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RESUMO

O consumo excessivo de alcool, principalmente quando iniciado
precocemente, na adolescéncia, € um dos principais motivos que podem levar a
danos mais graves e possiveis consequéncias duradouras, tais como o déficit de
memoria e problemas cognitivos. Evidéncias demonstram a participacdo do
hipocampo e de vias de sinalizacdo, como a via da AMPc/PKA, resultando na
ativacdo de CREB e liberacdo do BDNF para a promocao de mecanismos
mnemonicos. Enquanto o alcool pode interferir de maneira negativa nessas
moléculas, a atividade fisica, por sua vez, apresenta-se, majoritariamente, como um
importante fator favoravel a memoria. O presente estudo avaliou os efeitos da
atividade fisica voluntaria sobre os possiveis danos no processo de formacao de
mem©éria acarretados pelo etanol na adolescéncia, focando no CREB e em um de
seus genes-alvo, o BDNF. Camundongos C57BL6 adolescentes foram expostos de
maneira intermitente (L6hON/8hOFF) a camara de vapor de etanol seguidos de 72h
de abstinéncia, durante dois ciclos. Entre um ciclo e outro, os animais foram
submetidos ao consumo de livre escolha entre duas garrafas no paradigma “Drinking
in the Dark” (“Beber no escuro”). ApGs a etapa de intoxicacdo, os animais foram
separados e alojados em gaiolas com ou sem roda de corrida, na qual
permaneceram por 14 dias. Os animais foram testados no teste de reconhecimento
de objeto, com contexto espacial, como indice de memaria de reconhecimento (curto
e longo prazo). Com trés dias de corrida, houve efeito positivo na exploracdo do
objeto novo, em relacdo ao familiar, na memdéria de curta duracdo nos grupos
controle e intoxicado. Com oito dias, esse mesmo efeito foi visto na memoria de
longa duragdo do grupo com consumo voluntario do etanol, sem intoxicacdo, e com
catorze dias, na memaria de curta duragdo no grupo intoxicado. Nao foi observado
nenhum déficit de memodria. No entanto, ap0s catorze dias de corrida, houve
diminuicdo nos niveis de BDNF em todos os grupos com atividade fisica e no
intoxicado sedentario, e nos niveis de CREB no grupo intoxicado sem e com

atividade fisica.

Palavras chave: alcool, atividade fisica, adolescente, memoria



ABSTRACT

Excessive alcohol consumption, especially when started early in adolescence,
is one of the main reasons that can lead to more serious damage and possible
lasting consequences, such as memory deficit and cognitive problems. Evidence
demonstrates the involvement of the hippocampus and signaling pathways, such as
the cAMP / PKA pathway, resulting in CREB activation and BDNF release for the
promotion of mnemonic mechanisms. While alcohol can negatively interfere with
these molecules, physical activity, in turn, is mostly an important factor favoring
memory. The present study evaluated the effects of voluntary exercise on the
possible damage to the memory formation process caused by ethanol in
adolescence, focusing on CREB and one of its target genes, BDNF. Adolescent
C57BL6 mice were intermittently exposed (16hON / 8hOFF) to the ethanol vapor
chamber followed by abstinence 72h for two cycles. Between one cycle and another,
the animals were subjected to the free choice between two bottles in the "Drinking in
the Dark" paradigm. After the intoxication stage, the animals were separated and
housed in cages with or without running wheel, where they remained for 14 days.
The animals were tested in the novel object recognition test, with spatial context, as
recognition memory index (short and long term). After three days of running, there
was a positive effect on the exploration of the new object, in relation to the familiar
one, on short-term memory in the control and intoxicated groups. At eight days, this
same effect was seen in the long-term memory of the group with voluntary ethanol
consumption, without intoxication, and at fourteen days, in the short-term memory in
the intoxicated group. No memory deficit was observed. However, after fourteen days
of running, there was a decrease in BDNF levels in all groups with physical activity
and sedentary intoxication, and in CREB levels in the group without and with physical

activity.

