ml)
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durante os 3 tltimos dias do protocolo de atividade fisica. Essa dose foi selecionada por

marcar o ndmero maximo de células do giro denteado (Cameron & McKay, 2001).

4.4.Labirinto aquatico de Morris

Aparelho

Foi utilizada uma piscina circular de 200 cm de didmetro e 50 cm de altura,
cuja parede foi pintada com tinta preta, preenchida até 25 cm com 4gua tornada opaca
pela adicdo de leite. Uma plataforma mével de acrilico transparente medindo g9 cm de
didmetro, colocada a 2 cm abaixo da superficie da 4gua, possibilitava sair da dgua,
servindo de escape para os animais. Todo o experimento foi registrado por uma
cimera de video (VPuz, HVS Image Ltd.,, Hampton, UK) conectada a um
computador programado para analisar conjuntos de coordenadas que definem a
posi¢do do animal, coletados a cada o,1s.

Para fins descritivos a piscina foi dividida por duas linhas imaginérias
perpendiculares que se cruzam ao centro, formando quatro quadrantes de mesmo
tamanho. O quadrante que continha a plataforma foi denominado quadrante critico.
Além disso, havia uma 4rea (imaginéria), concéntrica A plataforma medindo trés
vezes seu didmetro, denominada contador critico. O tempo de permanéncia dos
animais nestas 4reas criticas reflete a precisio da busca pela plataforma. Trés anéis
medindo 33 cm de largura, concéntricos ao centro da piscina permitiram avaliar a
distribuicdo da busca espacial dos animais em relagio ao anel que continha a
plataforma. O anel interno, que contém o centro da piscina, mede 33 centimetros de
raio. O anel intermedidrio inicia-se a partir do limite do anterior e estende-se até 66
centimetros do centro da piscina. Por fim, o anel externo inicia-se a partir do limite
do anterior e estende-se até o limite da piscina que mede 100 cm de raio. Em etapas
inicias de treinamento, espera-se que os animais permanegam a maior parte do tempo
no anel externo (zona préxima a parede da piscina); ao longo das sessdes o rato passa
a investigar as regiGes intermedidrias e centrais do labirinto, focalizando sua busca
no anel intermediario, pois este contém a plataforma.

Na versio da tarefa que depende de memoéria operacional espacial no labirinto
aquético, a plataforma teve sua localizagio alterada a cada dia de experimento.

Assim, na primeira tentativa, o animal desconhecia a localizacdo da plataforma
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devendo procuré-la pela piscina. Ao final dos 120 segundos, caso a plataforma nio
fosse encontrada, os animais eram conduzidos até a sua localiza¢io, permanecendo
na plataforma por em periodo aproximado de 20 segundos. Nas demais tentativas do
mesmo dia, os animais deveriam utilizar as informac8es adquiridas na primeira
tentativa para localizarem a plataforma. O intervalo entre as tentativas (“intertrial
interval”, ou ITI) pode ser variado em fun¢io dos objetivos experimentais. No
presente conjunto de experimentos o ITI foi de 10 minutos nas sessdes 1 a 6 e 0
minutos nas sessdes 7 a 10. A melhora de desempenho observada entre a primeira e a
segunda tentativas caracteriza a aquisicio da informacio sobre a localizacio da
plataforma naquele dia especifico na primeira tentativa e a capacidade de reté-ma na
memoria durante o ITI, resultando na melhora de desempenho na segunda tentativa.

Foram analisados para cada tentativa e ITI os parimetros laténcia,
comprimento do trajeto, porcentagem de tempo no quadrante critico do dia anterior e
frequéncia no contador do dia anterior.

Os parimetros que melhor caracterizam as diferencas no desempenho
determinadas pela aprendizagem entre as tentativas sio o comprimento médio do
trajeto e a laténcia. A laténcia refere-se ao tempo que o animal gasta desde sua
colocagio na 4gua até alcancar a plataforma e o comprimento médio do trajeto
representa o caminho percorrido pelos animais para chegarem a plataforma. Os
parimetros que refletem o tempo de permanéncia nos locais onde se achava a
plataforma no dia anterior sio medidas para avaliagio da lembranca do animal sobre
a localizacdo da plataforma 24 horas antes do teste corrente.

A velocidade média de natacio, calculada com base no trajeto total do animal
dividido pelo tempo de permanéncia na piscina permite avaliar se os animais
possuem algum comprometimento motor relacionado a execugio da tarefa bem como
reflete a motivagdo dos animais.

Foram realizadas duas fases no teste de memoria operacional, variando-se o
ITI. A primeira fase consistiu de 7 dias (ou sessdes) com ITI igual a 10 minutos. A
segunda fase envolveu 4 dias (ou sessdes) com ITI virtualmente zero. Estes dados
foram sintetizados calculando-se a média de cada uma das tentativas incluindo-se os
dados das sessdes de cada fase.

Concomitantemente para o grupo exposto a tarefa independente do

hipocampo, realizou-se teste similar, porém envolvendo uma plataforma visivel. Isto
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é, colocou-se uma esfera de isopor branco com 9 cm de didmetro 15 cm acima do local
em que a plataforma submersa se encontrava, indicando sua localizacdo. Este teste
envolveu 4 tentativas por dia, variando-se a localizacdo da plataforma a cada

tentativa.

4.5. Histologia

Processamento dos encéfalos

Concluidos os testes comportamentais, os animais foram profundamente
anestesiados com hidrato de cloral 330 na proporcdo de 0,4 ml/100 g (dose letal).
Foram entdo perfundidos transcardiacamente com solugdo salina (0,990, pH 7,4, a
4°C) seguida de solucdo fixadora de formaldeido (49 em tampio fosfato, pH 7,4, a
4°C). Os encéfalos foram removidos da caixa craniana, pés-fixados na mesma
solucdo fixadora por uma noite e entdo crioprotegidos em solu¢io tampio fosfato de
sédio (PBS, o,1 M, pH 7,4) mais sacarose a 20% até o momento da microtomia. Os
encéfalos foram seccionados (Leica CM 1850) em cortes frontais de 40 um de
espessura, coletados em 12 séries paralelas, e armazenadas em solucgdo anti-congelante

até o momento de sua utilizagio.

Imunohistoquimica

A proliferagio celular neural foi analisada por meio da proteina endégena Ki-
67, que somente é expressa em células mitdticas em atividade, e BrdU, marcador de
células em divisio que estdo na fase “S” da mitose. A diferenciagdo neuronal e
neurogénese foram evidénciadas utilizando animais tratados com BrdU e o anticorpo

contra NeuN, em dupla imunofluorescéncia.

