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RESUMO

Cabral-Costa JV. Efeitos Modulatorios da PTEN sobre a Cognicéo e a Plasticidade Sinéptica
em Camundongos Submetidos a Intervencdes Ndo-Farmacoldgicas: a Dieta Intermitente e o
Exercicio Fisico. [dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2017.

Inicialmente caracterizada como proteina supressora de tumor, a PTEN (phosphatase and
tensin deleted on chromosome 10) tem sido objeto de estudo de trabalhos relacionados a
outros processos envolvendo proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo celulares, apresentando
um potencial papel modulatdrio na neurogénese e plasticidade sinaptica. Fatores ambientais,
como a dieta intermitente e o exercicio fisico, também podem modular estes processos,
podendo ser utilizados como intervencGes para neuroprotecdo e melhora de déficits de
aprendizado e memoria. A auséncia de PTEN em neurdnios ocasiona anomalias anatémicas e
funcionais, culminando em sinaptogénese aumentada e redugdo do LTP e LTD. Levando-se
em consideracdo a potencial modulacdo da via PISK/AKT pela dieta intermitente e pelo
exercicio fisico, a avaliacdo da influéncia destas intervencdes sobre os efeitos da delecéo
neuronal da PTEN constitui uma interessante ferramenta de estudo para melhor elucidacédo
dos mecanismos associados a plasticidade sindptica. Este trabalho objetivou caracterizar
bioquimica e funcionalmente o hipocampo e o cortex de camundongos adultos com delecéo
neuronal da PTEN, avaliando seus efeitos sob influéncia de intervenc¢des ndo-farmacoldgicas.
Para isto, foram utilizados camundongos com nocaute neuronal condicionado da PTEN
(Pten'™"*:Nse-Cre*). Os animais foram submetidos & dieta intermitente ou exercicio fisico
voluntario por um periodo de 30 dias, avaliados por ensaios comportamentais (labirinto em
cruz elevado, campo aberto, reconhecimento do objeto novo ou da localizacdo do objeto,
labirinto aquatico de Morris e esquiva inibitoria) e, posteriormente, foram realizadas as
analises de Western Blotting, da atividade da enzima dxido nitrico sintase (NOS) e dosagem
do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF). A delecdo neuronal da PTEN induziu
macrocefalia por aumento da massa cortical. A dele¢do condicionada da PTEN, sob estimulo
de intervencdo ndo-farmacologica — dieta intermitente ou exercicio fisico — induz um efeito
ansiolitico nos animais, no labirinto em cruz elevado. Os resultados do campo aberto, porém,
paradoxalmente ndo reforcam este resultado. Interessantemente, o isolamento social — intrinseco
ao estudo do exercicio fisico — induziu um aumento do perfil de ansiedade nos animais,
independentemente do gendtipo ou tratamento. Os resultados do labirinto aquatico de Morris
ndo foram conclusivos, porém apontam para um possivel déficit de memoria espacial nos
animais HT, além de, supreendentemente, um efeito deletério do exercicio fisico — também
observado nos niveis corticais de BDNF. Na esquiva inibitoria, o déficit dos animais HT foi
efetivamente resgatado pela dieta e pelo exercicio fisico. O hipocampo ndo apresentou
alteraces bioquimicas significativas. No cortex, pode-se confirmar a diminuigdo da
expressdo da PTEN e possivel ativacdo da AKT, embora nenhum efeito sobre os receptores
ionotropicos glutamatérgicos tenha sido observado. O perfil de expressdo da Cre recombinase
foi validado por meio da linhagem Nse-Cre*;tdTomato™. O estudo da linhagem
Pten'™""*:Nse-Cre* demonstrou um interessante potencial para avaliagdo dos efeitos da PTEN
sobre a cognicao e a plasticidade sinaptica, porém um melhor balizamento dos ensaios faz-se
necessario, visando a busca de condigdes de andlise dos efeitos observados. Ainda, a
expansdo dos estudos com a linhagem por meio da utilizacdo de outros estimulos pode
constituir uma interessante forma de revelar os efeitos ndo observados.

Palavras-chave: PTEN. Dieta intermitente. Exercicio fisico voluntario. Plasticidade
sinéptica. Cognicao.



ABSTRACT

Cabral-Costa JV. PTEN Modulatory Effects over Cognition and Synaptic Plasticity of Mice
under Non-Pharmacological Interventions: Intermittent Fasting and Physical Exercise.
[Master thesis (Pharmacology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo; 2017.

First characterized as a tumor suppressor, PTEN (phosphatase and tensin deleted on
chromosome 10) has been a target studied in many projects related to processes involving cell
proliferation, survival and migration, showing a potential modulatory role in controlling
neurogenesis and synaptic plasticity. Environmental factors, such as intermittent fasting and
physical exercise, can also modulate those processes, thus having the potential of being
applied as neuroprotective interventions aiming to improve learning and memory deficits.
PTEN absence in neurons cause anatomical and functional anomalies, culminating in
increased synaptogenesis and LTP and LTD reduction. Considering the potential of
intermittent fasting and physical exercise to exert a modulatory role over the PI3K/AKT
pathway, the assessment of the influence of these interventions over the effects of PTEN
neuronal deletion is of great interest, as it can help better elucidate the mechanisms of
synaptic plasticity. This work aimed to functionally and biochemically assess the
hippocampus and the cortex of adult mice with a conditioned neuronal deletion of PTEN
(Pten'™"*:Nse-Cre*), evaluating its effects under the influence of non-pharmacological
interventions. Animals were submitted to an intermittent fasting or to a voluntary physical
exercise protocol for 30 days, then assessed by behavioral (elevated plus maze, open field,
novel object or object location recognition tests, Morris water maze, and passive avoidance)
and biochemical (Western blotting, nitric oxide synthase activity, BDNF levels) assays. The
neuronal PTEN deletion induced macrocephaly through an increase in cortical mass. Also,
under the stimuli of non-pharmacological interventions — intermittent fasting or physical
exercise — the deletion induced an anxiolytic effect on the elevated plus maze assay. On the
other hand, the open field results were paradoxical. Interestingly, social isolation — an intrinsic
factor from the physical exercise protocol — induced an increase in the anxiety behavior,
independently of genotype or treatment. Results from the Morris water maze assay were not
conclusive, however they pointed to a likely spatial memory deficit on animals with the
PTEN deletion. Surprisingly, a deleterious effect of physical exercise was also observed — an
effect found on BDNF levels as well. At the passive avoidance test, the deficit from the HT
group was effectively rescued by either intermittent fasting and physical exercise. The
hippocampus did not show any significant biochemical alterations. However, the decreased
PTEN expression was confirmed in the cortex, as well as the possible AKT activation,
although any effect over the glutamatergic ionotropic receptor was found. The Cre
recombinase expression profile was validated through the reporter lineage Nse-Cre™;tdTomato™.
The study of Pten'™”*;Nse-Cre* lineage showed great potential of assessing PTEN effects on
cognition and synaptic plasticity. However, a deeper standardization of parameters is
recommended in order to better evaluate the observed effects. In addition, by expanding the
study of this lineage through the application of other stimuli could constitute an interesting
way of revealing these non-observed results.

Keywords: PTEN. Intermittent fasting. Voluntary physical exercise. Synaptic plasticity.
Cognition.
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1 INTRODUCAO
1.1 PTEN

A PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) foi
originalmente caracterizada como uma proteina supressora de tumor, cuja delecao é ligada ao
aparecimento de diversos tipos de tumores em humanos, incluindo glioblastoma, carcinoma
endometrial e cancer de prostata, constituindo um dos genes supressores tumorais mais
frequentemente perdidos ou mutados (2—-4).

Sua atividade mais bem caracterizada € a de fosfatase proteica e lipidica, apresentando
como acdo classica a conversao de 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3) em 4,5-bifosfato
de fosfatidilinositol (PIP;), apesar de ja existirem estudos indicando mecanismos fosfatase-
independentes (5,6). Assim, a PTEN antagoniza a atividade da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) — enzima responsavel pela ativacdo da AKT (Figura 1). Desta forma, a PTEN, atuando
como regulador negativo das vias a jusante da AKT, apresenta um importante papel na
modulagdo de diversos processos — como, por exemplo, o crescimento e a proliferacdo — podendo
ser considerada um fator critico durante o periodo de desenvolvimento, tendo em vista que,

durante a embriogénese, reprime a proliferacdo e sobrevivéncia celulares (7).

Figura 1 — Esquema da ativacdo da AKT por meio da ativacao da PI3K, efeito antagonizado
pela acdo de fosfatase da PTEN.

"o g aaw
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Sobrevivéncia Metabolismo
Proliferagao

A ativacdo de um receptor do tipo tirosina quinase, como o receptor de insulina, por exemplo, leva a sua auto-
fosforilagdo, com posterior ativacdo do substrato do receptor de insulina (IRS) e da PI13K, que fosforila PIP, em
PIP;. A PDK pode, assim, ancorar-se na membrana, ativando-se e fosforilando a AKT, ativando assim sua via de
sinalizacdo. A PTEN, por sua vez, antagoniza esta ativacdo por meio da desfosforilacdo de PIP; em PIP,.
Adaptado de Hemmings e Restuccia, 2012.(8)



20

Camundongos com expressdo parcial da PTEN apresentam crescimento anormal de
maltiplos 6rgdos, e desenvolvem tumores em diversas regides, como no endométrio, figado,
préstata, glandula adrenal, trato gastrointestinal, tireoide e timo (9-12). Ja os animais
nocautes para 0 gene Pten ndo sdo capazes de sobreviver até o nascimento, morrendo
precocemente durante a vida embrionaria (9-11,13).

Contudo, as fungbes da PTEN ndo se limitam a supressdo de tumores. No sistema
nervoso central (SNC), a PTEN é expressa em praticamente todos os neurdnios, estando
presente em dendritos e espinhas dendriticas do cortex cerebral, cerebelo, hipocampo e bulbo
olfatdrio (14). Sua delecdo no SNC pode afetar o nimero, tamanho e capacidade de migracéo
das células (15-18). A PTEN ainda apresenta um papel importante durante a extensdo dos
neuritos, constituindo um fator essencial para a sobrevivéncia de neurdnios diferenciados
(19). Gu et al. (20) demonstraram que a PTEN, atuando especificamente no nucleo, modula
diretamente a acdo do fator de transcricdo CREB (cyclic AMP response element binding), que
também pode ser modulado atraves da via da PISBK/AKT (21). Através da ativacdo do CREB,
pode haver um consequente aumento da transcricdo de BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) (22), uma neurotrofina com importantes efeitos no desenvolvimento, homeostase e
plasticidade do sistema nervoso, que pode ser modulada por diversos fatores ou mesmo por
mecanismos fisiopatolégicos de variadas doencas neuroldgicas e metabdlicas [revisado em
(23)].

Corroborando estes dados, observou-se que a auséncia da PTEN pode levar a um
aumento do tamanho e nimero de ramificacdes dos dendritos, levando a um maior nimero de
sinapses (24-26), contudo culminando em uma redugdo do LTP (long-term potentiation) (27)
e LTD (long-term depression) (27,28). Este efeito pode ser um dos mecanismos que
justificariam a associacdo de mutacdes da PTEN a déficits cognitivos e a desordem do
espectro autista (29). De fato, estudos em camundongos observaram distlrbios
comportamentais associados a delecdo neuronal da PTEN, como dificuldade de interacao
social e ansiedade (24,30).

1.2 Sistema Cre-loxP

Como a delecdo total da PTEN é critica para o desenvolvimento em camundongos,
fazendo com que os embrides morram precocemente durante a embriogénese (9-11), a grande
maioria dos estudos atuais sobre a sinalizacdo da PTEN vem sendo realizados com a

utilizacdo de animais nocautes condicionados.
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O desenvolvimento de animais nocautes tecido- e tempo-especificos tem se mostrado
uma ferramenta crucial para o estudo dos efeitos da PTEN em diversos tecidos, bem como em
diferentes tempos do desenvolvimento do animal. Isto se faz possivel com o uso da tecnologia
do sistema Cre-loxP. Este sistema foi descoberto no bacteriéfago P1 como parte do ciclo de
vida normal do virus, que usa a recombinacdo Cre-loxP para circularizar e facilitar a
replicacdo do seu DNA gendmico (31,32). Uma vez caracterizada, a estratégia de
recombinacdo do bacteriofago tem sido explorada para a manipulacdo do genoma em
diferentes modelos, sendo aplicado, por exemplo, em culturas de células de mamiferos,
leveduras, plantas e em camundongos (33).

Este sistema requer dois componentes: 1) a Cre recombinase, enzima que catalisa a
recombinacdo entre dois sitios loxP; e 2) sitios LoxP, sequéncias de 34 pares de base
reconhecidos pela Cre, cuja orientacdo determina se a recombinacdo induz uma delecéo,
inversdo ou translocacéo entre cromossomos (34). A maioria das recombinacfes Cre-loxP gera
uma delecdo, ou seja, dois sitios loxP sdo posicionados de forma a conter, no espago entre eles,
uma sequéncia que codifica o gene alvo (denominado floxed ou loxP-flanqueado). Assim, quando
a enzima Cre — que pode ter sua expressdo modulada por um promotor tecido-especifico — é
expressa, a regido do gene entre os sitios loxP é deletada, dando origem ao fendtipo nocaute
condicionado (34). Este processo encontra-se esquematizado na Figura 2.

Utilizando-se o promotor do gene da enolase especifica de neurdnio de rato (Nse) — cuja
expressdo é mais significativa apds o 5° dia pos-natal (35) —, pode-se obter uma linhagem na
qual a PTEN é deletada especificamente em neur6nios. Neste estudo, optou-se por utilizar um

'°Xp’+;Nse-Cre+), na qual apenas um alelo da

modelo de delecdo parcial condicionada (Pten
PTEN é deletado. Esta escolha é justificada pela maior aproximacdo da realidade,
constituindo um melhor modelo experimental de desordens do espectro autista com
macrocefalia concomitante (36), diferentemente de Kwon et al. (24), que utilizaram animais
com delecido total (Pten'™®'®:Nse-Cre™), gendtipo que se demonstrou letal em nosso

laboratdrio (dados ndo publicados).



22

Figura 2 — Esquema da recombinacdo do DNA flanqueado pelos sitios loxP (floxeado)

mediado pela Cre recombinase.