Key words: alcohol, physical activity, adolescent, memory
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1 INTRODUCAO

O alcool é uma das drogas mais consumidas em todo o mundo e faz-se
presente em diversas ocasifes. De acordo com o relatorio World Health Statistics,
2018, divulgado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a média global de
consumo dessa droga em 2016 era de 6,4L per capta/ano em pessoas a partir dos
15 anos, variando entre regides. Neste mesmo documento, o Brasil ocupou a 492
posicdo com um consumo de 8,9L per capta e a Lituania, o 1° lugar com 18,2L. No

entanto, embora grande aceitacdo social, também é considerada como um dos

maiores problemas de Saude Publica e, consequentemente, socioecondmicos.

Conforme o guia Lexicon of alcohol and drug terms (OMS, 1994) e a
American Psychiatric Association (1994), o alcoolismo é uma dependéncia quimica
caracterizada pela ingestdo compulsiva e progressiva do etanol e perda de controle
sobre sua administracdo, com um estado de emergéncia de uso na auséncia da
droga. Antigamente, até a década de 1940, o termo se referia principalmente as
consequéncias fisicas do consumo excessivo de alcool em longo prazo e s6 mais
tarde passou a ser considerado como quadro de doenca, englobando todo e
qualquer tipo de dano acarretado, seja ele fisico, psicoldgico ou social; individual ou
coletivo. Segundo dados divulgados no Global status report on alcohol and health
(OMS, 2018), mais de 5% de todas as mortes no mundo foram relacionadas ao uso
abusivo do alcool, no ano de 2016, o que equivale a mais de trés milhdes de mortes

e representa uma proporcgao de 1 em 20.

Apesar de tudo isso, por ser de facil acesso e legalmente distribuido em
diversos estabelecimentos, essa droga € uma das primeiras substancias psicoativas
escolhidas entre os adolescentes. O famoso “Heavy Drinking”, caracterizado por
episodios de alto consumo, tem aumentado conforme os anos, passando de 4,6%
para 13% em mulheres e de 17,9% para 29,4% em homens em todo o continente
americano, principalmente entre os jovens de 15 a 19 anos, perdendo apenas para a
Europa (DAWSON et al., 2008; PAHO, 2015).

A adolescéncia € um estagio critico de maturacgéo fisica, sexual e neural, que
compreende o periodo dos 12 aos 18 anos em humanos, e em roedores, considera-
se o0 Post Natal Day (PND) 28 a 42, de acordo com Spear (2000). E considerada
como a transicdo da infancia para a fase adulta e desempenha um papel muito
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importante por envolver as principais alteragdes fisiologicas, estruturais e neurais. O
encéfalo, por exemplo, passa por remodulacées consideraveis como fortalecimento
de circuitos neurais, aumento na densidade de massa branca e cinzenta e
mudancas em areas corticais, principalmente no cortex pré-frontal (CPF), e também
em areas limbicas (SPEAR, 2000).

Apesar de essas alteracbes serem essenciais para o desenvolvimento natural
do individuo, as neuromodulacdes inerentes a maturacdo encefalica podem ser
consideradas como certo fator de risco para a dependéncia a drogas de abuso.
Neste periodo nota-se um aumento da busca pela novidade e impulsividade na
tomada de decisdes, o que podem fornecer a oportunidade de explorar novas
experiéncias, incluindo o uso e abuso de drogas, tais como maconha, cigarro e
alcool (ARNET, 1992; SPEAR, 2000).

O etanol, por sua vez, € uma substancia capaz de agir em diferentes
receptores, ativando e/ou desativando diversos circuitos neurais importantes. Em
geral, doses altas promovem uma depressdo no sistema nervoso central (SNC),
resultado do aumento da condutancia dos canais de cloreto acoplados ao receptor
GABA, pela ligagédo alostérica da droga ao sitio. Além disso, interfere ainda no
sistema glutamatérgico, reduzindo seus efeitos excitatérios por meio de uma acéo
antagonista no receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) (HOFFMAN et al., 1989).
Segundo Allgaier (2002), os receptores desta classe, formados pelas subunidades
NR1/NR2A ou NR1/NR2B, apresentam maior sensibilidade as a¢des do alcool que
agueles compostos de NR1/NR2C ou NR1/NR2D.