Ki-67

Para a detec¢do de células neurais imunorreativas a Ki67, sec¢des montadas
em liminas eletrostaticas foram fervidas em 4cido citrico 0,00 M por 7 minutos
(pH=6), lavadas em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e incubadas com
anticorpo monoclonal feito em camundongo contra Ki-67, concentracio de 1:200

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), por 48h, a 4°C. Entdo, as seccdes
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foram lavadas em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e incubadas com o
biotinilado IgG feito em cavalo contra camundongo durante 9o minutos a
temperatura ambiente, lavadas novamente em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos
cada) e entdo incubadas no complexo avidina-biotina (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) por mais 9o minutos, para entio serem reveladas com
solugdo contendo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) como cromégeno para visualizagdo
das células marcadas. Apés lavagens em PBS o,1 M (3 lavagens de 10 minutos cada),
as ldminas contendo os cortes foram deixadas para secar por uma noite. Entdo, as
seccdes foram contrastadas com tionina, desidratadas, diafanizadas e cobertas com

laminulas, usando DPX (distrene, plasticiser e xilene).

BrdU

Para a detec¢io de células neurais imunorreativas a BrdU (IR-BrdU), as
liminas contendo os cortes foram fervidas em 4cido citrico o,0iM (pH=6) por 7
minutos, lavadas em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada), incubadas em
solucdo de tripisina, desnaturadas por 30 minutos com &4cido cloridrico 2,4N em
estufa a 37°C, lavadas novamente com PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e
incubadas com anticorpo monoclonal feito em camundongo contra BrdU (Vector
Laboratories, 78 Burlingame, CA, EUA), na concentracdo de 1:100, por 48h, a 4°C.
Entdo, as sec¢des foram lavadas em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e
incubadas com o biotinilado IgG feito em cavalo contra camundongo durante go
minutos a temperatura ambiente, lavadas novamente em PBS 0,iM (5 lavagens de 6
minutos cada) e entdo incubadas no complexo avidina-biotina (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) por mais gominutos, para entdo serem reveladas com
solugdo contendo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) como cromégeno para visualizacdo
das células marcadas. Apés lavagens em PBS o,1 M (3 lavagens de 10 minutos cada),
as ldminas contendo os cortes foram deixadas para secar por uma noite. Entdo, as
seccdes foram entdo contrastadas com tionina, desidratadas, diafanizadas e cobertas

laminulas, usando DPX (distrene, plasticiser e xilene).

BrdU/ NeuN

Inicialmente, para a detecgio de células imunorreativas a BrdU, foi seguido o

protocolo descrito anteriormente até o momento da incubagio do anticorpo primério
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contra BrdU. Para a dupla imunofluorescéncia, apés a incubacdo por 48h a 4°C, as
liminas foram lavadas em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e incubadas em
solugio contendo o anticorpo secundirio conjugado ao fluoréforo Cy3 (Jackson
Immuno Research Laboratories Inc., West Grove, PA, EUA), sendo utilizada a
concentragio de 1:1000, por 3 horas em temperatura ambiente. Apds este periodo, as
liminas foram lavadas em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada ) e, para a
marcagdo de neurdnios maduros, foi usado NeuN acoplado ao fluoréforo AlexaFluor
488 (Millipore Corporate Headquarters, Billerica, MA, EUA) na concentragio de
1:100 e tempo de incubacdo de 24 horas em temperatura ambiente. As l1dminas foram
entdo lavadas em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e deixadas para secar
por duas horas, sendo entdo cobertas com laminulas utilizando glicerol s50% como

meio de montagem.

Doublecortina (DCX)

Para a detecgdo de células neurais imunorreativas a DCX as secg¢des de 40 um
montadas em liminas eletrostiticas foram fervidas em 4cido citrico o,01 M por 7
minutos (pH=6), lavadas em PBS o,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e incubadas
anticorpo monoclonal feito em coelho contra DCX (Abcam) em 300 NDS (normal
donkey serum), em PBS. Seguinte 3 incubagio com o anticorpo primdrio, as secgdes
foram lavadas em PBS o, M (5 lavagens de 6 minutos cada) e incubadas com o
“donkey 0o-goat” biotinilado (1:500) em 3% NDS, em PBS, durante 1 hora em
temperatura ambiente, lavadas novamente em PBS 0,iM (5 lavagens de 6 minutos
cada) e entdo incubadas no complexo avidina-biotina (Elite ABC kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA) por mais 9o minutos, para entdo serem
reveladas com solugio contendo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) como cromégeno para
visualizagdo das células marcadas. Apds lavagens em PBS o,1 M (3 lavagens de 10
minutos cada), as ldminas contendo os cortes foram deixadas para secar por uma
noite. No dia seguinte, as sec¢des foram contrastadas com tionina, desidratadas,

diafanizadas e cobertas com laminulas, usando DPX (distrene, plasticiser e xilene).

4.7. Analise histoldgica
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Proliferacao celular neuronal

A proliferacio de células imunorreativas a Ki-67 e BrdU foi estimada
contando-se manualmente células marcadas em microscopia de campo claro (E-1000,
Nikon Corporation). As células localizadas até o limite de dois corpos celulares a
partir da camada granular em dire¢do ao hilo foram consideradas pertencentes 4 zona
subgranular; células localizadas mais distalmente n3o foram incluidas na contagem.
A cada 12" seccio, as células imunorreativas a Ki-67 e BrdU foram contadas
bilateralmente na zona subgranular na ampliacdo de 400 x. A contagem de células de
cada animal foi somada por seccio e, em seguida, multiplicado por 12 para obter uma

estimativa do niimero total de células marcadas no zona subgranular..

Diferenciacdo neuronal

As anilises do fendtipo neural foram realizadas em microscopia de
fluorescéncia (Nikon Corporation, E-1000, Japdo), sendo contabilizadas as células
duplamente marcadas para BrdU e NeuN localizadas na camada granular do giro
denteado do hipocampo, bilateralmente. A co-localizagio celular foi confirmada por

meio de microscopia confocal (LSM s10, Zeiss, Alemanha)

Neuronios imaturos

A anilise estereoldgica quantitativa das células hipocampais imunorreativas a
doublecortina foi realizada nas dependéncias do Departamento de Anatomia no ICB-
USP em colaboragio com o Professor Doutor Jackson Cioni Bittencourt.

As sec¢des reveladas para DCX foram contra-coradas com tionina,
permitindo a delimita¢io das estruturas em microscépio éptico acoplado a sistema de
estereologia constituido por uma platina motorizada (LudlElectronicProducts,
Hawthorne, NY), cimera para captura (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) e o
software Stereolnvestigator (MBF Biosciences, Williston, VT).

O giro denteado do hipocampo foi delimitado com uma objetiva de baixo
aumento, 4 X (Figura 10). Uma estimativa preliminar da populagio de neurdnios

marcados em um corte foi realizada, conforme ilustrado pelos pontos azuis na Figura

10A.
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FIGURA 10. Representacio esquemdtica da regido nervosa cuja estimativa
estereoldgica foi realizada. Em A, contorno do giro denteado (preto) e posi¢io dos
neurdénios marcados. Em B, posicionamento dos campos amostrais (quadrados verde
e vermelho) do fracionador éptico.