/ ¥

Alelo floxeado

. B

Alelo selvagem

3 2 1
In@ . .dwh

No sistema de recombinagdo Cre-loxP, um determinado gene de interesse tem alguma regido flanqueada por dois
sitios loxP — no caso, os éxons E’” ¢ E*>” — que sdo reconhecidos pela Cre recombinase, gerando o DNA sem a
regido floxeada. No caso de um alelo selvagem, ndo ha sitios loxP presentes, portanto a Cre ndo reconhece a
regido, ndo havendo recombinagdo. A expressdo da Cre recombinase pode ser condicionada ao promotor de
algum gene sitio e/ou tempo especifico. Os nimeros 1, 2 e 3 representam regides que podem ser utilizadas para o
desenho de primers para a genotipagem, permitindo a observagéo da presenca ou nao do sitio loxP na regido.

1.3 Intervencdes Ndo-Farmacoldgicas: a dieta intermitente e o exercicio fisico

Conhecido como um dos principais fatores descritos como moduladores da
neurogénese, o exercicio fisico tem sido relatado na literatura por seu potencial em aumentar a
proliferacédo e a neurogénese no hipocampo de camundongos, correlacionando-se com melhor
desempenho dos animais em testes comportamentais envolvendo aprendizado espacial e
modelo de separacdo espacial, além de aumento no LTP (37,38), um dos principais
marcadores de plasticidade sinaptica.

Desde sua caracterizacgdo, a capacidade de geracao de novos neurdnios pelo cérebro de
mamiferos adultos tem sido demonstrada e profundamente analisada, ocorrendo em algumas
regibes como a zona subventricular, adjacente aos ventriculos laterais, e a zona subgranular
do giro dentado do hipocampo (39-42). A neurogénese em adultos pode ser regulada por
muitos fatores — genéticos, fisioldgicos, patoldgicos e comportamentais — que podem modular
a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia dos neurdnios. Por exemplo, estresse (43),
glicocorticdide (44), e inflamacdo (42) podem reprimir a neurogénese na fase adulta. Por

outro lado, o estrogeno (45,46), antidepressivos (47,48), o BDNF (49), o fator de crescimento
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semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) (50), o aprendizado (51), o enriquecimento ambiental
(52), e o exercicio fisico (53,54) podem estimular a neurogénese.

Evidéncias atuais apontam como mecanismo de acdo o envolvimento de horménios e
de fatores de crescimento, como o IGF-1, o BDNF (55,56) e o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) nestes efeitos sobre a plasticidade sinaptica mediados pelo exercicio fisico
(57-59). A maturacao dos neurdnios recém-nascidos no hipocampo é também estimulada pelo
exercicio fisico (60,61), além da expressao da subunidade tipo 1 do receptor de NMDA (NR1)
(62). A propria plasticidade da composicdo do receptor NMDA — modulacdo da proporcéo
dos diferentes subtipos de subunidades do receptor — influencia sua permeabilidade e
sinalizagdo, podendo constituir-se como uma forma de modulagdo da plasticidade sinéptica (63).

Contudo, demonstrou-se que a inibicdo farmacoldgica da AKT pode prejudicar 0s
efeitos benéficos do exercicio fisico em relacdo a neurogénese e plasticidade sindptica em
ratos (64), ressaltando o potencial papel da PTEN na regulacdo destes efeitos. No entanto,
ainda nédo sdo claros os mecanismos de interacdo destas vias na modulacdo da plasticidade
sinaptica pelo exercicio fisico.

De forma semelhante ao exercicio fisico, diversos estudos apontam a dieta intermitente
(DI) como uma interessante intervencdo neuroprotetora (65). A DI consiste em um protocolo
de alternancia entre dias de jejum — apenas com a manutencdo do fornecimento de agua — e
acesso livre e ilimitado (ad libitum) a alimentacéo (66). Desta forma, visa-se limitar a frequéncia
de consumo alimentar, sem necessariamente alterar a quantidade total de alimento ingerido.

No SNC, a DI ja foi demonstrada como uma intervencdo capaz de melhorar os
processos de aprendizado e memoria, aprimorando o desempenho em testes comportamentais
(67). Em camundongos, a DI induziu melhora da funcdo cognitiva e da plasticidade sinaptica,
modulando a expressdo da subunidade 2B do receptor NMDA (NR2B) (68). Mais uma vez,
h& uma indicacdo de que os efeitos da DI possam ser mediados pelo BDNF, potencialmente
modulando a neurogénese, plasticidade sindptica e melhora cognitiva em diversos modelos (67).

Desta forma, o estudo das vias de sinalizacdo da PTEN em neur6nios € de grande
relevancia para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na regulacéo de fatores associados a
plasticidade sinptica. A avaliagdo da influéncia de intervencbes ndo-farmacologicas — como a
dieta intermitente e o exercicio fisico voluntario — sobre a via PTEN/AKT/CREB, bem como
sobre a modulacdo da expressdo de BNDF, pode auxiliar no melhor entendimento destes
efeitos, além de contribuir para a busca de ferramentas de intervengdes mais eficazes para o
tratamento de distarbios do SNC, como doencas neurodegenerativas e as desordens do

espectro autista.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este projeto tem como objetivo realizar uma caracterizacdo biogquimica e funcional de
camundongos adultos, avaliando os efeitos ocasionados pela delecao parcial condicionada da
PTEN e a potencial modulacdo por efeitos de intervencGes ndo-farmacoldgicas — a dieta

intermitente e o exercicio fisico voluntéario.

2.2 Objetivos Especificos
a) caracterizar o estado cognitivo — ansiedade, aprendizado e memoéria — de
camundongos heterozigotos para a delecdo condicionada da PTEN e a potencial modulagao

da dieta intermitente e do exercicio fisico sobre estes efeitos;

b) caracterizar os efeitos bioquimicos hipocampais e corticais ocasionados pela
delecdo heterozigota condicionada da PTEN e sua interacdo com os efeitos mediados pela
dieta intermitente e pelo exercicio fisico, por meio do estudo da via de sinalizagdo PI3K/AKT

e da modulacéo da atividade glutamatérgica.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Documentacao Requerida

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP) — inscrito sob 0 nimero 167,
na folha 113 do livro 2 — e o protocolo experimental seguiu todas as exigéncias descritas pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL).

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos nocautes condicionados da PTEN (PTEN*") machos
adultos, cujas matrizes foram advindas do cruzamento de animais Pten'*”®*® (originado com
fundo genético da linhagem C57/BL6) com animais transgénicos Nse-Cre* (com fundo
genético nas linhagens C57/BL6 e SJL), obtidos originalmente na The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, EUA), sob o co6digo B6.Cg-Tg(Eno2-cre)39Jme/J. Este cruzamento

loxp’*-Nse-Cre*, conforme esquematizado na Figura 3.

originou a linhagem denominada Pten
Neste estudo, foram utilizados os animais com o fenétipo de delecdo heterozigota da PTEN,
PTEN'" (HT), para a avaliacdo dos efeitos da delecéo da proteina. Os animais com o fenétipo
PTEN'* (WT) foram utilizados como controle. O estudo com os animais homozigotos,
PTEN" (HO), néo foi possivel, tendo em vista a sobrevida limitada destes animais, que v&o a

Obito entre os primeiros dias e as primeiras semanas de vida.

Figura 3 — Representacdo esquematica dos cruzamentos da linhagem Pten'™"*:Nse-Cre”.

Pten'oxF*:Nse-Cre*  Pten'oF’*;Nse-Cre*
Y P
k\» g.
\‘\\A S X \ \\\_Q\
D) p)
Genétino Pten onp/.'oxF‘ | loxp/loxP loxp/+ loxp/+
Nse-Cre + ‘ - - + _ +
‘
Fenétipo PTEN/ ‘ PTEN** PTEN** PTEN** PTEN** PTEN*-
fenotipo (HO) (WT) (WT) (WT) (WT) \ (HT)

WT (wild-type, selvagem), HT (heterozigoto), HO (homozigoto). |



26

A linhagem Pten'™®*;Nse-Cre* foi gentilmente cedida pelo Dr. Mark Mattson e pela
Dra. Simonetta Camandola do Laboratory of Neurosciences (National Institute on Aging,
National Institutes of Health, Baltimore, MD, EUA) e foi mantida nas dependéncias do
Biotério de Camundongos dos laboratorios de Neurofarmacologia Molecular e Neurobiologia
Molecular e Funcional do Departamento de Farmacologia do ICB/USP. Os animais ficaram
acondicionados em gaiolas plasticas instaladas em microisoladores ventilados, em grupos de
até 5 camundongos (para a dieta intermitente) ou isoladamente (para o exercicio fisico). A
temperatura foi mantida constante (22 + 2 °C) e os animais foram mantidos sob ciclo de

iluminacdo controlado claro / escuro (claro entre 7 e 19 h).

3.3 Genotipagem da Linhagem Transgénica

A genotipagem foi realizada a partir de um fragmento de aproximadamente 2 mm da
cauda dos camundongos, coletado ap6s o desmame, e os animais foram marcados utilizando
um furador de orelhas apropriado. O protocolo foi baseado nas recomendacdes do fornecedor
dos animais Nse-Cre™ (The Jackson Laboratory) e no protocolo aplicado no laboratério do
Dr. Mark Mattson.

Para extracdo do DNA, a cauda foi digerida com tampédo de extracdo (NaOH 25mM,
EDTA 0,2 mM) por 1 h a 98 °C, sob agitacdo. A amostra foi colocada em gelo e foi
adicionada uma solucdo de Tris HCI 40 mM pH 5,5. Em seguida, foi centrifugada a 1.500 x g
por 3 min e o sobrenadante foi recolhido. Uma aliquota foi retirada para a dosagem da
concentracdo de DNA — realizada em Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
EUA) - sendo o restante armazenado a -80 °C até a realizacdo do ensaio de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para a analise do gendtipo. A avaliagdo do gendtipo dos alelos floxeados

do gene Pten pode gerar trés resultados: homozigoto para o gene floxeado (Pten'®o®),

loxp/+ +/+

heterozigoto (Pten™™ "), ou homozigoto para o gene selvagem (Pten™ ). J& a genotipagem do
gene Cre possui apenas dois possiveis resultados — positivo (Cre™) ou negativo (Cre’) para o gene
— uma vez que o primer utilizado ndo possibilita a distin¢cdo entre homozigoto positivo e

heterozigoto para este gene (Figura 4).
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Figura 4 — Imagem representativa da genotipagem da linhagem Pten'®*;Nse-Cre*,
PtenlOXP/’OXP

loxP/loxP +/+ loxP/+

Cre

Gel de agarose marcado com brometo de etideo, exibindo as bandas da regido proximas ao éxon 5 da Pten, um
dos sitios nos quais o loxP é inserido, tem aproximadamente 300 pares de base (pb).

3.4 Dieta Intermitente

Para o protocolo da dieta intermitente, os animais foram divididos em dois grupos
— selvagem (wild-type, WT) e heterozigoto para deleg¢&o neuronal da PTEN (HT) —, com dois
subgrupos cada — controle (ad libitum, AL) e dieta intermitente. O protocolo de dieta
intermitente (69) consiste em alternar o fornecimento de alimento ao animal a cada dia,
variando entre racdo AL e o ndo fornecimento de racao, por 30 dias, mantendo o fornecimento
de agua continuamente. A massa corporea foi avaliada semanalmente e, a partir do 30° dia,
iniciou-se a realizacdo dos experimentos, conforme esquematizado na Figura 5, mantendo-se
0s animais em dieta intermitente. Cada animal teve sua massa corpdrea e consumo de racdo
avaliados semanalmente, durante o periodo experimental. Apds a eutanasia, o encéfalo foi
dissecado e foram avaliadas a massa encefélica total e as massas do cerebelo, hipotdlamo,

hipocampo e cortex.

Figura 5 — Esquematizacdo do desenho experimental da dieta intermitente.
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3.5 Exercicio Fisico

Semelhantemente ao protocolo da dieta intermitente, os animais foram divididos em
dois grupos — WT e HT —, com dois subgrupos cada — controle e exercicio fisico (ExFis). O
protocolo de exercicio fisico, modificado de van Praag et al. (53), consiste no isolamento do
animal em uma gaiola com a disponibilizacdo de uma roda giratéria em tempo integral
(Figura 6), possibilitando a realizacdo de atividade fisica voluntaria. Os animais controle
foram isolados em gaiolas semelhantes, porém na auséncia da roda giratoria. Antes do inicio
da contagem do tempo experimental, os animais foram avaliados por 3 a 5 dias, a fim de se
verificar se todos eram motivados a utilizar o aparato. Em caso negativo, trocava-se o animal
por outro de gendétipo semelhante e avaliava-se sua motivacgdo. Para isto, fez-se uso de um
odémetro digital, instalado nas gaiolas, que registra em cartdo de memdria 0 nimero de giros
da roda por unidade de tempo. A conversdo do numero de giros em distancia percorrida é
realizada pela multiplicacdo do nimero de voltas registradas pelo perimetro interno da roda
giratoria.

Figura 6 — Fotografias do sistema de roda giratéria com registro temporal de contagem de
glros utilizado para o protocolo de exercicio fisico voluntario.

Em destaque, a roda glratorla acoplada 3 caixa (A), a adapta(;ao da grade da caixa ventilada para encaixe da roda
(B) e o sistema de contagem temporal de giros (C).

A partir do 30° dia de exercicio, os ensaios comportamentais foram iniciados,
conforme representado na Figura 7, mantendo-se 0s animais nas gaiolas com ou sem a roda,
de acordo com os subgrupos. Cada animal teve sua massa corpdrea e consumo de racao
avaliados semanalmente, durante o periodo experimental. Apds a eutanasia, o encéfalo foi
dissecado e foram avaliadas a massa encefalica total e as massas do cerebelo, hipocampo e

cortex.
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Figura 7 — Esquematizacdo do desenho experimental do exercicio fisico.
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3.6 Ensaios Comportamentais
3.6.1 Labirinto em Cruz Elevado

O ensaio do labirinto em cruz elevado é utilizado para avaliacdo de comportamento
associado ao medo e ansiedade e foi realizado com base no protocolo descrito por Texel et al.
(70), com algumas modifica¢bes. O aparato consiste em um labirinto de madeira no formato
de cruz, elevado em cerca de 60 cm do apoio, com o0s quatro bragos medindo 25 cm x 5 cm.
Dois bracos opostos sdo fechados dos lados e no fundo por uma parede de aproximadamente
20 cm de altura, ao passo que os outros dois bracos sdo abertos — possuindo apenas um
pequeno degrau de contencdo de aproximadamente 1 cm. O animal é colocado no centro do
aparato, voltado para o brago fechado na direcdo oposta ao experimentador, e sua mobilidade
no labirinto é avaliada por 5 min. O perfil de exploracdo do animal em relacdo as regides do
labirinto — bracos abertos, fechados e centro — é avaliado, considerando-se um comportamento
menos ansioso aquele demonstrado por um animal com maior mobilidade e com maior

proporcao de exploracdo do braco aberto e do centro em relagcéo ao brago fechado.