Comumente, os adolescentes costumam beber num padrédo “Binge drinking”,
que, segundo a OMS (2014), equivale a ingestao intensa de 60g ou mais de alcool
puro pelo menos uma vez por més. Nessas ocasifes, € muito frequente o relato de
“blackouts”, por exemplo. Esses blackouts representam deficiéncias mais leves de
memoria induzidas pelo alcool, durante os quais 0s sujeitos sdo capazes de
participar, mas que, posteriormente, ndo conseguem se lembrar dos fatos ocorridos
durante o consumo da substancia (JELLINEK, 1952; GOODWIN, 1995; WHITE,
2003). Contudo, o consumo continuo pode levar a problemas mais graves. Efeitos

do alcool na memodria, assim como em outras vertentes, sdo apresentados numa
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proporcao dose-dependente, ou seja, de acordo com a dose ingerida o individuo tem

respostas mais brandas ou mais severas.

O padrédo de consumo denominado, em inglés, “binge drinking” (BD, ou
intoxicacdo aguda) tem aumentado na populacdo jovem. O National Institute on
Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA) define o termo BD como um padrao de
consumo que atinge concentragdes equivalentes a 0,8 g/L de &lcool no sangue em
um curto periodo de tempo, aproximadamente 2 horas. A concentragdo de &lcool no
sangue pode chegar a 60 ou 70 g de alcool puro em mulheres e homens,

respectivamente.

Em roedores ainda nao se tem critérios definidos para esse termo, no entanto,
a intoxicacao por vapor de etanol € considerada como um modelo forcado de BD

comumente usado para inducéo e estudo da dependéncia em animais.

Em 1973, Wise descreveu um procedimento de escalonamento de consumo,
usando concentracdes altas de etanol (20%), em que a solucdo alcodlica era
oferecida aos animais em dias alternados (WISE, 1973), criando um modelo animal
de consumo elevado de etanol. Mais recentemente, tem se observado que durante
sessoOes curtas de acesso (15 a 30 minutos) a solucdes de 20% de etanol, usando o
modelo de auto-administracdo operante, 0s animais atingem concentracdes altas de
etanol (por volta de 0,6 g/L), o que poderia mimetizar um padrdao BD em animais de
laboratorio (CARNICELLA et al., 2014; JEANBLANC et al., 2018). Estudos anteriores
desenvolvidos por Becker e Lopez (2004), Lopez e Becker (2005) e Carrara-
Nascimento e colaboradores (2013) demonstraram que 0 modelo de intoxicagéo por
vapor de etanol seguido de um periodo de abstinéncia € capaz de aumentar o
padrdo de consumo voluntario da droga em animais C57BL/6 adultos. Outrossim,
O’Dell et al. (2004) evidenciaram o aumento da autoadministracdo de alcool em
ratos Wistar apos a exposicao intermitente de vapor de etanol, em comparacdo a
exposicdo continua. Dessa maneira, este modelo de intoxicagéo, além de promover

um estado de dependéncia, também visa a avaliacdo do comportamento do

consumo da droga nos animais.

De acordo com a literatura, a combinacdo da elevada ingestado precoce do
alcool na adolescéncia contribui para danos mais graves e possiveis consequéncias

duradouras (HANSON et al., 2011), como déficits de memoria e problemas
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cognitivos (BATES, BOWDEN, BARRY, 2002; CREGO, et al., 2009) e reducéo do
volume do hipocampo (NAGEL, 2005; WELCH et al.,, 2013), além de maior
suscetibilidade de desenvolver o alcoolismo (SQUEGLIA; JACOBUS; TAPERT,
2014). Ensaios com ratos adolescentes mostram maior sensibilidade a
neurotoxicidade causada pelo &lcool (MARKWIESE et al., 1998) e relatam que os
déficits cognitivos podem ser iniciados em dois dias, decorrentes de alta
interferéncia em mecanismos relacionados a consolidacao e formacdo de memoria,
logo depois de duas doses de binge de etanol (de FERRON et al.,, 2015). Isso

mostra o alto impacto de algumas intoxicacdes alcoolicas.