Os parimetros para a estereologia foram entdo ajustados para uma regido
amostral de 40 x 40 um, distribuidos em um reticulo de 150 x 150 um, posicionado
aleatoriamente pelo programa em cada um dos quatro cortes amostrados em cada

animal (Figura 10B).
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5. RESULTADOS

5.1.Atividade fisica

A distancia percorrida diariamente pelos animais expostos ao exercicio (EXE)
é apresentada no Figura 1. A ANOVA revelou, como esperado, auséncia de
diferengas significativas entre os sujeitos dos grupos EXE1, EXE3 e EXE6 (F2,12 =
1,002, p = 0,3960). Esse resultado era esperado, pois os intervalos de tempo pés-
exercicio, que diferencia os grupos, foram implantados posteriormente a exposi¢io
dos animais a roda de atividade. Portanto, o histérico dos animais dos diferentes
grupos era extamente o mesmo até a aquisi¢io desses dados. A ANOVA revelou
ainda um efeito significativo para o fator dia (F6,12 = 19,93, p < 0,0001), indicando que

a distancia percorrida diariamente aumenta ao longo dos dias.

6000-
- EXE1

EXE3

4000- -+ EXE6

2000+

Distance travelled (m/24h)

Days

Figura n. Distancia (em metros) percorrida a cada 24 horas (Média - E.P.M)
pelos sujeitos dos grupos EXE ao longo de 7 dias de exposi¢io a roda de atividade.
Note que a divisdo de grupos em relagdo ao fator INTERVALO apés o exercicio, de
1 (EXE1), 3 (EXE3) ou 6 (EXE6) semanas, foi implementada posteriormente a
exposi¢io as rodas de atividade; portanto, ndo eram esperadas diferencas

significativas em relagio a esse fator.
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5.2. Labirinto Aquatico de Morris: Memaria Operacional

Versao dependente do hipocampo

No teste de memoria operacional a posi¢io da plataforma é alterada a cada
nova sessdo (dia) de treinamento. Assim, na primeira tentativa de cada sessdo os
animais desconhecem sua localizagdo. Porém, como uma mesma sessio inclui 4
tentativas, e a plataforma é mantida na mesma localizacio ao longo da sessio, o
animal pode valer-se da informacdo obtida sobre a localizacdo da plataforma na
primeira tentativa daquele dia especifico e melhorar seu desempenho ao longo das
tentativas subsequentes. Foram realizadas duas fases de testes de membéria
operacional, variando-se o intervalo entre as tentativas (ITI - Intertrial Interval).
Na primeira fase (dias 1-7) o I'TI foi igual a 10 minutos. Na segunda fase (dias 9-11) o
ITI foi virtualmente zero. Para efeitos de anilise do desempenho, foram calculadas
as médias dos escores de cada uma das tentativas incluindo as sessdes de 5 a 7 com
ITI de 10 minutos e as sessdes de 9 a 11 com ITI de zero minutos.

Como o Figura 12 mostra, na primeira tentativa, quando a informacio critica

sobre a localizagio da plataforma é desconhecida, a laténcia (Figura 12A) e

comprimento do trajeto (Figura 12B) sio relativamente mais longos. Entretanto, na
segunda tentativa, quando os ratos podem utilizar a informacio sobre a localizagio
da plataforma obtida na primeira tentativa, hd um decréscimo nos valores de laténcia
e comprimento de trajeto, descréscimo este que é mais acentuado quando o ITI é
igual a4 zero (Figuras 12A e 12B). Esses efeitos atingem niveis assintdticos nas
tentativas trés e quatro.

Congruentemente, em relacdo a laténcia e comprimento do trajeto, a ANOVA
para medidas repetidas revelou efeito significante para os fatores principais ITI (F,
= 8,64-16,52, p < 0,005) e Tentativa (F;,,; = 105,28-106,46, P < 0,0001). Em contraste, a
ANOVA revelou auséncia de efeitos significantes para laténcia e comprimento do
trajeto em relagdo ao fator principal GRUPO (EXE VS N-EXE) (F 4 = 0,58-0,62, p >
0,45) e também em relagdo ao fator principal INTERVALO apés o exercicio (1, 3 ou
6 semanas) (F,, = 0,33-0,68, p > 0,72). Ademais, a ANOVA revelou auséncia de

interacdo significante entre esses parimetros (p > 0,28).
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A versio de membéria de operacional do labirinto aquéitico de Morris também
proporciona, no dia seguinte a uma sessio, um teste de memoria relativo a
localizagdo da plataforma 24 horas antes, uma vez que na primeira tentativa de cada
sessio os animais tendem a buscar pele plataforma no local onde a mesma se
encontrava no dia anterior. Em adi¢do, decréscimos nessa busca ao longo das
tentativas proporciona uma medida de extingdo associada 4 aquisi¢do da informagio
sobre a nova localizacdo da plataforma, refletindo uma medida de flexibilidade

comportamental. O Figura 13 mostra o tempo gasto no contador critico do dia

anterior (Figura 13A), o percentual de permanéncia dentro dessa irea em relacdo a

outras trés 4reas simetricamente localizadas (Figura 13B) e o niimero de entradas o

contador critico do dia anterior (Figura 13C). Como esperado, em relagio a esses

pardmetros a ANOVA revelou efeitos significantes para o fator principal
TENTATIVA (F3,147 = 31,15- 64,79, p< 0.0001), confirmando que na primeira
tentativa os ratos buscam pela plataforma na localizagdo critica do dia anterior, mas
extinguem essa busca ao longo das tentativas restantes.

ANOVA revelou ainda efeito significante para o fator principal
INTERVALO (F2,49 = 6,24 , p < 0,0039) em relagdo a percentagem de tempo gasto
no contador critico do dia anterior e revelou ainda interacio significante em relagio

aos fatores GRUPO x INTERVALO (F2,49 =3,67, p < 0,0327) para frequéncia de

entradas no contador critico do dia anterior.
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Path length (cm)

A Latency (s) - G1EXE B
- G3EXE
70 -+ GBEXE a4l -+ G1EXE
-*- G1NEXE % G3EXE
60+ -¢- G3NEXE -+ GBEXE
-~ GB NEXE . -+ G1NEXE
50 -¢- G3NEXE
- GBNEXE
40 000
304
7504
204
500
104
ol— T T r T r T T B0 . . .
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 12. Médias das laténcias (em segundos) (A) e comprimento de trajeto
(cm) (B) (-E. P.M.) ao longo das tentativas no teste de meméria operacional do
labirinto aquitico de Morris em fun¢io do ITI, e Grupos (EXE versus N-EXE)

incluindo intervalo (1, 3 ou 6 semanas).
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Time spent within day-before counter
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No-EXE1
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Resultados

Figura 13. Média (- E.P.M.) do tempo gasto no contador critico do dia anterior (10™'s)

(A), percentagem relativa de tempo de permanéncia no contador do dia anterior em

relacdo a 3 outras dreas simetricamente localizadas (B) e frequéncia de entradas no

contador critico do dia anterior (C), ao longo das 4 tentativas do teste de memdria

operacional do labirinto aquitico de Morris, em funcdo do ITI, e Grupos (EXE

versus NAO-EXE) incluindo intervalo apds o exercicio (1, 3 ou 6 semanas).
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Versao INdependente do hipocampo

Na versdo da tarefa independente da fun¢io hipocampal, o mesmo protocolo
experimental foi utilizado. Porém, havia uma bola de isopor de 7 cm de didmetro,
visivel de qualquer ponto da piscina, posicionada 10 c¢cm acima da plataforma,
indicando assim sua localizacdo para os animais. A localiza¢do da plataforma foi
modificada a cada nova tentativa, tornando essa versio da tarefa independe de
memoria espacial.