3.6.2 Campo Aberto

O ensaio do campo aberto é utilizado para avaliar a mobilidade e o comportamento
associado ao medo e a ansiedade. O protocolo utilizado foi baseado no descrito por
Kawamoto et al. (71). Resumidamente, o teste consiste em avaliar o perfil de atividade do
animal em um aparato de plastico, de aproximadamente 40 cm x 40 cm x 15 cm, por 10 min.
Para fins de andlise, o aparato € dividido imaginariamente em uma regido central e uma regiao
periférica. Avalia-se a mobilidade do animal — distancia percorrida e velocidade média —, bem
como a propor¢éo do tempo no qual o animal permaneceu na regido central. A regido central

consiste em uma area na qual o animal encontra-se mais exposto, portanto o tempo total no
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qual o animal fica na regido, comparativamente a regido periférica, é inversamente associado

ao comportamento ansioso.

3.6.3 Reconhecimento do Objeto Novo

Este teste comportamental, baseado no descrito por Bevins e Besheer (72), é baseado
na tendéncia de roedores, como 0s camundongos, em interagir mais com objetos novos do que
com objetos familiares, possibilitando a exploracdo deste comportamento para a avaliacdo
cognitiva de aprendizado e memdria. Os animais foram colocados individualmente em uma
caixa experimental por 10 min por cinco dias consecutivos, constituindo o periodo de
habituacdo ao ambiente de avaliagdo. No dia do teste, 0 sexto dia, os camundongos foram
colocados na caixa experimental com dois objetos iguais fixados, tendo 10 min para a
familiarizacdo. Duas horas ap06s a familiarizacdo, os animais foram novamente colocados na
caixa, porém com um dos objetos substituido por um objeto novo. Os animais foram
monitorados, com o auxilio de uma cAmera de video, por 5 min, e 0 tempo em que 0S Mesmos

permaneceram explorando o objeto novo em relagédo ao objeto familiar foi avaliado.

3.6.4 Reconhecimento da Localiza¢@o do Objeto

O ensaio do reconhecimento da localizacdo do objeto, semelhantemente ao teste do
reconhecimento do objeto novo, avalia um tipo de memoria hipocampo-dependente e foi
adaptado de Ferguson e Sapolski (73). Em suma, os animais foram colocados individualmente
em uma caixa experimental vazia por 1 min para ambientacdo. Apos 30 s, 0s animais foram
recolocados na caixa experimental, porém desta vez contendo dois objetos iguais, por 5 min,
para familiarizacdo. Ap6s 15 min, os animais foram novamente colocados na caixa, porém
com um dos objetos movidos para uma posicdao diferente no ambiente. Os animais foram
monitorados, com o auxilio de uma camera de video, por 5 min, e 0 tempo em que 0S Mesmos
permaneceram explorando o objeto na posi¢cdo nova em relacdo ao objeto ndo movido foi

avaliado.

3.6.5 Labirinto Aquatico de Morris

Este protocolo é baseado nos trabalhos de Shaw et al. (74) e de Okun et al. (75). O
labirinto aquatico € uma piscina circular com agua a 27 + 2 °C corada com tinta branca ndo
toxica. Os animais apenas conseguem escapar da agua subindo em uma plataforma de 9 cm de
didmetro posicionada em um dos quadrantes da piscina. Na sala experimental, foram

posicionadas pistas ambientais para a facilitacdo da localizacdo espacial pelo animal. A
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observagdo comportamental foi acompanhada por um sistema de captacdo digital
computadorizado.

3.6.5.1 Treinamento

Os animais foram treinados para buscar e memorizar a localizagdo da plataforma por
5 dias. A cada dia, os animais eram submetidos a 4 se¢Bes de até 60 s, nas quais deveriam
encontrar a localizacdo da plataforma submersa 1 cm abaixo da superficie do liquido — e,
portanto, ndo visivel —, do contrario eram conduzidos até a mesma e mantidos por 10 s. A
laténcia média para encontrar a plataforma no decorrer dos dias foi utilizada para avaliar o
aprendizado.

3.6.5.2 Memodria de Referéncia

Para avaliagdo da memoria espacial de referéncia, os animais foram colocados na
piscina 4 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h ap6s o ultimo treino, por um tempo de 60 s. Para a
realizacdo destes testes, a plataforma foi retirada e avaliou-se o tempo no qual o animal
passava no quadrante ou no entorno da plataforma. A natacdo persistente no quadrante da
plataforma é um indicativo da formacdo de memdria espacial de curto prazo, e o tempo foi
quantificado para a comparagdo entre 0s grupos. A avaliacdo no tempo de 4 h foi utilizada
como indicador de memoria de referéncia, ao passo que as outras avaliacBes foram utilizadas

para avaliar a capacidade de extincdo desta memdria formada.

3.6.5.3 Memédria Operacional

Para avaliacdo da memoria operacional, o procedimento é semelhante ao da etapa de
treinamento, porém os testes sdo realizados por 4 dias e, a cada dia, a plataforma é realocada
para uma posicao diferente. A cada tentativa em um mesmo dia espera-se que a laténcia para
buscar a plataforma seja reduzida, uma vez que o animal reaprende a localizacdo da
plataforma. A média dos valores encontrados entre as mesmas tentativas dos 4 dias de teste é
utilizada para avaliar a capacidade do animal em armazenar a memoria operacional da

localizagéo da plataforma entre o intervalo das tentativas.

3.6.6 Esquiva Inibitoria
O protocolo da esquiva inibitoria, baseado no descrito por Vasconcelos et al. (76), é outra
reconhecida ferramenta de analise de aprendizado e memdria. Seu aparato consiste em dois

compartimentos de acrilico de mesmo tamanho — um iluminado e o outro escuro — separados



32

por uma porta cujo controle de abertura é realizado remotamente. A base de ambas as camaras
é feita de uma tela de ago inoxidavel, porém a regido da cdmara escura pode ser eletrificada.
Na sessdo de exposicdo, os animais foram colocados individualmente no compartimento
iluminado e a porta foi aberta. Ao entrar na cadmara escura, a porta era fechada e o animal
recebia uma descarga elétrica de 0,5 mA por 3 s. Ap6s o choque, o animal foi retirado do
compartimento escuro e colocado de volta em sua gaiola. Passadas 24 h apds a exposi¢ao ao
choque, os camundongos foram submetidos a sessdo de avaliagdo. Nesta etapa, 0s animais
foram colocados novamente no compartimento iluminado e avaliou-se a laténcia de reentrada
na camara escura, com um tempo limite de 5 min. Considera-se esta laténcia como um

indicativo proporcional a capacidade de memoria de longo prazo.

3.7 Ensaios Bioquimicos e Moleculares

3.7.1 Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Cada tubo de reagdo continha 1 pL. da mistura de oligonucleotideos iniciadores (10 uM) senso
e antisenso, 3 pL do DNA (na concentragdo aproximada de 300 ng/uL) ¢ 21 puL do mix
(DNTP 200 puM; Tampdo para Taq adicionado de (NH4);SO, 1x; MgCl, 2 mM; Taq
polimerase 1 U; H,O DEPC). As condicdes das reacdes foram: (I) Cre: 95 °C por 2 min,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 45 s, e por fim 72 °C por
10 min; (1) 1,2 loxP: 95 °C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por
1 min e 72 °C por 1 min, e por fim 72 °C por 10 min. As reacdes foram realizadas em um
termociclador (Techne, Staffordshire, Reino Unido). Os oligonucleotideos foram: (I) Cre:
forward: 5° - AGG TGT AGA GAA GGC ACT TAG C - 3°, reverse: 5> - CTA ATC GCC
ATC TTC CAG CAG G - 37; (IT) 1,2 loxP: forward: 5> - TGT TTT TGA CCA ATT AAA
GTA GGC TGT G - 3’, reverse: 5’ - AAA AGT TCC CCT GCT GATGAT TTGT-3".0
produto da reacéo foi diluido em tamp&o de amostra (azul de bromofenol 420 pg/mL, glicerol
0,5%), e separado em gel de agarose (agarose 1,8% contendo brometo de etideo 10 pg/mL)
por eletroforese a 100 V por 40 min em tampdo de corrida TAE (Tris base 40 mM, acido
acético 0,11%, EDTA 1 mM). A visualizacdo e captagdo da imagem do gel foi realizada no

aparelho G-Box (Syngene/Synoptics, Cambridge, Inglaterra).

3.7.2 Extragéo de Proteinas Citosolicas e Nucleares

O método utilizado foi descrito em trabalhos anteriores de nosso grupo (76), com
algumas modificagbes. Os tecidos foram homogeneizados em tampdo de homogeneizagao
(HEPES 20 mM; MgCl; 1,0 mM; EDTA 0,5 mM; NP-40 1%; EGTA 1,0 mM) gelado
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adicionado de inibidores de proteases (PMSF 0,5 mM, Leupeptina 2 g/mL, Antipaina 2 g/mL)
e fosfatases (NasVO4 3 mM, Pirofosfato de S6dio 20 mM). Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 17.000 x g por 5 min a 4 °C, coletando-se o sobrenadante (extrato citosélico)
para o ensaio de Western Blotting. O pellet foi ressuspendido em tampéao de homogeneizacéao
novamente, para evitar possivel contaminacdo com a fracdo citosolica. A suspensdo foi
centrifugada a 17.000 x g por 5 min a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. O pellet resultante
foi ressuspendido em tampao de extracdo (HEPES 20 mM; MgCl, 1,0 mM; EDTA 0,5 mM;
NP-40 1%; EGTA 300 mM; PMSF 0,5 mM, Leupeptina 2 g/mL, Antipaina 2 g/mL,
NazVO, 3 mM, Pirofosfato de S6dio 20 mM) e incubado 30 min em gelo, centrifugando-se
posteriormente o extrato a 20.000 x g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante (extrato nuclear) foi
recolhido e a concentracdo de proteinas determinada segundo o método descrito abaixo. As
amostras foram armazenadas a -80 °C até o momento do uso. O extrato citoplasmatico foi

utilizado para o ensaio de Western Blotting.

3.7.3 Determinacao da Concentracéo de Proteinas

A dosagem da concentracdo de proteinas foi realizada através do método de Bradford
(77), utilizando o reagente da BioRad (BioRad, Hercules, CA, EUA) e subsequente medicédo
da absorbancia no comprimento de onda de 595 nm em um leitor de microplacas. A
comparagdo com uma curva padréo de albumina do soro bovino forneceu a concentragédo de

protel'nas presente nas amostras.

3.7.4 Ensaio de Western Blotting

O ensaio de Western Blotting foi utilizado para a avaliagio da expresséo da PTEN,
p- AKT total e suas formas fosforiladas nos residuos S473 (p-AKT>*"®) e T308 (p-AKT™%),
receptor NMDA tipo 1 total (NR1) e fosforilado (p-NR1), receptor AMPA total (AMPA) e
fosforilado (p-AMPA), nas concentragdes de 1:1000 (formas totais) ou 1:500 (formas
fosforiladas), em TBS-T (Tris-base 100 mM, NaCl 0,9%, Tween 20 0,05%). O protocolo
utilizado é baseado no descrito por Laemmli (78). As proteinas foram ajustadas para a
concentracédo de 1,5 pg/pL com o tampdo de amostra (Tris-HCI 125 mM, SDS 4%, Glicerol
20% v/v, DTT 200 mM, azul de bromofenol 0,02%, pH 6,8) e incubadas por 10 min a 70 °C.
O conteddo total do meio de reacdo foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida 10%
[acrilamida/bisacrilamida (37,5:1); 1% de SDS], para que houvesse a separacdo das
proteinas contidas na amostra. No mesmo gel foi adicionado um padrdo de peso molecular.

Para a eletroforese foi utilizado um tampdo de corrida (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM,
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SDS 0,1%). O gel foi corrido por volta de 3 h a 90 V. Ao final da corrida, as proteinas
separadas e contidas no gel foram transferidas por eletroforese para uma membrana de
nitrocelulose (BioRad, Hercules, CA, EUA) por aproximadamente 120 min a 400 mA,
utilizando um tampao de transferéncia (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, Etanol 20%).
Apos a transferéncia, as membranas foram coradas com solucdo vermelho de Ponceau
(Ponceau-S 0,5%, Acido tricloroacético 5%), lavadas com agua bidestilada até a retirada do
excesso da solugdo corante e deixadas overnight a 4 °C em solucéo de albumina sérica bovina
(BSA) 5% em TBS-T (Tris-base 100 mM, NaCl 0,9%, Tween 20 0,05%), para bloguear as
ligacGes inespecificas dos anticorpos. Apos essa etapa, as membranas foram incubadas com o
anticorpo primario (1:1000) diluido em TBS-T com BSA a 1% overnight a 4 °C. As
membranas foram entdo lavadas 5 vezes com TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario
(1:2000) diluido em TBS-T com BSA a 1% por 2 h. A revelagdo foi feita através de kit de
quimioluminescéncia (Millipore, Billerica, MA, EUA) e analisadas no aparelho G-Box.