Os resultados do teste com a plataforma visivel sdo apresentados no Figura 14.
Como esperado os ratos submetidos a essa versdo da tarefa sio capazes de escapar
para a plataforma muito mais rdpido do que aqueles que foram testados com a
plataforma oculta, o que é expresso pelo decréscimo nos valores de laténcia e

comprimento de trajeto, (Figura 14A e 14B). Mesmo estando a plataforma visivel,

diferencas significativas n3o foram encontradas em relagio ao fator principal
GRUPO (EXE vs N-EXE) (F,.s = 0,06 -0,25, p>0,8112) , INTERVALO apés o
exercicio (1, 3 ou 6 semanas) (F,.,s = 0,04-0,92, p > 0,41) e auséncia de interagio
significante entre esses parimetros (p > 0,44).

A ANOVA para medidas repetidas revelou efeito significante para os fatores
principais ITI (F1,28 = 5,63-6,90, p < 0,0138) e TENTATIVA (F,z, =12,28-34,59 , p <
0,0001 ). Congruentemente, a ANOV A revelou efeito significante na interacdo entre
GRUPO (EXE vs N-EXE) x ITI (F,.5=6,33, p < 0,0179) e ITI x TENTATIVA (F, s
=36,73, p <0,001 ) em relagio a laténcia indicando que esse parimetro variou
diferentemente ao longo das tentativas (Figura 4A). E em relacdo ao_comprimento
do trajeto (Figura 4B) hé interagio significativa entre ITI x TENTATIVA (F,.s
=11,42, p < 0,0001).

Em relagio a velocidade média de natacio (Figura 14C), a ANOVA para

medidas repetidas revelou auséncia de efeito significante para os fatores principais
ITI (F1,28 = 0,00, p >0,990), Tentativa (F,g, =1,63, p > 0,1882), GRUPO (EXE vs N-
EXE) (F,. =0,72, p »0,4036112) e INTERVALO apés o exercicio (1, 3 ou 6 semanas)
(F,.8 =3,23, p >0,0547). Entretanto, a ANOVA relevou interagio significativa entre
GRUPO x TENTATIVA (F, s = 2,94, p< 0,0377) e ITI x TENTATIVA (F, 5 =3,02,

p < 0,034).
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Figura 14. Médias das laténcias (em segundos) (A), comprimento de trajeto (cm) (B)

e velocidade média de natagdo (expressa em cm por segundos)(-E. P.M.) ao longo

das tentativas no teste de memdoria operacional do labirinto aquatico de Morris na

versio independente do hipocampo em funcio do ITI, e Grupos (EXE versus N-

EXE) incluindo intervalo (1, 3 ou 6 semanas).
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5.3. Resultados histoldgicos

Proliferacao - BrdU e Ki-67

Para a anélise da proliferacio de novos neurbnios, foi realizada a
quantificagio das células imunorreativas para bromodeoxiuridina (BrdU ) e Ki-67,
levando-se em consideragdo o ciclo celular representado na Figura 15 (note que as
cores refletem os marcadores). Essa quantificagio focalizou a zona subgranular
(ZSG) do giro denteado do hipocampo de 20 ratos adultos, divididos em dois grupos

(Exercitado, n=10; Nio-Exercitado, n=10)

GO

FIGURA 15. Desenho esquemitico refletindo o ciclo celular e os estigios em
que ocorre expressio de dois marcadores comumente usados, bromodeoxiuridina
(BrdU ) e Ki-67. Observe-se (em cores) que esses marcadores sio observados em
diferentes estdgios do ciclo celular. Ki-67, um marcador endégeno da proliferacio, é
expresso ativamente em todas as fases do ciclo celular, especificamente, nos estigios
de crescimento para replicacio de cromossomos(Gri), sintese de DNA (S),
preparacido para divisio mitética (G2) e mitose (M). O BrdU somente é incorporado
durante a fase de sintese (fase S) do ciclo celular, indicando que a célula se encontra

na fase S ou ja passou por ela.
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A Figura 16 exemplifica os tipos de marcagio observados apds esses

. . . . . . ’ 7
procedimentos (paineis superiores) e mostra estimativas do ntimero de células que
expressaram cada tipo de marcador em funcido dos tratamentos (paineis inferiores).

Em relagio ao BrdU observou-se que o grupo EXE exibiu 3859 + 198,9 (média

I+

erro padrio) novas células, ao passo que o grupo NOEXE exibiu 1296 + 162 (média

I+

erro padrdo). O teste T-Student revelou que a quantidade de células marcadas por
BrdU foi significantemente maior no grupo EXE em relacdo ao grupo NOEXE (p<
0,0001) (Figura 16-D). Em relacdo ao Ki-67 obervou-se que o grupo EXE exibiu 3708
+ 198,3 (média + erro padrio) e que o grupo NOEXE exibiu 1606 + 233,2 (média + erro
padrio). O teste T-Student revelou que a quantidade de células marcadas por Ki-67
foi significantemente maior no grupo EXE em relagdo ao grupo NOEXE, (p < 0,0001)
(Figura 16-C) indicando maior proliferacio no grupo exercitado em relagdo ao

controle.
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FIGURA 16 . Efeito de 7 dias de atividade fisica voluntdria na proliferacio
celular. Imagens representativas obtidas por microscopia de campo claro para Ki-67
(A) e BrdU (B) no giro denteado de ratos exercitados. Células imunorreativas
aparecem em marrom nas sec¢des contra coradas com tionina. Na imagem a
esquerda (A), agrupamento celular (“cluster”) imunorreativo a Ki-67 na borda entre
a camada granular (CG) e Hilo, na zona subrgranular. Na imagem da direita (B),
células imunoreativas a BrdU na camada granular do giro denteado. Escala: 1ooum.
Magnificagdo: 40x. Numero estimado de novas células em animais submetidos a
uma semana de atividade voluntaria, revelado por marcagio positiva para Ki-67 (C) e
BrdU (D). Dados expressos como a média + S.E.M., n = 5 animais por grupo. ¥** p

<0.001, conforme teste T-student.
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Neuronios imaturos DCX

As estimativas estereoldgicas do nimero de células DCX-positivas nos
grupos EXE e N-EXE, considerando os intervalos de 1, 3 ou 6 semanas de interrupgio
do exercicio fisico antes da exposicdo ao teste comportamental na versio dependente
do hipocampo, sio mostradas na Tabela 4 e Figura 17 (dados expressos como a média
+ E.P.M., n= 5 animais por grupo).

A ANOVA revelou, como esperado, efeito significante para o fator GRUPO
(EXE VS N-EXE) (F,., = 67,67 p <0,001). A ANOVA revelou auséncia de efeito
significante em relacdo ao fator INTERVALO apés o exercicio (1, 3 ou 6 semanas)
(Fz,24 =0,00, p >0,0987) e também auséncia de interagio significante entre esses

paridmetros (F,,, 0,37 p>0,6941).

Tabela 4. Quantificagio de neurdnios imaturos positivos para doublecortina (DCX)
no giro denteado do hipocampo.

Grupo EXE N-EXE

G1 87,78 + 12,11 37,51 + 6,079
Gs3 86,73 * 3,539 37,88 * 5,058
G6 82,18 + 4,799 42,80 + 6,228

Valores expressos em Média + Erro padrio. Médias da contagem de células DCX-
positivas nos Grupos (EXE versus NAO-EXE) incluindo intervalo (1, 3 ou 6
semanas, correspondendo a G1, G3 e G6 respectivamente). Dados expressos como a
média + E.P.M., n= 5 animais por grupo.
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FIGURA 17. Células imunorreativas para Doublecortina (DCX) expressas em
neurdnios imaturos no hipocampo de animais exercitados. O soma das células
imunopositivas estio localizados na zona subgranular e na borda entre a camada
granular e o hilus com extensGes passando através da camada granular e indo em
diregdo & camada molecular (A). Escala: 1ooum. Figura (B) mostrando as estimativas
de células DCX-positivas nos Grupos (EXE versus NAO-EXE) incluindo intervalo
(1, 3 ou 6 semanas, correspondendo a Gi, G3 e G6 respectivamente). Dados
expressos como a média + E.P.M., n= 5 animais por grupo. ¥*** p <o,001.
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Diferenciacao Neuronal BrdU/NeuN

Estimativas do ntmero de células neurais com dupla marcacdo por
imunofluorescéncia para BrdU e NeuN, no giro denteado do hipocampo, indicativa
de diferenciacdo neuronal, mostradas na Tabela 5 e na Figura 18.

Para o animais expostos a versdo dependente do hipocampo do labirinto

aquético de Morris, a ANOVA revelou, como esperado, efeito significante para o

fator GRUPO (EXE VS N-EXE) (F,,, = 48,14 p <o,001), indicando que o exercicio

fisico espontineo resulta num aumento na producio de novos neurdnios. A
ANOVA revelou ainda auséncia de efeito significante em rela¢io ao fator principal
INTERVALO apés o exercicio (1, 3 ou 6 semanas) (F,,, =3,00, p > 0,0686) e auséncia
de interagio significante entre GRUPO e INTERVALO (F,,,- ,79 p > 0,1886).
Porém, o teste post-hoc de Bonferroni indicou diferenca significante entre os grupos
exercitados EXE1 e EXE6 (p<0,05) em relagio ao ntimero de novos neurénios,
mostrando que a medida que se aumenta o fator intervalo hd uma diminuigio
significativa no nimero de novos neur6nios que sobrevivem.

Para o animais expostos a versio INdependente do hipocampo do labirinto

aquético de Morris, a ANOVA também revelou, como esperado, efeito significante

para o fator GRUPO (EXE VS N-EXE) (F,., = 46,92 P <o0,001), indicando que o

exercicio fisico espontineo resulta num aumento na producio de novos neurdnios. A
ANOVA revelou ainda auséncia de efeito significante em relagio ao fator principal
INTERVALO apés o exercicio (1, 3 ou 6 semanas) (F,,, =0,48, p > 0,6242) e auséncia
de interagdo significante entre GRUPO e INTERVALO (F,,,- 0,83 p > 0,4470). Note
que os grupos exercitados nessa versio da tarefa possuem nimero de novos
neurdnios semelhantes aos animais n3o exercitados da versio dependente do
hipocampo.

O ntmero estimado de novos neurdnios nos animais treinados na versio
independente do hipocampo na tarefa do labirinto aquéitico de Morris teve um
decréscimo significativo em comparagdo aos animais treinados na versio dependente

da tarefa (p< 0,0001) como pode ser visto na figura 16.
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Tabela 5. Quantificagio das células que se diferenciaram em neurdnios (neurogénese) no
giro denteado do hipocampo.

Versdo dependente do hipocampo

.

Grupo EXE N-EXE
G1 2434+ 520,6% 489,6+ 39,14
G3 1702+264,1 460,8+ 70,75
Gé6 1382:+155,3* 333,6+ 29,73

Versio independente do hipocampo

~_

Grupo EXE N-EXE
G 468+ 57,67 156+ 12,59
G3 396+73,09 184,8+ 24,18
G6 376,8+39,91 160,8+ 25,04

Valores expressos em Média + Erro padrio. Médias da contagem de células
duplamente marcadas por imunofluorescéncia (BrdU e NeuN) no giro denteado do
hipocampo (controle, n=5; exercitados, n=5) dos grupos G1, G3 e G6
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Figura 18 Fotomicrografias representativas evidénciando a imunofluorescéncia para
BrdU(A), NeuN(B) e a co-localizagio NeuN + BrdU (C e D). Os Figura (E) e F mostra o
nimero estimado de células duplamente marcadas por imunofluorescéncia para BrdU e
NeuN, nos Grupos (EXE versus N-EXE) incluindo intervalo (1, 3 ou 6 semanas,

correspondendo a G1, G3 e G6, respectivamente) em fungio da tarefa do labirinto aquatico

*&k%

p

Morris. Dados expressos como a média + S.E.M., n= 5 animais por grupo. *p<0,0s,

<0.00I.
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Figura 19. Efeito do treinamento da tarefa do labirinto aquatico de Morris nas versdes
dependente e independente do hipocampo no niimero de novos neurénios. O niimero
estimado de células duplamente marcadas por imunofluorescéncia para BrdU e
NeuN diminuiu significativamente nos animais que foram submetidos a versio
visivel do labirinto de 4gua de Morris em comparacio com animais que passaram
pela versio dependente funcio da tarefa do labirinto aquéitico Morris. Dados

expressos como a média + S.E.M., n=30 animais por grupo. ¥p<0,05, *** p <o.001.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou o efeito de sete dias de atividade fisica
voluntiria no desempenho da tarefa dependente do hipocampo, a versio que envolve
memodria operacional no labirinto aquitico de Morris, e sua relagio com a
neurogénese. Investigou-se ainda se esses efeitos sio mantidos depois de 1, 3 ou 6
semanas apds a interrupgdo do exercicio fisico.

Este estudo demonstra que atividade fisica voluntéria induz um aumento na
proliferacdo celular e na diferenciagio neuronal (neurogénese) no giro denteado. A
introducdo de um periodo de intervalo entre o final do exercicio e a execugio da
tarefa comportamental causa uma redugio significativa na sobrevivéncia dos novos
neurdnios, como observado com 1 semana de intervalo em comparagio com os
animais testados com 6 semanas de intervalo. Ademais, os animais que foram
expostos a uma tarefa do labirinto aquitico de Morris na versio INdependente do
hipocampo (plataforma visivel) apresentaram um robusto decréscimo de novos
neurdnios quando comparados aos animais expostos a versio dependente da tarefa
(p<o,0001).

Estudos anteriores em camundongos mostraram que exercicio fisico
espontineo em rodas de atividade aumenta a neurogénese (VAN PRAAG e col,
1999), melhora o desempenho em tarefas de memoéria e aprendizado (VAN PRAAG
e col., 2005), e possui efeitos benéficos em desordens e disttrbios do Sistema Nervoso
Central (RADAK e col., 2004).