3.7.5 Atividade da Oxido Nitrico Sintase (NOS)

A avaliacédo da atividade da NOS foi realizada conforme descrito por Kawamoto et al.
(79), por meio da anélise da conversio de *H-arginina em *H-citrulina. O homogenato proteico
foi tratado em uma resina de troca ibnica (Dowex 50WX8-400) para remoc¢do da arginina
enddgena. O homogenato foi incubado em tampéao de ensaio (HEPES 30 mM, EDTA 1 mM,
CaCl, 1,25 mM, NADPH 1 mM, calmodulin 10 ¢g/ml, FAD 4 uM, FMN 4 uM,
tetrahidrobiopterina 25 uM, L-arginina 120 nM e *H-arginina 0,5 Ci, pH 7,4) por 60 min a
37 °C. A reacdo foi interrompida por HEPES 20 mM, pH 5,5. A *H-citrulina foi separada da
3H-arginina por eluicio em uma coluna de troca i6nica. O eluato foi coletado em um tubo
contendo fluido de cintilacdo (UltimaGold, Packard, EUA) e a radioatividade das amostras foi

avaliada em um contador de cintilacdo Beckman 6000.

3.7.6 Dosagem do Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo (BDNF)

A expressao do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) foi determinada por
um ensaio de ELISA, por meio do Kit BDNF Emax® ImmunoAssay System (Promega,
Madison, WI, EUA). O processamento das amostras, bem como a realizacdo do kit e analise
dos resultados foram realizados conforme o protocolo do fabricante.
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3.8 Avaliacéo do Perfil de Expressdo da Cre Recombinase
3.8.1 Linhagem Nse-Cre™;tdTomato™

A fim de validar o modelo estudado — avaliando e confirmando o padrao de delecdo da
PTEN —, foram utilizados camundongos transgénicos da linhagem tdTomato®, em uma
colaboracdo com o Prof. Dr. José Donato Junior (Departamento de Fisiologia do ICB/USP).
Estes animais possuem o gene repérter tdTomato, cuja expressao € inibida por um repressor
floxeado. A expressdo da Cre recombinase permite a recombinacdo dos sitios loxP, que
flanqueiam o repressor da expressdo do tdTomato, fazendo com que nas células onde ha — ou
houve em algum momento — a expressdo da recombinase, haja a expressdo da proteina
fluorescente tdTomato. Para isso, animais da linhagem Nse-Cre* foram cruzados com animais

tdTomato™, gerando filhotes Nse-Cre™;tdTomato™.

3.8.2 Ensaios Histologicos

Os ensaios histologicos foram realizados com base nos protocolos descritos por
Masson et al. (80) e por Furigo et al. (81) com algumas modificacdes. Os encéfalos foram
perfundidos e fixados com PFA 4% e seccionados em micrétomo, no plano coronal e
coletados em placas de cultura em tampédo fosfato (PB) 0,1 M. Os animais da linhagem
tdTomato, quando ha co-expressdo da Cre recombinase, expressam a proteina fluorescente
tdTomato, ndo exigindo reacdes prévias para imunofluorescéncia. A analise dos cortes foi
realizada em microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse 80i (Nikon, Tdquio, Japdo), que
possui o sistema de captura de imagem Nikon Digital Camera DXM 1200C. Para a revelacéo
por imunohistoquimica, os cortes foram incubados com um anticorpo anti-tdTomato e

tratados para revelacdo por imunoperoxidase conforme descrito por Furigo et al. (81)

3.9 Analise Estatistica

Os dados obtidos dos ensaios de Western Blotting foram analisados quantitativamente
através da analise de densidade dptica do programa ImageJ (National Institutes of Health,
EUA). Da mesma forma que os dados de massa corpérea e encefalica, consumo de racao,
atividade da NOS e dosagem de BDNF, estes resultados receberam tratamento estatistico pelo
teste ANOVA de duas vias, sequido do pos-teste de Holm-Sidak, no qual as diferengas foram
consideradas significativas para o valor P < 0,05. A distancia percorrida na roda giratoria foi
avaliada pelo teste t de Student. Os ensaios comportamentais, por sua vez, foram analisados pelo

teste ANOVA de duas vias, sequido do pds-teste de Holm-Sidék, ou pela analise ndo-paramétrica
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de Kruskal-Wallis, seguida do pos-teste de Dunn, quando pertinente. A analise utilizada foi
explicitada na legenda das figuras. Para representar os dados significativos para o fator
“genodtipo” da analise de ANOVA de duas utilizou-se duas chaves (entre as barras WT e HT)
unidas por uma chave. Para os dados significativos para o fator “tratamento”, utilizou-se duas
linhas paralelas (sobre as barras relativas aos grupos controle e dieta intermitente ou exercicio
fisico) unidas por uma chave. Todos os graficos foram representados como a média dos
valores £ 0 erro padrdo da média. Para a realizacdo dos testes estatisticos e plotagem dos
gréficos, o software Graphpad Prism versdo 6.01 para Windows (GraphPad Software, La
Jolla, CA, Estados Unidos) foi utilizado. Para facilitar indicacdo do ndmero de animais
avaliado em cada grafico, foi utilizado o seguinte cddigo: controle WT (CW), controle HT (CH),
dieta WT (DW), dieta HT (DH), ExFis WT (EW) e ExFis HT (EH).
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4 RESULTADOS
4.1 Dieta Intermitente
4.1.1 Massa Corpdrea e Consumo de Racéo

Durante o periodo de dieta intermitente, os animais tiveram sua massa corporea e
consumo de racao avaliados. Observou-se uma oscilacdo da massa corp6rea, com queda dos
valores nos animais em dieta nas avaliacBes realizadas ap6s os periodos de jejum, que
retornava a um valor semelhante aos do grupo controle ap6s o dia com oferecimento de racéo
ad libitum (Figura 8, A). Ainda, foi observada uma tendéncia de os animais Pten'?*;Nse-Cre*
apresentarem um ganho de massa corpérea reduzido com o tempo — valor avaliado entre o

inicio e 0 30° dia de tratamento, antes do inicio dos ensaios comportamentais (Figura 8, B).

Figura 8 — Avaliacdo da variagdo de massa corpdrea durante e apds o periodo de dieta
intermitente.
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(A) curva de massa corpdrea pelo tempo; e (B) variacdo de massa corpdrea ap0s o periodo de dieta intermitente.
Analise por ANOVA de duas vias de medidas repetidas em (A) e ndo pareado em (B). P = 0,0688 para o fator
gendtipo, n = 14 (DH), 15 (CW) ou 16 (CH, DW) em (A) e n =17 (DW), 18 (CW), 19 (DH) ou 20 (CH) em (B).

Em relacdo ao consumo de racdo, observou-se uma reducdo — estatisticamente
significativa, embora pequena do ponto de vista biolégico — do consumo diario médio
absoluto de racdo nos animais submetidos a dieta intermitente (Figura 9, A). Quando o0s
valores foram ponderados pela massa corporea dos animais — de forma a controlar possiveis
flutuacGes do consumo de alimento por diferenca de tamanho dos animais —, observou-se uma
tendéncia de aumento do consumo de racdo nos animais controle HT (Figura 9, B).
Interessantemente, este aumento ndo foi observado nos animais HT submetidos a dieta
intermitente — que apresentaram um consumo significativamente menor em relagdo aos
animais controle HT —, indicando uma potencial reversdo pelo tratamento do efeito do

gendtipo.
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Figura 9 — Avaliacdo do consumo de racdo durante o periodo de dieta intermitente.
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(A) consumo de racdo médio diario absoluto ou (B) ponderado pela massa corpérea. Analise por ANOVA de
duas vias. * P < 0,05 para o fator tratamento (A) ou para a comparacdo CH x DH. N&o houve diferenca
estatistica significativa, n = 14 (CW, DW, DH) ou 15 (CH).

4.1.2 Massa Encefalica

ApoGs a eutanasia, os encéfalos foram dissecados, tendo sido avaliadas a sua massa
total (Figura 10) e as massas do cerebelo, hipocampo e cortex (Figura 11). Observou-se um
aumento significativo da massa encefalica dos animais HT em relacdo aos animais WT
(Figura 10), um indicativo de macrocefalia. Nota-se, por outro lado, que a dieta intermitente

ndo exerceu nenhum efeito significativo sobre este parametro.

Figura 10 — Avaliagcdo da massa encefélica apds o periodo de dieta intermitente.
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Anélise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. * P < 0,05, n =17 (CW), 19 (DW),
20 (DH) ou 21 (CH).

N&o foi observada nenhuma alteracdo nas massas do cerebelo e do hipocampo nos
animais HT (Figura 11, A e B). Por outro lado, foi observado um aumento significativo da
massa cortical dos animais com a delecéo da PTEN (Figura 11, C), apontando o aumento da

massa cortical como um dos contribuintes para a macrocefalia nesta linhagem.



39

Figura 11 — Avaliacdo da massa de estruturas do encefalo apds o periodo de dieta
intermitente.
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A massa do (A) cerebelo, (B) hipocampo e (C) cértex foram avaliados e 0s valorgs foram ponderados pela massa
corpérea. Anélise por ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Holm-Sidak. * P < 0,01 para o fator
“gendtipo”, n =17 (CW), 19 (DW), 20 (DH) ou 21 (CH).

4.1.3 Ensaios Comportamentais
4.1.3.1 Labirinto em Cruz Elevado

O ensaio do labirinto em cruz elevado pode ser utilizado para a avaliacdo de
pardmetros relacionados ao medo e ansiedade. N&o foi observada nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos na avaliagdo do tempo de permanéncia nas
diferentes areas do labirinto (Figura 12), embora a representacdo grafica da Figura 12 (painel A)
demonstre uma possivel tendéncia de que os animais HT em dieta intermitente estejam
passando um tempo maior nesta area. Esta observacdo é reforcada pelo mapa de ocupagédo
representativo deste grupo (Figura 12, D), no qual os bracos abertos (eixo vertical)
apresentam uma marcacdo de ocupagdo mais intensa (representada, de forma crescente, da cor

azul a cor vermelha).
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Figura 12 — Avaliacdo do tempo nas diferentes areas do labirinto em cruz elevado apés o
periodo de dieta intermitente.
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Tempo no (A) braco aberto, no (B) braco fechado e na (C) regido central; (D) corresponde ao mapa
representativo da ocupacdo média dos animais no labirinto, com os bragos abertos e fechados tendo sido
representados nos eixos vertical e horizontal, respectivamente. Analise por ANOVA de duas vias seguida do
pos-teste de Holm-Sidak. Nio houve diferenca significativa, n = 16 (CH, DH), 18 (CW) ou 20 (DW).

Interessantemente, observou-se que 0s animais HT submetidos a dieta intermitente
apresentaram um maior nimero de entradas no brago aberto (Figura 13, A), corroborando a
hip6tese da ocorréncia de um fenétipo de comportamentos de medo e ansiedade reduzidos

neste grupo.

Figura 13 — Avaliacdo do nimero de entradas nos bragos do labirinto em cruz elevado ap6s o
periodo de dieta intermitente.

@) 4 * ®) 15+
0 . WT
82 g0 T HT
T £ L]
T 5 3 b
58 £ c T
E 58"
o 8 2] o
- 3 T T g
S & §E 5
E g £y
Zc z28
0' T T 0' T T
Controle Dieta Controle Dleta

NUmero de entradas no (A) brago aberto e no (B) brago fechado. Analise pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de comparagdo multipla de Dunn. *P < 0,05, n = 16 (CH, DH), 18 (CW) ou 20 (DW).
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4.1.3.2 Campo Aberto

Adicionalmente ao labirinto em cruz elevado, utilizou-se o teste do campo aberto para

a avaliacdo complementar de pardmetros relacionados a ansiedade, além do mesmo
possibilitar avaliacdo da mobilidade livre do animal. Foi observada uma tendéncia de
diminuicdo da mobilidade espontanea — tanto na disténcia total percorrida (Figura 14, A)
quanto na velocidade média (Figura 14, B), avaliadas nos primeiros 5 min do ensaio, quando
a atividade do animal é mais intensa — induzida pela dieta intermitente, independentemente do

gendtipo.

Figura 14 — Parametros de mobilidade livre no ensaio do campo aberto apds o periodo
de dieta intermitente.
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(A) distancia total percorrida e (B) velogidade média nos primeiros 5 min do ensaio. Analise por ANOVA de
duas vias seguida do pés-teste de Holm-Sidak. P = 0,0604 ou 0,0634 para o fator “tratamento”, n = 8 (CH, DH),
11 (CW) ou 12 (DW).

Interessantemente, observou-se que os animais HT submetidos a dieta intermitente
passaram significativamente mais tempo na regido periférica (Figura 15, A), e menos tempo
na area central (Figura 15, B), paradoxalmente ao efeito observado neste mesmo grupo no
ensaio do labirinto em cruz elevado. Este comportamento foi bem representado no mapa de
ocupacdo, apresentado na Figura 15 (painel C), no qual observa-se uma preferéncia dos
animais HT sob dieta pela area periférica do aparato (representada por regides marcadas com

cores mais proximas ao vermelho).
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Figura 15 — Tempo de permanéncia nas areas do ensaio do campo aberto apds o periodo de
dieta intermitente.
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Tempo de permanéncia na (A) area central e na (B) area periférica; (C) corresponde ao mapa representativo da
ocupacio média dos animais no aparato. Analise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak.
*P < 0,05, n =14 (DH), 15 (CW, CH) ou 16 (DW).

4.1.3.3 Reconhecimento do Objeto Novo

Como forma de iniciar a avaliacdo do estado de memdria e aprendizado dos animais
da linhagem Pten'™®*;Nse-Cre*, foi realizado o ensaio do reconhecimento do objeto novo,
que avalia um tipo de memdria hipocampo- e cortex-dependente (82). Ndo houve preferéncia
dos animais por nenhum objeto na etapa de exposicdo (Figura 16, A). Apesar da aparente
preferéncia dos animais — excetuando-se o grupo HT submetido a dieta intermitente — pelo
objeto novo na etapa de avaliacdo (Figura 16, B), ndo foi observada nenhuma diferenca
estatisticamente significativa. Contudo, vale ressaltar a marcante variancia entre os dados
observados, que dificultam a confirmacgéo da preferéncia real dos animais — incluindo o grupo
controle WT — pelo objeto novo.
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Figura 16 — Preferéncia pelo objeto alvo no ensaio do reconhecimento do objeto novo apds o
periodo de dieta intermitente.
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(A) indice de discriminagio do objeto novo no estagio de exposicio aos objetos; (B) indice de discriminagdo na
etapa de avaliagdo do reconhecimento; (C) e (D) representam os mapas de ocupacdo dos animais no aparato do

ensaio nas etapas de exposicao e de reconhecimento, respectivamente. Andlise por ANOVA de duas vias seguida
do pos-teste de Holm-Sidak. Néao houve diferenga significativa, n="7 (CW) ou 8 (CH, DW, DH).

4.1.3.4 Labirinto Aquéatico de Morris

O labirinto aquatico de Morris é uma poderosa ferramenta de estudo do aprendizado e
memoria, em especial da memoria espacial de referéncia e operacional, constituindo uma
andlise interessante de tipos de memdria que também podem ser consideradas hipocampo- e
cortex-dependentes (83). Inicialmente, através da avaliacdo do desempenho do animal em
localizar a plataforma escondida sob a 4gua, pode-se avaliar possiveis déficits no aprendizado.
Neste experimento, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s
grupos, indicando que ndo h& uma modulagdo do genotipo e/ou tratamento sobre o
aprendizado destes animais (Figura 17).
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Figura 17 — Avaliacdo do aprendizado e da mobilidade no labirinto aquatico de Morris ap0s o
periodo de dieta intermitente.
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(A) Laténcia para escape pela plataforma na etapa de treinamento e (B) velocidade média na etapa de avaliacdo.
Anélisg por ANOVA de duas vias de medidas repetidas (A) ou de medida simples (B) seguida do pos-teste de
Holm-Sidak. N&o houve diferenca estatistica significativa, n = 15 (CW), 12 (CH, DH) ou 16 (DW).

Transcorridas 4 h apds o ultimo treino, a plataforma foi retirada e avaliou-se a
capacidade dos animais em recordar a posi¢cdo da plataforma — avaliada pela insisténcia em
nadar na regido préxima a localizacdo da plataforma durante os treinos. Também nédo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Figura 18), indicando a
auséncia de déficit de memdria espacial de referéncia nos animais da linhagem Pten'™”*:Nse-Cre*

estudados.

Figura 18 — Avaliagdo do tempo de permanéncia no quadrante alvo no ensaio do labirinto
aquatico de Morris na etapa de avaliacdo da memoria de referéncia 4 h ap6s o Gltimo
treinamento, depois do periodo de dieta intermitente.
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Andlise por ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Holm-Sidak. N&o houve diferenca estatistica
significativa, n = 15 (CW), 12 (CH, DH) ou 16 (DW).

Ao submeter os animais novamente a este teste, pode-se avaliar a capacidade de
extincdo da memoria referencial. Com a falha na busca pela plataforma na regido onde antes a
estrutura encontrava-se, 0s animais tendem a alterar o perfil de procura, distribuindo
novamente a busca nos outros quadrantes. Desta forma, observa-se a constituicdo de uma
nova forma de aprendizado — o da ndo localizagdo da plataforma — e a diminuicdo da

preferéncia pelo quadrante alvo pode ser avaliado como uma forma de analise da capacidade



45

de extingdo da memdria. Ndo foi observada nenhuma diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos estudados (Figura 19), embora tenha sido observada uma marcante variancia

entre os resultados.

Figura 19 — Avaliacao do tempo de permanéncia no quadrante alvo no ensaio do labirinto
aquatico de Morris nas etapas de avaliacdo da memoria de referéncia4 h, 24 h, 48 h, 72 he
96 h apos o ultimo treinamento, depois do periodo de dieta intermitente.
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Analise por ANOVA de duas vias de medidas repetidas. Nao houve diferenca estatistica significativa, n = 8 (CH, DH)
ou 9 (CW, DW).

A memoria operacional, por sua vez, € um tipo de memoria de curtissima duracdo, que
se constitui majoritariamente em um processo cortical e pode ser avaliada por um protocolo
semelhante a etapa de treinamento. Porém, neste teste a localizacdo da plataforma é
modificada a cada dia. Sendo assim, em cada dia 0 animal deve buscar e aprender a nova
localizacdo da plataforma e a comparacdo da memorizacdo da nova localizacdo entre as
quatro tentativas diarias sdo utilizadas para avaliar este tipo de memoria. Ndo foi observada

nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 20).
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Figura 20 — Laténcia para escape pela plataforma no ensaio do labirinto aquatico de Morris
na etapa de avaliacdo da memaria operacional apds o periodo de dieta intermitente.
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Os pontos representam as médias dos quatro dias de avaliacdo para cada tentativa em encontrar a posi¢do da
plataforma. Andlise por ANOVA de duas vias de medidas repetidas. N&o houve diferenca estatistica
significativa, n = 7 (DH), 8 (CH), 9 (CW) ou 11 (DW).

4.1.3.5 Esquiva Inibitéria

O ensaio da esquiva inibitéria foi utilizado para avaliacdo da memoria de medo
contextual, um tipo de memoria majoritariamente associado ao processamento pelo
hipocampo e pela amigdala, embora regifes corticais — como o cortex entorrinal — também
tenham um papel importante (84).

Observou-se que os animais WT — independentemente do tratamento — apresentaram
um aumento significativo da laténcia de passagem para a cédmara escura, indicando a
consolidacéo e efetiva evocacdo da memaria do choque ministrado no dia anterior (Figura 21).

Figura 21 — Laténcia para entrada na cAmara escura no ensaio da esquiva inibitoria nas etapas
de treinamento e avaliacdo apds o periodo de dieta intermitente.
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Anélise pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdo multipla de Dunn. * P < 0,0001, n = 10
(CW, DH), 13 (CH) ou 15 (DW).

Porém, ndo foi observado um aumento da laténcia para os animais do grupo controle HT,

apontando para um possivel déficit de memoria associada ao medo. Interessantemente, 0s animais
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do grupo dieta HT apresentaram um aumento significativo da laténcia — semelhantemente aos
animais WT —, um resultado que aponta para o potencial da dieta intermitente como

intervencdo modulatdria no fendtipo cognitivo deste modelo de delecéo neuronal da PTEN.

4.1.4 Ensaios Bioquimicos e Moleculares
4.1.4.1 Ensaio de Western Blotting — Hipocampo
A analise da expressdo da PTEN foi realizada inicialmente a fim de se verificar a

efetividade da delecdo condicionada em reduzir a expressdo total da proteina, bem como
avaliar uma possivel modulacdo pela dieta intermitente jA neste ponto inicial da via de
sinalizacdo PI3K/AKT. Primeiramente, avaliou-se a regido do hipocampo, que ja havia sido
apontada previamente como uma area de relevancia neste modelo.(36) Foi observada uma
reducdo da expressdo da PTEN nos animais HT (Figura 22), embora nao tenha sido

encontrado nenhum efeito significativo do tratamento.

Figura 22 — Expressdo da PTEN no hipocampo ap6s o periodo de dieta intermitente por
Western Blotting.
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Anélise por ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Holm-Sidék. * P < 0,001 para o fator “genétipo”,
n =38 (CW, CH) ou 9 (DW, DH).

Posteriormente, avaliou-se a expressdo e a ativagdo da AKT, uma quinase reguladora
cuja atividade pode ser regulada direta e indiretamente pela PTEN. Nenhum efeito foi
observado, tanto em relacdo a expresséo total da AKT (Figura 23, A), quanto a sua ativagéo,

avaliada por meio da fosforilagdo nos sitios S473 (Figura 23, B) e T308 (Figura 23, C).



48

Figura 23 — Expressdo e ativacdo da AKT no hipocampo ap6s o periodo de dieta intermitente
por Western Blotting.
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(A) AKT total, (B) p-AKT**"* por AKT total e (C) p-AKT™® por AKT total; (D) figuras representativas das
bandas. Andlise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. Ndo houve diferenca

estatisticamente significativa, n = 6 para todos 0s grupos.

4.1.4.2 Ensaio de Western Blotting — Cortex

Dada a ndo observancia de alteragcbes na ativacdo da via da AKT na regido do

hipocampo — associada também a ndo observancia do aumento da massa hipocampal (Figura

11, B) — nos animais estudados, optou-se pela avaliacdo da regido do cortex. Esta area € de

grande relevancia para 0s aspectos cognitivos avaliados e 0 aumento de massa cortical (Figura

11, C) indica uma maior influéncia da delecdo condicionada da PTEN na regido. Também foi

observada uma reducdo da expressdo da PTEN no cortex dos animais HT (Figura 24), embora

mais uma vez néo tenha sido encontrado nenhum efeito significativo do tratamento.
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Figura 24 — Expressdo da PTEN no cortex apés o periodo de dieta intermitente por Western
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Anélise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Siddk. Ndo houve diferenga estatistica
significativa, n = 9 para todos 0s grupos.

Quanto a expressdo cortical da AKT, ndo foi observada nenhuma diferenca

significativa (Figura 25, A). Também ndo foi observada nenhuma diferenca estatisticamente

significativa na ativacdo da AKT no sitio de fosforilacdo S473 — fosforilado pela mTOR

(Figura 25, B). Contudo, foi observado um aumento da fosforilacdo no residuo T308 — regulado

diretamente pela PTEN — nos animais controle HT (Figura 25, C).

Figura 25 — Expressdo e ativacdo da AKT no cortex apés o periodo de dieta intermitente por
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(A) AKT total, (B) p-AKT*"® por AKT total e (C) p-AKT"™** por AKT total; (D) figuras representativas das
bandas. Andlise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. * P < 0,05, n = 9 para todos os
grupos.
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De forma a possibilitar uma analise inicial de proteinas relacionadas a plasticidade
sinaptica, foram avaliadas a expressdo e ativacdo de receptores sinapticos glutamatérgicos, no
caso, a subunidade 1 do receptor NMDA (NR1) e o receptor AMPA. Nenhuma diferenca foi
encontrada para a expressao total de NR1, bem como para a ativacdo do receptor avaliada por

meio de seu estado fosforilado (p-NR1) (Figura 26).

Figura 26 — Expressdo e ativacdo do NR1 no cortex apos o periodo de dieta intermitente por
Western Blotting.
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(A) p-NR1, (B) NR1 total, (C) p-NR1 por NR1 total, e (D) figuras representativas das bandas. Analise por
ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Holm-Siddk. N&o houve diferenga significativa, n = 8 (CH, DH)
ou 9 (CW, DW).

Estritamente relacionado a atividade do receptor NMDA, o receptor AMPA também é
de grande importancia para processos relacionados a plasticidade, constituindo-se como um
interessante marcador sinaptico glutamatérgico. Semelhantemente ao observado com o NR1,
nédo foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa para a expressao total e
para a ativacdo do receptor entre os grupos (Figura 27), embora haja uma tendéncia de

aumento da expressdo de AMPA total nos animais HT.
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Figura 27 — Expressdo e ativacdo do receptor AMPA no cortex ap6s o periodo de dieta
intermitente por Western Blotting.
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(A) p-AMPA, (B) AMPA total, (C) p-AMPA por AMPA total, (D) figuras representativas das bandas. Anélise
por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. Nao houve diferenga estatistica significativa, n = 9

para todos os grupos.

4.1.4.3 Atividade da NOS
Na busca por um método alternativo para avaliar atividade do sistema glutamatérgico,

considerando-se a plausibilidade de aplicacdo em tempo habil e dentro das limitacbes de
guantidade de amostras disponivel, foi realizada a dosagem da atividade da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS). A NOS catalisa a sintese do Oxido nitrico (NO), sendo ativada por
diversos mediadores e responsavel por integrar diversas vias de sinaliza¢do, participando
tanto de processos importantes — como memdria e plasticidade sinaptica — mas também
mediando processos fisiopatoldgicos — como nas doencgas neurodegenerativas (79). Dada sua
importancia para os mais diversos tecidos, a NOS encontra-se intimamente ligada a diversos
processos, sendo um deles a prépria atividade sinéptica. A isoforma neuronal da enzima
(nNOS) esté associada a complexos pos-sinapticos, sendo ativada na ativacdo de receptores
glutamatérgicos (85).

N&o foi observada nenhuma diferenca significativa na atividade das isoformas
sensiveis a calcio — que incluem a nNOS e a NOS endotelial, eNOS (Figura 28, C).
Supreendentemente, a atividade da iINOS encontrou-se aumentada nos animais HT,

independentemente do tratamento (Figura 28, B), o que pode ter contribuido para o perfil
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observado na atividade total da NOS (Figura 28, A), embora sem diferenca significativa. Este
aumento da atividade da iINOS nos animais HT pode ser interpretado como um indicativo do
possivel desenvolvimento inicial de um estado inflamatorio ou lesivo, fruto da delecdo da

PTEN, que poderia estar envolvido nos efeitos cognitivos observados nesta linhagem.

Figura 28 — Avaliacédo da atividade da NOS ap06s periodo de dieta intermitente.
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(A) atividade total da NOS e das isoformas (B) iNOS (insensivel a calcio) e (C) nNOS e eNOS (sensiveis a
calcio). Andlise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. *P < 0,05 para o fator
“genotipo”, n= 8 (CH, DW) ou 9 (CW, DH).

4.1.4.4 Dosagem de BDNF

O fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) é uma neurotrofina com

importantes efeitos no desenvolvimento, homeostase e plasticidade do sistema nervoso, que
pode ser modulada por diversos fatores ou mesmo por mecanismos fisiopatologicos de
variadas doencas neurologicas e metabdlicas (23). Uma das vias capazes de modular a
ativacdo do BDNF é justamente a via da PI3K/AKT, tornando a avaliagdo da expresséo desta
neurotrofina um interessante ponto de estudo. Contudo, ndo foi observada diferenga entre 0s

grupos na avaliacéo inicial realizada (Figura 29).
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Figura 29 — Dosagem dos niveis de BDNF no cortex por kit de ELISA apds o periodo de
dieta intermitente.

. 0.015-
@ T T
5 HT
I T
5 0.0104
=]
=2
=]
o
= 0.005-
L
=
[m]
M,

0.000- T T

Controle Dieta

Anélise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa, n =5 (DW), 6 (CW, DH) ou 8 (CH).

4.2 Exercicio Fisico
4.2.1 Distancia Percorrida

Quando acondicionados nas gaiolas com a roda giratdria, os animais pré-selecionados
tendem a iniciar brevemente um perfil de atividade marcante. Observa-se que hd uma
tendéncia de aumento na atividade nos primeiros dias, que se estabiliza posteriormente
(Figura 30). Pode-se observar um pico na distancia percorrida no meio da noite, momento no

qual os animais se encontram no periodo de maior atividade.