Dados do presente estudo confirmam que sete dias de atividade fisica
espontinea aumentam a neurogénese no giro denteado. Em contraste, entretanto, o
presente resultado nio confirma que esse aumento da neurogénese é acompanhado
por melhora na memdria espacial, como avaliado por meio da versdo que envolve
memoria operacional no labirinto aquético de Morris.

Diferentes animais mostram melhor desempenho cognitivo como resultado
do aumento da atividade fisica pelo exercicio voluntirio (VAN PRAAG e col.,1999;
2005; BARRIENTOS e col., 2011) ou exercicio em esteira (ALBECK e col., 2006;
AQUIAR e col., 2011; BERCHTOLD e col., 2010; ANG e col., 2006). Muitos estudos

tém observado também uma relacio entre o exercicio fisico e o aumento da
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capacidade de aquisicio da versdo tradicional do Labirinto Aquitico de Morris
(VAN PRAAG e col., 1999; 2005; RHODES e col., 2008; VAYNMAN e col., 2004).
A maior parte desses estudos utilizou a versio que envolve meméria de referéncia do
labirinto aquéitico de Morris, adotando o paradigma de duas tentativas por dia para

demonstrar aumento de memoria espacial em diversas linhagens de camundongos

(VAN PRAAG e col.,1999; MARLATT e col., 2012) e ratos (LEASURE e col., 2008;
VAYNMAN e col., 2004; YAU e col., 2012). No entanto, poucos trabalhos (BEN,
2010) examinaram o efeito do exercicio voluntidrio em uma versio que envolve
meméria operacional no labirinto aquatico de Morris. E importante notar que o teste
de membéria de referéncia avalia a capacidade de se lembrar de um evento que
permanece constante, a posi¢cdo da plataforma é inalterada durante todo periodo de
execucdo da tarefa. Para execucdo da tarefa operacional é necessirio a aquisigdo
didria de novas informagdes, o que leva a crer que essa versdo seja mais sensivel para
detectar a func¢io hipocampal do que a versio que envolve meméria de referéncia
(XAVIER e col, 1999) que é mais comumente usada.

Destaca-se, além disso, que em todos os estudos prévios em que foi
demostrado melhora no desempenho de meméria espacial induzido pela atividade
fisica, os animais foram submetidos ao teste comportamental imediatamente apds o
fim do exercicio, independente do protocolo de exercicio adotado. S3o quase
inexistentes as abordagens experimentais que investigam especificamente como a
introducio de um intervalo de tempo entre o fim da atividade fisica e o inicio da
tarefa comportamental afetam a funcdo cognitiva e sua relacio com a neurogénese
hipocampal (WIDENFALK e col., 1999; GREENWOOD e col., 2012).

Por exemplo, Berchtold e colaboradores (2010) investigaram, em
camundongos, o efeito de 3 semanas de atividade fisica espontinea seguidos por um
periodo de 1 ou 3 semanas sem exercicio, no desempenho da tarefa do “labirinto
radial aquatico” (radial arm water maze-RWM); e analisaram os niveis protéicos de
BDNF. Os sujeitos que foram expostos a atividade fisica tiveram melhor
desempenho e niveis mais elevados da proteina BDNF que os sujeitos nio
exercitados. Eles relataram que os niveis dessa proteina no hipocampo
permaneceram significativamente elevados quando medidos uma semana apés a
interrup¢io da atividade fisica. No entanto, apés 3 semanas de interrup¢io do

exercicio os niveis de BDNF eram inferiores aos animais do grupo controle.
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Nossos dados mostram que o grupo EXEGI, que iniciou o teste
comportamental na versio dependente do hipocampo apés uma semana de
interrupgdo da atividade fisica, e que provavelmente possuiria os maiores niveis de
BDNF, teve diferengas significativas no nimero de novos neurdnios em relacdo ao
grupo EXEG6 (p<0,05), esse mesmo decréscimo foi visto nos animais que foram
submetidos a4 tarefa na versio nio dependente do hipocampo, porém nio
significativo (p > 0,05) mostrando que, 2 medida que se aumenta o fator intervalo, hi
uma diminui¢io significativa no nimero de novos neurdnios que sobrevivem, o que
pode estar relacionados & diminui¢do dos niveis de BDNF (COTMAN &
BERCHTOLD, 2002; VAYNMAN e col., 2004; ZHENG e col., 2006).

Estudo conduzido por Llorens-Martin e col. (2010) mostrou que o ndmero de
novas células induzido por dois meses de enriquecimento ambiental retorna a niveis
basais apés uma semana da remocdo do enriquecimento. Estudos prévios indicam
que os beneficios do enriquecimento ambiental e da atividade fisica no hipocampo
podem ser reversiveis (WIDENFALK e col.,, 1999; BERCHTOLD e col., 2010;
KITAMURA e col., 2003; KANAREK e col., 2009).

Greenwood e colaboradores (2012) mostraram que a interrupgio do exercicio
voluntdrio em ratos, por 6 semanas aumenta os comportamentos relacionados a
ansiedade, o que torna plausivel pensar na possibilidade de que a interrupcio de
exercicio e o decréscimo de neurogénese hipocampal possam estar relacionados
também a respostas de estresse, um modulador negativo da neurogénese
(TANAPAT e col., 2001; GOULD e col., 1997; PHAM e col., 2003). O exercicio
fisico e o estresse influenciam fortemente a neurogénese hipocampal de maneiras
opostas, é possivel que interrupcdo da atividade fisica tenha levado a um aumento da
vulnerabilidade ao estresse e reduzido o potencial de melhora de desempenho na
tarefa comportamental induzido pelo exercicio, bem como a redugio da
sobrevivéncia de novos neurdnios promovida pela de aprendizagem. Ademais, pode-
se considerar também que um protocolo com maior tempo de exposi¢do a atividade
fisica seja requerido para que os efeitos benéficos do exercicio tenham efeito com a
insercdo de um periodo de intervalo em uma tarefa cognitiva.

E importante ressaltar, que além da adocio de diferentes protocolos
comportamentais, diferencas entre espécies podem existir e refletir nas propriedades

dos novos neurdnios em camundongos e ratos (DOBROSSY e col., 2003; SNYDER
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e col.,, 2009). Em um estudo feito em camundongos, Stone e colaboradores (z2011),
mostraram que a taxa mdixima de integracio de novos neurdénios modulada pela
tarefa do labirinto aquético de Morris foi atingida apenas quando os novos neurénios
possuiam de cinco ou mais semanas de idade. Snyder e col. (2009) relataram que
neurdnios jovens expressam proteinas e genes de expressio imediata para neurdnio
maturo I ou 2 semanas mais cedo em ratos do que em camundongos e neurdnios
possuem duas vezes mais chances de escapar das vias de apoptose e sio dez vezes
mais propensos a serem recrutados em circuitos de aprendizagem.