Figura 30 — Esquematizagdo dos perfis de atividade na roda de corrida.
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A avaliacdo da distancia diaria média percorrida pode ser utilizada como um marcador
de atividade espontanea nos animais, além de servir como controle da ades&o e motivacdo dos
animais ao protocolo de exercicio fisico. Nao foi possivel esclarecer se ha uma real diferenga
estatistica na comparacdo entre os dois grupos de animais exercitados, contudo had uma

tendéncia de que os animais HT corram mais (Figura 31).
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Figura 31 — Distancia diaria média percorrida entre a 3 e a 4% semana de exercicio fisico

voluntario.
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Analise por teste t de Student. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa, n = 7 (EH) ou 9 (EW).

4.2.2 Massa Corpdrea e Consumo de Racéo

Durante o periodo de exercicio fisico voluntario, ndo foi observada nenhuma diferenca
estatisticamente significativa na curva de massa corpérea dos animais (Figura 32, A), embora
tenha-se observado uma reducdo do ganho de massa corpdrea com o tempo, nos animais

submetidos ao exercicio fisico (Figura 32, B).

Figura 32 — Avaliacdo da variacdo de massa corpdrea durante e apds o periodo de exercicio
fisico voluntario.
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(A) curva de massa corporea pelo tempo e (B) variacdo de massa corpérea ap6s o periodo de exercicio fisico
voluntério. Anélise por ANOVA de duas vias de medidas repetidas em (A) e ndo pareado em (B). * P < 0,05
para o fator tratamento, n = 8 (EW), 9 (CH, EH) ou 10 (CW).

Interessantemente, observou-se um aumento significativo do consumo de ragdo — absoluto
(Figura 33, A) ou ponderado pela massa corpérea (Figura 33, B) — nos animais exercitados,

independentemente do genotipo.
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Figura 33 — Avaliacdo do consumo de racéo durante o periodo de exercicio fisico voluntario.
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(A) consumo de racdo didrio médio e (B) consumo vde racdo ponderado pela massa corporea. Analise por
ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. *P < 0,05 para o fator “tratamento”, n =7 (CH),
8 (EW), 9 (EH) ou 10 (CW).

4.2.3 Massa Encefalica
Corroborando os resultados encontrados nos experimentos da dieta intermitente, foi
observado um aumento significativo da massa encefalica dos animais HT, independentemente

do tratamento (Figura 34).

Figura 34 — Avaliacdo da massa encefalica apds o periodo de exercicio fisico voluntério.
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Anélise por ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Holm-Sidak. *P < 0,05, n = 8 (EW), 9 (CH, EH) ou
10 (CW).

Semelhantemente ao encontrado nos experimentos da dieta intermitente, observou-se
um aumento significativo da massa cortical nos animais HT (Figura 35, C). Por outro lado,
neste caso também foi observado um efeito significativo mediado pelo exercicio fisico
voluntario no hipocampo (Figura 35, B). Nenhum efeito foi observado na massa cerebelar
(Figura 35, A).
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Figura 35 — Avaliacdo da massa de estruturas do encefalo apds o periodo de exercicio fisico

voluntario.
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A massa do (A) cerebelo, (B) hipocampo e (C) cortex foram avaliadas. ANOVA de duas vias seguida do pos-
teste de Holm-Sidak, * P < 0,05 para o fator “tratamento” (em B) ou para o fator “genotipo” (em C), n = 8 (EW),
9 (CH, EH) ou 10 (CW).

4.2.4 Ensaios Comportamentais
4.2.4.1 Labirinto em Cruz Elevado

Nos experimentos do exercicio fisico, também foi observada uma tendéncia de
aumento no tempo de permanéncia nos bracos abertos (Figura 36, A), além de um aumento
significativo no ndmero de entradas nesta area (Figura 37, A), ambos nos animais HT
pertencentes ao grupo em exercicio fisico. Paralelamente, observou-se um efeito ansiogénico
— seletivo aos animais WT — do exercicio fisico, fazendo com que 0s animais permanecessem

mais tempo na regido dos bragos fechados (Figura 36, B).
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Figura 36 — Avaliacdo do tempo nas diferentes areas do labirinto em cruz elevado apés o
periodo de exercicio fisico voluntario.
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Tempo no (A) braco aberto, no (B) braco fechado e na (C) regido central; (D) corresponde ao mapa
representativo de ocupagdo média dos animais no labirinto. Analise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste
de Holm-Sidak. *P < 0,05, n =8 (EW, EH), 9 (CH) ou 10 (CW).

Figura 37 — Avaliacdo do nimero de entradas nos bragos do labirinto em cruz elevado ap6s o
periodo de exercicio fisico voluntéario.
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NUmero de entradas no (A) brago aberto e no (B) brago fechado. Analise pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de comparagdo maltipla de Dunn. *P < 0,05, n = 8 (EW, EH), 9 (CH) ou 10 (CW).

4.2.4.2 Campo Aberto

Indo ao encontro dos resultados observados no ensaio do labirinto em cruz elevado, os

animais exercitados também apresentaram uma mobilidade diminuida no campo aberto,
indicado por uma diminuigdo significativa da distancia percorrida (Figura 38, A) e da
velocidade média (Figura 38, B). Este mesmo resultado foi observado para o tempo de
permanéncia nas diferentes areas do aparato (Figura 39). Estes dados corroboram a

possibilidade, observada no labirinto em cruz elevado, de que o exercicio voluntario crénico
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possa exercer um efeito ansiogénico em camundongos da linhagem estudada. Por outro lado,
ndo foi observado nenhum efeito significativo mediado pelo genétipo HT ou pela interagdo
entre 0 genotipo e o tratamento.

Corroborando os dados encontrados no ensaio do labirinto em cruz elevado, os
animais WT exercitados também apresentaram um perfil associado a um comportamento de
medo e ansiedade, incluindo uma redugdo da mobilidade, indicada pela menor distancia
percorrida (Figura 38, A) e velocidade média (Figura 38, B) na primeira metade do ensaio, e
por uma tendéncia de diminuicdo do tempo na area central (Figura 39, A), com consequente

aumento do tempo na area periférica (Figura 39, B) do aparato.

Figura 38 — Distancia percorrida no ensaio do campo aberto apds o periodo de exercicio
fisico voluntario.
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(A) distancia percorrida e (B) velocidade média nos primeiros 5 min do ensaio. Analise por ANOVA de duas
vias seguida do pés-teste de Holm-Sidak. *P < 0,05, n= 8 (CH, EH), 9 (EW) ooul0 (CW).
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Figura 39 — Avaliacdo do tempo nas diferentes areas do campo aberto apds o periodo de
exercicio fisico voluntério.
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Tempo na (A) area central e na (B) area periférica; (C) corresponde ao mapa representativo dg ocupacdo média
dos animais no aparato. Analise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. Ndo houve
diferenca significativa, n = 8 (CH, EH), 9 (EW) ou 10 (CW).

4.2.4.3 Reconhecimento da Localizacdo do Objeto

Devido ao problema observado no ensaio do reconhecimento do objeto novo nos
experimentos da dieta intermitente — no qual nem mesmo 0s animais controle WT
aparentavam discriminar 0 novo objeto — optou-se pela realizacdo de um teste de
reconhecimento alternativo. O ensaio do reconhecimento da localizagdo do objeto envolve
ndo apenas um tipo de memdria de reconhecimento, mas também de memdria espacial.
Inicialmente, observou-se que 0s animais nao apresentavam preferéncia por nenhum dos objetos,
na etapa de exposicdo (Figura 40, A), garantindo que as caracteristicas intrinsecas — formato,
textura e cor — dos objetos ndo atrapalhariam na interpretacdo dos resultados.
Semelhantemente ao encontrado no ensaio do reconhecimento do objeto novo na dieta
intermitente, houve uma possivel refratariedade do teste, inclusive pelos animais controle
WT, que ndo aparentaram discriminar o objeto movido para a nova localizacdo, na etapa de
reconhecimento (Figura 40, B).
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Figura 40 — Preferéncia pelo objeto alvo no ensaio do reconhecimento da localizacao do
objeto ap0s o periodo de exercicio fisico voluntario.
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(A) Indice de discriminacdo entre as localizacbes de objetos no estagio de exposicdo; (B) indice de
discriminacdo na etapa de avaliacdo do reconhecimento da localizagdo; (C) e (D) representam 0s mapas de
ocupacdo dos animais no aparado do ensaio nas etapas de exposi¢do e de reconhecimento, respectivamente.
Anélise por ANOVA de duas vias sequida do pos-teste de Holm-Sidak. Nao houve diferenca significativa, n = 6
(CH, EH), 8 (EW) ou 10 (CW).

4.2.4.4 Labirinto Aquéatico de Morris

Semelhantemente ao observado no estudo da dieta intermitente, ndo foi encontrada
nenhuma diferenca entre os grupos em relacdo ao aprendizado (Figura 41, A) ou a mobilidade

(Figura 41, B) no labirinto aquéatico de Morris.

Figura 41 — Avaliacdo do aprendizado e da mobilidade no labirinto aquatico de Morris ap6s o
periodo de exercicio fisico voluntario.
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(A) laténcia para escape pela plataforma na etapa de treinamento e (B) velocidade média na etapa de avaliagéo.
Andlise por ANOVA de duas vias de medidas repetidas (A) ou de medida simples (B) seguida do pos-teste de
Holm-Sidak. Nao houve diferenca estatistica significativa, n = 5 (EH) ou 7 (CW, CH, EW).
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Por outro lado, observou-se um efeito deletério do exercicio fisico na avaliagdo da
memoria espacial 4 h apds o ultimo treino (Figura 42). Observou-se uma reducdo do tempo de
permanéncia no quadrante alvo nos animais exercitados. Embora néo haja significancia estatistica,
é possivel que, com o aumento do espaco amostral, revele-se um efeito deletério — independente

do tratamento — nos animais HT.

Figura 42 — Avaliacdo do tempo de permanéncia nos quadrantes no ensaio do labirinto
aquatico de Morris na etapa de avaliacdo da memoria de referéncia 4 h ap6s o dltimo
treinamento, depois do periodo de exercicio fisico voluntario.
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Anélise por ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Holm-Sidak. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa, n =5 (EH) ou 7 (CW, CH, EW).

Em relacdo ao ensaio de avaliacdo de extin¢do desta memdria espacial, observou-se a
manutencao desta diferenca entre os grupos controle e exercitados dos animais WT (Figura 43)
em trés pontos avaliados (avaliacdo 4 h, 24 h e 72 h apds o ultimo treino), embora a marcante
variancia dificulte a interpretacdo dos resultados. De qualquer forma, este resultado reforca a
possibilidade de que o exercicio fisico esteja afetando negativamente o desempenho dos

animais neste ensaio, em especial nos animais WT.

Figura 43 — Avaliacdo do tempo de permanéncia nos quadrantes no ensaio do labirinto
aquatico de Morris nas etapas de avaliacdo da memoria de referéncia 24 h, 48 h, 72 he 96 h

apos o ultimo treinamento, depois do periodo de exercicio fisico voluntéario.
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Anélise por ANOVA de duas vias de medidas repetidas. * P < 0,05 para a comparagdo entre CW e EW,n=5
(EH) ou 7 (CW, CH, EW).
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A avaliacdo do ensaio de memoria operacional, por sua vez, ficou dificultada devido
ao limitado amostral disponivel. Com o andamento dos experimentos, muitos animais
passaram a apresentar um comportamento passivo no ensaio, boiando durante todas — ou a
maioria das — tentativas. Este era um efeito esperado nos ensaios do labirinto aquatico de
Morris, porém, levando-se em consideracdo o numero de animais avaliados — que ja era

limitado —, os resultados deste ensaio ndo puderam ser conclusivos (Figura 44).

Figura 44 — Laténcia para escape pela plataforma no ensaio do labirinto aquatico de Morris
na etapa de avaliacdo da memoria operacional apds o periodo de exercicio fisico voluntéario.
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Os pontos representam as médias dos quatro dias de avaliacdo para cada tentativa em encontrar a posicao da
plataforma. Andlise por ANOVA de duas vias de medidas repetidas. Nao houve diferenca estatistica
significativa, n = 3 (EW), 4 (CH), 5 (EH) ou 6 (CW).

4.2.4.5 Esquiva Inibitéria

Ao contrério do observado nos experimentos da dieta intermitente, 0s grupos controle
— tanto os animais WT quanto os HT — ndo apresentaram um aumento significativo de laténcia
na avaliacdo 24 h ap06s a exposicdo ao choque (Figura 45). Interessantemente, os valores de
laténcia basal — avaliada no periodo de exposicdo — dos experimentos da dieta intermitente
foram menores do que os observados nos experimentos do exercicio fisico (média de 26 s e de
51 s, respectivamente), mostrando uma possivel diferenca na resposta basal, ou seja, antes
mesmo da exposi¢do ao choque, entre os dois tipos de experimentos — independentemente do

genotipo ou da vigéncia da intervencdo ndo-farmacolégica.
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Figura 45 — Laténcia para entrada na camara escura no ensaio da esquiva inibitoria nas etapas

de exposicao e avaliagdo ap6s o periodo de exercicio fisico voluntério.
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Anélise pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de compara¢do multipla de Dunn. *P < 0,05, n = 8
(CH, EW, EH) ou 10 (CW).

Por outro lado, observou-se que os animais sob exercicio fisico apresentaram um
aumento maior na laténcia de passagem para a cadmara escura na etapa de avaliagdo. Embora

nos animais WT em exercicio fisico o resultado tenha sido uma tendéncia estatistica, o efeito

foi significativo nos animais HT.

4.2.5 Ensaios Bioquimicos e Moleculares

4.2.5.1 Ensaio de Western Blotting
Em relacdo a expressdo e ativacdo das proteinas da via da PI3BK/PTEN/AKT, os

resultados observados ndo foram conclusivos, possivelmente devido a uma quantidade menor
de amostras, fator que limitou o espaco amostral analisado. Néao foi possivel observar o efeito
da delecdo condicionada na diminuicdo da expressdao da PTEN, ndo tendo sido observada

nenhuma diferenca estatistica (Figura 46).