E interessante destacar que evidéncias diretas de que os efeitos
comportamentais do exercicio ou enriquecimento ambiental sio mediados pela
neurogénese sio ainda escassas. A maioria dos estudos busca estabelecer uma
correlacdo entre a melhora de desempenho em tarefas de aprendizagem e exercicio ou
ambiente enriquecido, condi¢des que sdo conhecidas por aumentar a neurogénese,
sem, no entanto, buscar qual é a relevincia da neurogénese. A melhora da
aprendizagem pode estar relacionada ao aumento da neurogénese, mas também pode
ser decorrente de outros fatores relacionados ou nio a producio neuronal. Por
exemplo, foi relatado que animais expostos ao ambiente enriquecido apresentaram
melhora de desempenho em uma tarefa de reconhecimento de objetos, entretanto,
apds tratamento com agentes antimitéticos que bloqueiam a neurogénese essa
melhora é inexistente (BRUEL-JUNGERMAN e col., 2005). Em contraste, outros
trabalhos forneceram evidéncias convincentes de melhora em tarefas dependentes do
hipocampo induzidas pelo ambiente enriquecido na auséncia de neurogénese
(MADRONAL e col., 2010; MESHI e col., 2006).

Dados do presente estudo confirmam que o aprendizado de uma tarefa
dependente do hipocampo, a versio que envolve meméria operacional do labirinto
aquéitico de Morris, promove um aumento da sobrevivéncia de novos neurdnios
gerados pela atividade fisica. Em contraste, a aprendizagem da versio independente
do hipocampo da tarefa ndo leva a beneficios na sobrevivéncia de novos neurdnios.

A relacio entre o aumento da sobrevivéncia de novos neurdnios e o
aprendizado de tarefas dependentes do hipocampo foi demostrada por Gould e
colaboradores em 1999. Sabe-se que a taxa de proliferagio hipocampo adulto é muito
maior em relacdo ao nimero de neurdnios imaturos que sobrevivem até a

maturidade, a maior parte dessas células morre apés 1-2 semanas (CAMERON e col,,
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1993). Entretanto, Gould e colaboradores mostraram que o aprendizado dependente
do hipocampo foi capaz de resgatar esses neurdnios imaturos promovendo maior
sobrevivéncia e incorporagdo no giro denteado. Este resultado foi corroborado por
uma série de estudos que também investigaram os efeitos de aprendizagem espacial
sobre a sobrevivéncia de células imaturas (AMBROGINI e col., 2000; HAIRSTON
e col., 2005; EPP e col., 2007, 2010, 2011).

No entanto, alguns estudos tém produzido resultados contraditérios, ou
mostrando que a aprendizagem espacial diminuiu a sobrevivéncia de neurdnios
imaturos (DOBROSSY e col., 20033 AMBROGINI e col., 2004; MOHAPEL e col.,
2006; EPP e col., 2011), ou que a aprendizagem espacial nio teria qualquer efeito sobre
a sobrevivéncia de novos neurdnios (EHNINGER & KEMPERMANN, 2006;
MOHAPEL e col., 2006; VAN DER BORGHT e col., 2006). A falta de resultados
consistentes a partir dos estudos descritos acima sugere fortemente que, embora a
aprendizagem espacial possa influenciar positivamente a sobrevivéncia de novos
neurdnios, esse efeito é dependente da condi¢do existente.

A relagdo entre a aprendizagem dependente do hipocampo e aumento de
sobrevivéncia de novos neurdnios é uma relagio complexa e com vdrios fatores
importantes e janelas de tempo criticas que devem ser considerados. Talvez o fator
mais importante a se considerar quando se examina os efeitos da aprendizagem
espacial na neurogénese é o efeito da idade dos neurdnios imaturos no momento da
aprendizagem.

Quando os novos neurdnios que tem de 1 a 5 dias de idade no momento da
aprendizagem ndo ha efeitos da aprendizagem espacial na sobrevivéncia desses
neurdnios (EPP e col., 2013). Quando esses neurénios imaturos tém de 15 a 20 dias de
idade no momento da aprendizagem h4 uma diminuicdo da sobrevivéncia (EPP e
col., 2013). Entretanto, quando os neurdnios imaturos tém de 6 a 10 dias de idade no
inicio da tarefa de aprendizagem h4 um aumento na sobrevivéncia desses neurdnios
[embora isso possa depender da dificuldade da tarefa (EPP & GALEA, 2009) e da
qualidade da aprendizagem (EPP e col., 2007; SISTI e col., 2007)]. Esse periodo de
tempo corresponde, em ratos, ao periodo de prolongamento dos axdnios e formagio
de conexdes com CA3. Assim, é provivel que o aumento da sobrevivéncia induzido
pelo aprendizado seja dependente que o mesmo ocorra durante o processo de conexio

do neurdnio imaturo a circuitaria existente (EPP e col., 2013).
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Discussao

Embora a abordagem experimental seja diferente, nossos dados corroboram os
dados do grupo de Epp e colaboradores, em nosso estudo, as inje¢des de BrdU foram
administradas nos 3 dltimos dias de atividade fisica para marcar as células em divisio
naquele momento, considerando o periodo de intervalo, os neurdnios imaturos do
grupo EXEG1 tinham de 7 a 10 dias de idade no momento da aprendizagem do
labirinto aquético o que refletiu em um aumento significativo na sobrevivéncia de
novos neurdnios em relagio aos grupos que tinham mais de 20 dias de idade no
momento do aprendizado.

Em conclusdo, nosso estudo mostra que houve um aumento na proliferacio e
diferenciagio neuronal (neurogénese) induzido pela atividade fisica voluntdria. Esse
aumento de neurogénese nio refletiu em uma melhora na meméria espacial. Além
disso, esse estudo demonstra de maneira pioneira que a interrupc¢io da atividade
fisica anterior A execugio da tarefa comportamental leva a uma reducio significativa
na sobrevivéncia dos neurdnios gerados pela atividade fisica. Demostramos também
que o aprendizado da tarefa do labirinto aquitico de Morris, na versio de memoria
operacional que é dependente do hipocampo, leva a um aumento da sobrevivéncia
dos novos neurdnios que foram produzidos no periodo de exercicio, ao passo que o
aprendizado da versio independente da tarefa leva a uma reduc¢io do ndmero
absoluto de novos neurdnios. Nossos dados, em conjunto com os dados da literatura
reforcam o conceito que o aprendizado dependente do hipocampo modula
positivamente a neurogénese hipocampal adulta.

O destreinamento fisico baseia-se no conceito da reversibilidade, o qual
mostra que quando o exercicio fisico é suspenso ou reduzido, os sistemas corporais se
reajustam de acordo com a diminuicdo do estimulo (COYLE, 1994). Nossos dados
fornecem uma nova perspectiva ao conceito das adaptacdes fisioldgicas em
decorréncia do destreinamento ao mostrar que a interrupgido da atividade fisica leva a
alteracdes da neurogénese hipocampal. A adaptacio do hipocampo a inatividade
fisica pode n3o ser apenas uma simples inversio de uma adaptacdo decorrente do

exercicio fisico.
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7. CONCLUSOES

IIL.

I1I.

IV.

O protocolo de 7 dias de atividade fisica voluntaria leva a um aumento

na proliferacdo e na diferenciacdo neuronal (neurogénese).