Figura 46 — Expressdo da PTEN ap0s periodo de exercicio fisico voluntario por Western

Blotting.
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Andlise por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidik. Nao houve diferenca estatistica
significativa, n = 5 para todos 0s grupos.
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Semelhantemente, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa na expressao
-I-T308

total da AKT (Figura 47, B), nem na relacdo entre os niveis de sua forma fosforilada p-AK
e a AKT total (Figura 47, C). Contudo, a ativacdo da AKT nos animais HT pode ter sido
mascarada pela variabilidade encontrada no teste — que conta com um espago amostral
limitado —, uma vez que, ao se analisar o nivel de expressdo da p-AKT™%® sem ponderé-lo
pela AKT total, h4 uma tendéncia de aumento nos animais HT. N&o foi possivel finalizar a
avaliacdo dos niveis de fosforilagdo no residuo S473 por problemas com a marcacdo e

revelacdo do anticorpo.

Figura 47 — Expressdo e ativacdo da AKT apo6s periodo de exercicio fisico voluntario por
Western Blotting.
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(A) AKT total, (B) p-AKT S473 por AKT total e (C) p-AKT T308 por AKT total; (D) figuras representativas
das bandas. Anéalise por ANOVA de duas vias seguida do p6s-teste de Holm-Sidak. * P < 0,05, n = 5 para todos
0S grupos.

Os dados dos marcadores de atividade sinaptica também ndo foram conclusivos. Mais
uma vez, o limitado espago amostral disponivel no momento da realizacdo dos experimentos
pode ter contribuido para a ndo observancia dos resultados esperados. Nao foi observada
nenhuma diferenca estatistica para a ativacdo e expressao total tanto do NR1 (Figura 48)
quanto do AMPA (Figura 49).
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Figura 48 — Expressdo e ativacdo do NR1 apds periodo de exercicio fisico voluntario por
Western Blotting.
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(A) p-NR1, (B) NR1 total, (C) p-NR1 por NR1 total, e (D) figuras representativas das bandas. Analise por
ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. N&o houve diferenca significativa, n = 5 para todos
0S grupos.

Figura 49 — Expressdo e ativacdo do receptor AMPA ap06s periodo de exercicio fisico
voluntario por Western Blotting.
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(A) p-AMPA, (B) AMPA total, (C) p-AMPA por AMPA total, (D) figuras representativas das bandas. Anélise
por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Holm-Sidak. Nao houve diferenga estatistica significativa, n= 5
para todos 0s grupos.
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4.2.5.2 Atividade da NOS

Contrapondo-se ao encontrado no experimento da dieta intermitente, ndo foi

observada nenhuma diferenca quanto a atividade total da NOS (Figura 50, A) ou de suas
isoformas iINOS (Figura 50, B) e nNOS ou eNOS (Figura 50, C), embora deva-se ressaltar

que o numero de amostras disponivel para a realizacdo deste ensaio era limitado.

Figura 50 — Avaliacdo da atividade da NOS ap0s periodo de exercicio fisico voluntario.
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(A) atividade total da NOS e das isoformas (B) iNOS (insensivel a calcio) e (C) nNOS e eNOS (sensiveis a
calcio). Andlise por ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Holm-Sidak. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa, n = 5 para todos os grupos.

4.2.5.3 Dosagem de BDNF

Por outro lado, a dosagem de BDNF no cortex dos animais dos experimentos do

exercicio fisico voluntario demonstrou uma diminuicéo significativa dos niveis de BDNF nos
animais controle HT em relacdo aos animais controle WT (Figura 51). Adicionalmente, foi
observada uma diminuicdo dos niveis de BDNF nos animais WT exercitados em relagdo aos

animais WT controle.
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Figura 51 — Dosagem dos niveis de BDNF no cortex por kit de ELISA apds o periodo de
exercicio fisico voluntério.
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Anélise por ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Holm-Sidak. *P < 0,05 para o fator “gendtipo”, n = 7
(EW) ou 8 (CW, CH, EH).

4.3 Avaliacéo do Perfil da Expressao da Cre Recombinase

Devido & ndo observacéo de diversos resultados esperados na linhagem Pten®*;Nse-Cre*
ja descritos na literatura, realizou-se uma checagem geral do perfil de expressdo da Cre
recombinase, permitindo uma verificacdo da efetiva expressdo da enzima — um forte indicador
da delecéo esperada da PTEN e, portanto, contribuindo para a validagdo do modelo. Para isto,
fez-se uso da linhagem transgénica tdTomato, que apresenta um repoérter fluorescente
expresso na presencga na recombinase.

Inicialmente, foram dissecados os encéfalos de animais advindos do cruzamento das
linhagens estudadas — consequentemente apresentando o gendtipo Nse-Cre™;tdTomato™ — com
diferentes idades, para avaliacdo macroscépica da expressdo da proteina tdTomato. Observou-se
gue ha uma intensificacdo da coloracdo avermelhada induzida pela constante expressdo da
proteina reporter, presente de forma macroscopicamente ubiqua no sistema nervoso central
(Figura 52, A). Percebe-se que ha uma notavel coloracdo do encéfalo nos animais com 4 meses
— idade préxima a dos animais utilizados para os ensaios deste trabalho —, efeito ndo

observado no animal sem o gene da Cre recombinase (Figura 52, B).
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Figura 52 — Perfil macroscépico de expressdo da Cre recombinase, avaliada pela coloracdo
tipica da proteina fluorescente tdTomato.

4 dias 6 dias 10 dias 4 meses

Nse-Cre* Nse-Cre

(A) Linha temporal da coloragio do encéfalo de animais Nse-Cre*;tdTomato*; (B) fotografias comparativas entre
um encéfalo de um animal com a ativacdo da expressdo de tdTomato (a esquerda) e um controle negativo
Nse-Cre™ (a direita).

Posteriormente, foi realizada uma avaliacdo histoldgica destes animais. Devido a
fluorescéncia intrinseca da proteina tdTomato, ndo é necessaria nenhuma reacdo de marcacéao.
Observou-se uma marcacdo de grande intensidade por todo o encéfalo. Interessantemente,
pode-se observar uma forte marcacdo na regido do hipocampo — especialmente no giro
dentado (Figura 53, A) e nos neurdnios da regido do CALl (Figura 53, B) — e no cortex (Figura
53, Ce D).
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Figura 53 — Padréo de expressdo da Cre recombinase, avaliada pela imunofluorescéncia da
proteina tdTomato em cortes histolégicos.

|
Em (A) estéa centralizada a regido do hipocampo, com destaque para a regido do CA1 em (B); em (C), a regido
do cértex, com destaque em (D).

Contudo, devido a intensa expressao da tdTomato, a marcacao — que se estende a todo
o corpo celular das células com expressdao da Cre — ofusca a visualizacdo da morfologia das
células em questdo, dificultando a analise da localizacéo das células marcadas. Portanto, a fim
de se obter uma avaliacdo mais clara da expressdo da Cre, optou-se pela realizacdo de uma
técnica de imunohistoquimica, permitindo um melhor ajuste fino na revelagdo da imagem. De
fato, observa-se que ha uma marcante expressdo da recombinase na regido do giro dentado e
nos neurdnios do CA1l (Figura 54, A) do hipocampo, bem como espalhados por diversas

camadas do cértex (Figura 54, B).
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Figura 54 — Padrao de expressao da Cre recombinase, avaliada por reacdo de
imunohistoquimica da proteina tdTomato em cortes histoldgicos.

.

Em destaque, um corte com a regido do (A) hipocampo e outro com uma regiao

v “' “:~ . : Y ...-- oot 7
representativa do (B) cortex.

Portanto, observa-se, de fato, que ha uma efetiva expressao da Cre recombinase, que
se espalha por diversas areas do encéfalo, inclusive em regiGes nas quais os principais tipos
celulares presentes sdo neurénios. Contudo, nota-se que esta expressao €, em diversas regides,

esparsa e discreta, indicando, possivelmente, uma limitada penetrancia da delecdo da PTEN.
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5 DISCUSSAO
5.1 Perfil Geral

Interessantemente, a tendéncia de haver uma limitacdo no crescimento dos animais
HT, observada no estudo da dieta intermitente (Figura 8), ndo foi corroborada no estudo do
exercicio fisico (Figura 32), o que langa a davida se ha, de fato, um efeito significativo sobre
0 ganho de massa corpdrea com o tempo nos animais controle da linhagem Pten'®*;Nse-Cre*.
A dieta intermitente, ao contrario do exercicio fisico, ndo influenciou no ganho de massa total
dos animais. Mesmo apresentando um consumo de racdo inferior ao do grupo controle, os
animais em dieta intermitente consumiam — nos periodos de oferecimento AL de ra¢do — uma
quantidade proxima ao consumo de dois dias dos animais controle (Figura 9), o que pode
justificar o contrabalanceamento da perda de massa ocorrida apos cada periodo de jejum. De
fato, Anson et al. (86) também observaram que o consumo médio de racdo em camundongos
sob dieta intermitente era semelhante aos animais com oferecimento AL de alimento,
correspondendo a uma manutencdo da massa corporea. Por outro lado, conforme revisado por
Varady e Hellerstein (87), outros estudos demonstraram a inabilidade dos animais em
compensar o consumo de racdo no dia seguinte ao jejum, culminando em uma perda de massa
corpérea. Os autores apontam diversos fatores — como origem genética da linhagem,
condicBes de acondicionamento, palatabilidade da racdo e energia da dieta — como possiveis
justificativas para esta variabilidade observada entre diversos estudos. Os animais submetidos
ao exercicio fisico, por sua vez, apresentaram — independentemente do genétipo — um menor
ganho de massa corpdrea com o tempo (Figura 32), paralelo a um aumento do consumo de
racao (Figura 33), um efeito justificado pela necessidade de um maior aporte calérico, devido
ao intenso aumento do gasto energético pelo exercicio voluntério realizado diariamente.

Sabe-se que a delecdo neuronal da PTEN pode ocasionar macrocefalia, tendo este
efeito ja sido caracterizado no modelo de delecdo neuronal condicionada da PTEN guiada
pelo promotor da enolase especifica para neurdnio (Pten'™®*;Nse-Cre™) (24,36). Indo de
encontro ao relatado por Napoli et al. (36), ndo foi observado aumento da massa do cerebelo e
do hipocampo nos animais HT (Figuras 10 e 34), possivelmente por se tratarem de animais
mais novos do que os utilizados por este estudo. No trabalho daquele grupo, os animais
avaliados eram cerca de 2 meses mais velhos que os animais deste projeto. Esta diferenca de
idade pode justificar a observacdo de uma diferenca estatisticamente significativa da
hipertrofia neuronal ocasionada pela delecdo da PTEN em outras regides, uma vez que a
progressao da macrocefalia induzida pela delecdo da PTEN ja foi reportada previamente (24).

Por outro lado, corroborando os dados da literatura (24,36), foi observado um aumento
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significativo da massa total do encéfalo e da massa do cortex (Figuras 10 e 34), nos animais
com a delecéo da PTEN, corroborando os dados da literatura (24,36) e ressaltando os efeitos

corticais como uma regido importante para o fenétipo de macrocefalia.

5.2 Perfil Comportamental

No primeiro trabalho com informacdes comportamentais da linhagem Pten®*;Nse-Cre®,
Kwon et al. (24) observaram que os animais HO — que, curiosamente, ndo vinham a obito
precocemente nos trabalhos deste grupo — apresentavam um aumento no tempo de exploracéo
do braco aberto do labirinto em cruz elevado em relacdo aos animais WT. Os animais HO do
trabalho de Lugo et al. (30) — também advindos de uma linhagem seletiva para células
neurais, associada ao promotor do gene Gfap — apresentaram um perfil semelhante.
Interessantemente, neste trabalho ndo foi observado este efeito ansiolitico da delecdo da
PTEN. Contudo, quando submetido ao estimulo de uma intervencdo ndo-farmacoldgica —
dieta intermitente (Figuras 12 e 13) ou exercicio fisico voluntario (Figuras 36 e 37) —
observou-se um perfil dos animais HT semelhante ao descrito na literatura para animais com
delecdo HO condicionada da PTEN. Contudo, Smith et al. (88), utilizando animais HT desta
mesma linhagem Pten'™®*:Gfap-Cre™, ndo observaram nenhum efeito no labirinto em cruz
elevado, seja em condigdes controle ou sob estimulo — no caso, um modelo de um inducdo de
status epilepticus —, indicando que diferentes estimulos podem ter diferentes efeitos na
revelacdo de fenétipos nesta linhagem.

Por outro lado, os resultados observados no ensaio do campo aberto demonstraram-se
paradoxais. No estudo da dieta intermitente, os animais em dieta, que, no labirinto em cruz
elevado, apresentaram um perfil de comportamento de medo e ansiedade reduzido, no campo
aberto (Figura 15) passaram significativamente menos tempo na area central — o que indicaria
um perfil oposto. Os animais HT em exercicio fisico ndo apresentaram tal perfil (Figura 39),
ndo tendo este parametro alterado significativamente. Smith et al. (88) observaram um
aumento da distancia total percorrida pelos animais HT submetidos ao protocolo de status
epilepticus — resultado aparentemente oposto a tendéncia observada neste trabalho. Contudo,
embora ndo tenham publicado os dados relativos ao tempo gasto em cada regido do aparato,
0s pesquisadores demonstraram que aquele aumento de mobilidade se dava apenas na area
periférica, sem haver alteracdo na distancia percorrida na area central relativamente aos outros
grupos. Semelhantemente, Kwon et al. (24) demonstraram que, apesar de apresentarem um
aumento de mobilidade total, animais HO também passam um menor tempo na area central do

aparato. Este resultado foi posteriormente corroborado em outro trabalho do grupo (89), no
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qual os pesquisadores elegantemente resgataram o fen6tipo por meio da inibi¢do da ativacao
da via da mTOR, utilizando um tratamento cronico de rapamicina. Em outro trabalho do
grupo, Ogawa et al. (89), analisando animais HO, também observaram uma maior mobilidade
dos animais com a delecdo neuronal condicionada da PTEN, o que os pesquisadores
associaram a um perfil de ansiedade aumentada. Interessantemente, estes animais HO, quando
expostos a uma roda giratoria, percorriam uma distancia menor (e em um perfil alterado) em
relacdo aos animais WT, resultado que vai de encontro ao observado neste estudo — no qual
observou-se uma tendéncia de aumento da atividade espontanea na roda giratéria por animais
HT (Figura 31). A observagdo de resultados aparentemente controversos entre 0s ensaios do
labirinto em cruz elevado e do campo aberto ndo é um evento incomum. A inconsisténcia de
resultados entre diferentes tipos de testes na avaliacdo de parametros associados ao medo e a
ansiedade ja foi observada em outros estudos (90,91) e pode estar associada ndo apenas a
possivel variagdo do estado comportamental do animal no momento da avaliagdo — que pode
sofrer oscilagbes de acordo com o ritmo circadiano, além de apresentar variagfes entre dias
distintos — mas também devido a natureza multidimensional dos comportamentos, ou melhor,
a existéncia de diferentes fatores e manifestacbes do comportamento ansioso que podem ser
observados por cada tipo de ensaio comportamental (92). Sendo assim, a observacdo de
resultados paradoxais ndo invalida o resultado observado, ao contrario, ressalta a importancia
da avaliacdo mais aprofundada de tais parametros.