O aumento da neurogénese hipocampal ndo refletiu em uma melhora na

memoria espacial.

A interrupg¢ao da atividade fisica anterior a execugdo da tarefa comportamental
leva a uma reducdo significativa na sobrevivéncia dos neuronios gerados pela

atividade fisica.

O aprendizado da tarefa do labirinto aquatico de Morris, na versdo de memoria
operacional que ¢ dependente do hipocampo, leva a um aumento da
sobrevivéncia dos novos neurdnios que foram produzidos no periodo de
exercicio, ao passo que o aprendizado da versdo independente da tarefa leva a

uma reducao do niimero absoluto de novos neuronios.
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Resumo

MOTTA-TEIXEIRA, L.C. Universidade de Sio Paulo, novembro de 2013. Exercicio Fisico,

aprendizado e Memoéria. Orientador: Gilberto Fernando Xavier

A neurogénese hipocampal é modulada por muitos fatores que incluem
envelhecimento, estresse, enriquecimento ambiental, atividade fisica e aprendizado.
Atividade fisica voluntaria (espontinea) estimula a proliferacdo celular no giro
denteado e facilita a aquisi¢do e/ou retengdo de tarefas dependentes do hipocampo,
incluindo o Labirinto Aquético de Morris. Embora seja bem estabelecido que o
exercicio fisico regular melhore o desempenho em tarefas de meméria e aprendizado,
nio esté claro qual a duragio desses beneficios apés o final da atividade fisica. Neste
estudo investigamos a relagdo temporal entre os efeitos benéficos da atividade fisica
associado ao aprendizado de tarefa dependente da funcio hipocampal, e sua relagio
com a neurogénese, levando em consideracio também o tempo decorrido desde o
término da atividade fisica. Grupos independentes de ratos tiveram acesso a roda de
atividade ao longo de 7 dias (Grupo EXE) ou roda bloqueada (Grupo N-EXE) e
receberam injecdes de BrdU nos dltimos 3 dias de exposicio roda. Apds um
INTERVALO de 1, 3 ou 6 semanas apds o final da exposi¢do a roda de atividade
apés o final da exposigio a roda de atividade, os animais foram testados no labirinto
aquético de Morris, sendo uma parte deles expostos a tarefa de meméria operacional
espacial, dependente da funcdo hipocampal (H), e outra parte a uma tarefa de busca
por uma plataforma visivel, independente da funcio hipocampal (NH). Em ambos
os casos, o intervalo entre as tentativas (ITI) foi de 10 minutos durante as sessGes 1-6
e (virtualmente) zero minutos durante as sessdes 7-10. Concluida a tarefa os cérebros
foram processados para imuno-histoquimica. Foram feitas imunoistoquimicas para a
detec¢io de Ki-67 (proliferacdo celular), BrdU, NeulN (para identificar neurdnios
maduros), e DCX (para identificar imaturo neurénios). Nossos dados suportam a
ideia que atividade fisica voluntiria induz um aumento na proliferacio celular e na
diferenciagdo neuronal (neurogénese) no giro denteado. A introdugio de um periodo
de intervalo entre o final do exercicio e a execucdo da tarefa comportamental causa
uma reducdo significativa na sobrevivéncia dos novos neurénios, como observado
com 1 semana de intervalo em compara¢do com os animais testados com 6 semanas
de intervalo. Em contraste, entretanto, o presente resultado nio confirma que esse
aumento da neurogénese é acompanhado por melhora na membéria espacial, como
avaliado por meio da versio que envolve meméria operacional no labirinto aquético
de Morris. O aprendizado da tarefa do labirinto aquitico de Morris, na versdo de
memoria operacional que é dependente do hipocampo, leva a um aumento da
sobrevivéncia dos novos neurdnios que foram produzidos no periodo de exercicio, ao
passo que o aprendizado da versio independente da tarefa leva a uma reducdo do
ntmero absoluto de novos neurdnios.

Palavras-chave: neurogénese, atividade fisica, aprendizado espacial, meméria

espacial
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Abstract

MOTTA-TEIXEIRA, L.C. University of Sdo Paulo, in november 2013. Exercise, neurogenesis and

memory. Advisor: Gilberto Fernando Xavier

Hippocampal adult neurogenesis is modulated by many factors including age, stress,
environmental enrichment, physical exercise and learning. Spontaneous exercise in
a running wheel stimulates cell proliferation in the adult dentate gyrus and
facilitates acquisition and/or retention of hippocampal-dependent tasks including
the Morris water maze. While it is well established that regular physical exercise
improves cognitive performance, it is unclear for how long these benefits last after
its interruption. In this study, we investigate the temporal relation between exercise-
induced benefits associated with learning of a hippocampal-dependent task, this
relationship with neurogenesis, considering the time after exercise has ended.
Independent groups of rats were given free access to either unlocked (EXE Group)
or locked (No-EXE Group) running wheels for 7 days, having received daily
injections of BrdU for the last 3 days. The animals were then transferred to standard
home cages. After a time period of either 1, 3 or 6 weeks, the animals were tested in
the Morris water maze, one of them being exposed to the spatial working memory
task dependent on hippocampal function (H) and partly to a task search for a visible
platform, independent of hippocampal function (NH). In both cases, the interval
between trials (ITI) was 10 minutes during sessions and 1-6 and (virtually) zero
minute during the sessions 7-10. After the task brains were processed for
immunohistochemistry. Cell proliferation and net neurogenesis were assessed in
hippocampal sections using antibodies against BrdU, NeulN (to identify mature
neurons), and DCX (to identify immature neurons). Data of the present study
confirm that exposure of rats to 7 days of spontaneous wheel running increases cell
proliferation and neurogenesis. In contrast, however, the present results did not
confirm that this neurogenesis is accompanied by a significant improvement in
spatial learning, as evaluated using the working memory version of the Morris’
water maze task. The introduction of a delay period between the end of exercise and
cognitive training on the Morris water maze reduces cell survival; the number of
new neurons was higher in the EXE1 week delay group as compared to the EXE6
week delay. We showed that learning the Morris water maze in the working
memory task dependent on hippocampal function (H) increases the new neurons
survival, in contrast, learning hippocampal-independent version of the task
decreases number of new neurons.

keywords: neurogenesis, physical activity, spatial learning, spatial memory
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Prezado Senhor

Dirijo-me a V. Sa. para informar que a Comissio de Etica em Uso de
Animais do IB (CEUA), em reunido realizada nesta data, APROVOU o Projeto

“Exercicio Fisico, Neurogénese e Memoria™ Protocolo 143/2011,

responsabilidade (Colaboradora: Livia Clemente Motta Teixeira).

Atenciosamente. *

ya N )
Profa. Dra. Mariz Vainzof
Coordenadora da Comissdo de Etica no

Uso de Animais do IB (CEUA)

Ilmo. Sr.
Prof. Dr. GILBERTO FERNANDO XAVIER
Departamento de Fisiologia do IBUSP.

Rua do Matédo - Travessa 14 n° 321 - CEP 05508-090 - Cidade Universitaria

S@o Paulo - Brasil - http://www.ib.usp.br
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