Infelizmente, ndo foi possivel avaliar a ocorréncia de algum efeito mediado pela
delecdo da PTEN — na presenca ou nao da dieta intermitente ou do exercicio fisico — nos
ensaios do reconhecimento do objeto novo (Figura 16) e do reconhecimento da localizac&o do
objeto (Figura 40). Faz-se necessaria uma padronizacdo mais apurada para alcancar as
condicdes mais adequadas de realizacdo dos respectivos protocolos. Outros estudos ja
indicaram a ocorréncia de déficit na memoria de reconhecimento em animais HO e HT
(24,30,36), porem, para isto, utilizaram protocolos de reconhecimento social. Possivelmente,
0 marcante impacto da delecdo neuronal da PTEN sobre a interagcdo social, conforme
discutido nestes estudos, tenha sido um fator impactante nos resultados deste ensaio,
apontando os ensaios de reconhecimento e de preferéncia social como alternativas mais
interessantes para avaliacdo de pardmetros associados ndo apenas aos déficits de interacdo
social, mas também em relacdo a memoria de reconhecimento.

Em relagdo ao ensaio do labirinto aquatico de Morris, esperava-se observar um déficit
de aprendizado e evocacdo da memoria espacial, uma vez que Kwon et al. (24) demonstraram

este comportamento alterado nos animais HO. Contudo, neste trabalho ndo foi observado
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nenhum efeito do genotipo ou dos tratamentos sobre o aprendizado dos animais. De fato,
Smith et al. (88) ndo observaram nenhum efeito no aprendizado e na memdria nos ensaios
realizados no labirinto aquatico de Morris nos animais HT da linhagem avaliada pelo grupo.
No estudo do exercicio fisico, observou-se uma possibilidade de que o gendtipo tenha afetado
negativamente a memoria espacial nos animais HT, embora nenhum efeito significativo tenha
sido observado quanto a isso. Por outro lado, foi encontrado um efeito deletério do exercicio
fisico, reduzindo o desempenho dos animais WT em mais de um dos pontos avaliados — um
resultado que pode estar associado ao estado de ansiedade aumentado induzido pelo
tratamento. Devido a marcante variancia observada em alguns ensaios — além do limitado
espaco amostral disponivel — ndo foi possivel obter resultados conclusivos em relacdo a
modulacdo do gendtipo e do exercicio fisico sobre o perfil da memoria espacial. Porém, a
analise da memdria espacial pelo labirinto aquéatico de Morris ainda constitui um interessante
parametro de analise neste modelo. Apesar de ndo ter sido observado um efeito significativo,
observou-se que, em ambos estudos, a curva de aprendizado dos animais controle HT esta
acima da dos animais controle WT, constituindo um indicativo da ocorréncia de déficit de
aprendizado nos animais com a delecdo da PTEN. Desta forma, ressalta-se a importancia da
continuidade da exploracao destes estudos.

Nos estudos prévios utilizando esta linhagem com delecdo condicionada da PTEN,
seletiva a neurdnios, ndo aparece um consenso em relacdo a memoria associada ao medo.
Kwon et al. (24) ndo observaram nenhum déficit no ensaio de condicionamento de medo nos
animais HO. Semelhantemente, Smith et al. (88) também nao observaram nenhum efeito nos
animais HT da linhagem estudada, embora tenham indicado um possivel aumento do
aprendizado nos animais HT submetidos ao protocolo de inducdo de status epilepticus.
Contudo, nenhum destes estudos avaliou parametros de aprendizado e memaria por meio do
ensaio da esquiva inibitoria. A memoria associada a0 medo contextual avaliada pela esquiva
inibitéria é, também, majoritariamente associada ao processamento pelo hipocampo e pela
amigdala, porém regides corticais — como 0 cortex entorrinal — também apresentam um papel
importante (84). Interessantemente, no estudo da dieta intermitente, os animais HT
apresentaram um déficit de memoria associada ao medo, fenotipo revertido pela dieta
intermitente (Figura 21). A comparagdo com o estudo do exercicio fisico (Figura 45) foi
dificultada pelo aumento da laténcia basal dos animais, um efeito possivelmente induzido por
um estado de medo e ansiedade aumentado nos animais utilizados — corroborado pelos
menores valores de tempo de exploragdo do braco aberto do labirinto em cruz elevado e de

porcentagem de permanéncia na area central do campo aberto, em relacdo aos dos animais do
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estudo da dieta intermitente. Este fenotipo ansioso pode estar relacionado ao isolamento
social. No estudo do exercicio fisico, os animais sdo separados individualmente nas gaiolas a
fim de garantir o acesso dos animais a roda giratoria — 0s animais dos grupos controle também
sdo individualizados, a fim de padronizar as condi¢cBes em todos os grupos. De fato, o
isolamento social tem sido utilizado como um modelo de indugdo de distarbios cognitivos,
inclusive podendo gerar déficit de memdria associada ao medo (93). Contudo, este efeito
parece ser resgatado por meio da intervencdo do exercicio fisico, ressaltando o potencial
terapéutico das intervengdes ndo-farmacoldgicas utilizadas neste estudo. Deve-se ressaltar,
porém, que a realizacdo de mais de um ensaio comportamental em cada batelada experimental
pode influenciar no resultado dos outros ensaios. Portanto, é importante levar em
consideracdo a possibilidade de que a realizacdo de diversos ensaios comportamentais pode
ter contribuido para um possivel mascaramento de alguns dos efeitos comportamentais

esperados, porém ndo observados.

5.3 Perfil Bioquimico e Molecular

A avaliacdo molecular inicial do hipocampo demonstrou a limitagdo em avaliar esta
regido, possivelmente devido a sensibilidade dos ensaios utilizados frente a intensidade de
delecdo da PTEN — que, além de HT, é seletiva a neurbnios —, cujo efeito pode ter sido
mascarado pela presenca de proteinas advindas de células vizinhas, em maioria, ndo afetadas
pela delecdo. A ndo observancia dos resultados encontrados por Napoli et al. (36) em
hipocampo também pode ter ocorrido, como discutido anteriormente, devido a utilizacdo de
animais mais novos. Interessantemente, Smith et al. (88) também ndo observaram nenhuma
diferenca significativa por Western Blotting no hipocampo dos camundongos HT da linhagem
Pten'™™*:Gfap-Cre*. Este grupo também avaliou animais mais jovens, iniciando os ensaios
com camundongos de 2 meses de idade.

O cortex, por sua vez, demonstrou um maior potencial de observagdo do perfil
bioquimico e molecular neste modelo, fato reforcado pelo aumento de massa da regido
(Figuras 10 e 34). Apesar da ndo observancia da reducdo dos niveis de PTEN no estudo do
exercicio fisico (Figura 46), pode-se observar uma tendéncia de ativagdo da AKT nos animais
HT (Figuras 25 e 47). Pelos resultados encontrados, 0 modelo parece corroborar a hipotese de
hiperativacdo da via da PI3K/AKT, embora ndo tenha ficado claro o possivel papel
modulatério das intervengdes ndo farmacoldgicas sobre a via neste contexto. Uma possivel
justificava para 0 mascaramento dos resultados observados pode ter sido o estado alimentar

dos animais. Em ambos estudos, os animais foram eutanasiados no periodo da manh&, com o



76

oferecimento de ragdo AL por ao menos 12 h. Desta forma, todos encontravam-se
alimentados e, portanto, com um alto aporte de nutrientes, um forte ativador da via da
PI3K/AKT.

Zhou et al. (89) demonstraram que a inibicdo farmacologica do mTORC1 — uma via de
sinalizacdo a jusante da PTEN que é potencialmente modulavel pela dieta e pelo exercicio
fisico (94) — é capaz de suprimir anormalidades anatdmicas e funcionais em neurénios com
delecdo da PTEN. Levando-se isto em consideracdo, e que a PTEN possui um papel crucial
para sinalizacdo glutamatérgica e plasticidade sinaptica (27,95), reforca-se a hipdtese de
ocorréncia de um desbalanco da relacéo excitagdo/inibicdo em modelos de delegdo neuronal
da PTEN, bem como nas desordens do espectro autista (96). Infelizmente, ndo foi possivel
observar nenhum efeito do genétipo ou dos tratamentos sobre a expressao e a ativacdo dos
receptores ionotrépicos glutamatérgicos estudados — NMDA (Figuras 26 e 48) e AMPA
(Figuras 27 e 49). Semelhantemente, nenhuma variagéo da avaliagéo da atividade da nNOS —
um possivel indicador da atividade glutamatérgica — foi encontrada (Figuras 28 e 50).
Curiosamente, foi observado um aumento independente do tratamento da atividade da iINOS
nos animais HT do estudo da dieta intermitente (Figura 28), embora o resultado ndo tenha
sido corroborado pelo estudo do exercicio fisico (Figura 50) — possivelmente devido ao menor
espaco amostral disponivel neste ensaio. Se confirmado, este aumento da atividade de iNOS
nesta linhagem seria um indicativo da ocorréncia de um efeito mediado pela delecdo
condicionada da PTEN, possivelmente associado a um processo inflamatorio ou de
desbalanco redox (97), envolvendo outros mecanismos pelos quais o comportamento da
linhagem pode estar sendo modulado, justificando a necessidade da expansdo dos estudos na
area.

Embora os resultados de BDNF também néo tenham sido consistentes entre os estudos
da dieta intermitente (Figura 29) e do exercicio fisico (Figura 51), a possibilidade de reducéo
dos niveis de BDNF induzida pela delecdo da PTEN constitui um interessante objetivo para
estudos futuros, uma vez que poderia apontar para um possivel mecanismo dos efeitos da
delecéo da PTEN sobre a cognicdo. Por outro lado, a tendéncia de reducdo de BDNF induzida
pelo exercicio fisico nos animais WT foi um resultado inesperado, uma vez que vai de
encontro ao que vem sido estabelecido pela literatura (23). Contudo, é importante ressaltar
que este resultado se correlaciona com o perfil observado na avaliagdo da memoria espacial
pelo labirinto aquatico de Morris (Figuras 42 e 43), apontando o0 BDNF como um potencial

loxp/+

modulador do fenétipo da linhagem Pten :Nse-Cre™. A realizacdo de novos estudos com

esta linhagem, aumentando o espaco amostral dos experimentos com exercicio fisico e
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expandindo a avaliacdo da interligagéo entre a via da PI3K/AKT e a expressaio BDNF, bem
como as vias moduléveis pela neurotrofina, pode auxiliar na melhor elucidacdo destes
resultados.

Por fim, levando-se em consideracdo a ndo observacdo de alguns fendtipos esperados

loxp/+

na linhagem Pten :Nse-Cre”, foi realizada a avaliagdo da expressdo da Cre recombinase,
por meio da avaliagdo da linhagem Nse-Cre™;tdTomato™ (Figuras 52 a 54), a fim de validar o
modelo utilizado por este trabalho. Estes testes contribuiram ndo apenas para esta validagdo —
confirmando a expressdo da recombinase no sistema nervoso central —, mas também por
corroborarem a justificativa de que a expressao esparsa da enzima — e, consequentemente, da
delecdo da PTEN — possa ter contribuido para 0 mascaramento de alguns efeitos esperados e

que ndo foram observados nas analises realizadas.
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6 CONCLUSAO

Aparentemente, 0s animais com a delecdo neuronal condicionada da PTEN
apresentam um fendtipo de diminuicdo do comportamento de medo e ansiedade, embora
talvez seja necessario um estimulo para que este efeito seja revelado. N&o foi encontrado
nenhum efeito sobre a memoria de localizagdo espacial, mas sim um déficit de memadria
associada ao medo. As intervencfes nao-farmacoldgicas estudadas — a dieta intermitente e o

exercicio fisico — apresentaram um interessante potencial de reversdo deste fenotipo.

Né&o foi observado nenhum efeito sobre a regido do hipocampo, possivelmente devido
a um mascaramento dos resultados pelas células (ou tipos celulares) ndo afetados pela
delecdo, uma vez que a mesma € seletiva a neurdnios e possui uma penetrancia limitada. A
regido do cortex apresentou um fendtipo mais marcantemente afetado pela delecdo da PTEN,
embora os resultados ndo tenham sido conclusivos para a elucidacdo dos efeitos bioquimicos
da delecéo condicionada da PTEN. Estudos de imunofluorescéncia, por sua vez, podem ajudar
a caracterizar melhor os tipos celulares e proteinas que sdo modulados pelo fendtipo da
linhagem Pten'™®*:Nse-Cre*, contornando as limitacGes observadas e contribuindo para a

elucidacéo dos efeitos estudados.

Este modelo demonstrou um interessante potencial na avaliacdo dos efeitos da PTEN
sobre a cognicdo e a plasticidade sindptica. Os resultados observados com a dieta intermitente
e o exercicio fisico apontaram para um interessante potencial de reversdo de fendtipos
deficitarios da linhagem estudada, o que embasa a importancia de mais estudos na area, para
explorar de forma mais completa estes efeitos. Contudo, faz-se necessario o balizamento dos
parametros comportamentais e bioquimicos — visando a otimizacdo das condicbes de
avaliacdo dos déficits apresentados — e, no caso do exercicio fisico, a expansdo do espaco
amostral para garantir a finalizacdo das analises iniciadas. De qualquer forma, deve-se
ressaltar que este trabalho também ressaltou a possibilidade — e necessidade — da reavaliacdo
deste modelo na vigéncia de outros estimulos com potencial de melhor eficacia para a
revelacdo dos efeitos esperados — que podem estar sendo mascarados por adaptacdo do

organismo a delecdo da PTEN —, uma interessante perspectiva de estudo na area.
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