Pontualmente, o processo de formacdo de memdria possui magquinaria
adaptavel e tem o hipocampo como estrutura chave para o armazenamento
(MOSER, 2011), o qual € constituido por trés camadas corticais, chamadas de
Cornu Ammonis (CA) — CAl1, CA2 e CA3 (de NO, R. F., 1934) e esta presente na
formacdo hipocampal (CA, giro denteado (GD), complexo subicular e cortex
entorrinal (EC)) (SCHULTZ; ENGELHARDT, 2014).

A memoria decorre de uma acdo complexa, categorica e dependente de
varios estagios, podendo ser classificada em dois grandes grupos quanto ao seu
curso temporal de armazenamento: a memoria de curto prazo e a memoéria de longo
prazo. Dentro desta, pode-se ainda encontrar subdivisées que a classificam como
explicita (declarativa) ou implicita (ndo declarativa/ procedural) (GRAF; SCHACTER,
1985).

As memorias explicitas referem-se aquelas em que a evocacédo € feita de
maneira “consciente”, ja as memoérias implicitas sdo frequentemente evocadas de
maneira “inconsciente” ou automatica e podem ser produzidas de acordo com as
experiéncias, como 0 priming (evocada por meio de pistas), por meio de
condicionamentos (memoria associativa ou ndo associativa) e de procedimentos,
que se refere as habilidades (GRAF; SCHACTER, 1985). Além desta classificacao
apresentada, em 1987, Squire propbés um modelo em que essas memarias
distinguem entre si de acordo com os diferentes aprendizados, como ideias,
informacg0des, linguagem e habilidades. Trés anos depois, Tulving (1990) elucidou

esses conceitos tipificando a memoria declarativa em episodica, a qual contém
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informagOes sobre experiéncias pessoais, e semantica, a qual se refere a

fatos/eventos e conceitos.

Figura 1- Classificac@o dos diferentes tipos de memoria.

VR

Memoéria

N

Peter Graf e Daniel /]\ /J\

Schacter, 1985

Memoéria de Longo Prazo Memoéria de Curto Prazo

i \L/\
/J\ /I\ Memoria de trabalho

Explicita Implicita
Endel Tulving, 1990 |  (declarativa) (nao declarativa) N—

N ) 4

7~ N\

Priming

7 N\
Episodica N L VR
7 N\

Semantica (experigncia pessaal) De condicionamento

(fatos e conceitos) ~—r L~ N\
N—r
N— De procedimento

N—

Diagrama esquematizando os diferentes tipos de memdria. A classificagdo se da de acordo com a
natureza da informacéo. Fonte: Autora (2019)

Quanto aos mecanismos responsaveis por essa maquinaria de
armazenamento, temos a plasticidade sinaptica que, apesar de ndo estar
relacionada somente a memoria, exerce um papel crucial nesse processo. Essa
propriedade corresponde a capacidade cerebral de alterar seus dominios
morfofuncionais, aumentando ou diminuindo a forca sinaptica frente a uma

estimulacdo anterior (HEBB, 1949).

Podendo ser dividida em plasticidade de curta ou de longa duragdo, a de
curta duracdo ocorre quando a mudanca na transmissado sinaptica se mantém de

milissegundos a rapidos minutos, modulando a resposta pés-sinaptica, enquanto a
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de longa duracdo se mantém por horas/dias e, por sua vez, é subdividida em Long
Term Potentiation (LTP) e Long Term Depression (LTD), de acordo com o
fortalecimento ou enfraquecimento das sinapses, respectivamente. De modo geral,
guanto mais intenso esse estimulo, maior a capacidade de retencdo de uma
memoéria no encéfalo (CITRI; MALENKA, 2008).

Dessa maneira, a ativagao persistente desses sinais de longa duragdo em
uma sinapse pode transformar a memoria de curta duracdo em memoria de longa
duracdo em um processo chamado de consolidagéo, induzindo transcricdo génica
de algumas vias, como a da AMPc/PKA. (KANDEL et al., 2014). Dentre algumas
acOes resultantes dessa via, destaca-se a fosforilagdo no residuo de serinal33 da
proteina de ligagdo ao elemento responsivo ao AMPc (CREB), deixando-a na sua
forma fosforilada (pCREB) e, assim, ativando o fator de transcrigdo CREB-1. Por sua
vez, estando ativo, o CREB é capaz de induzir a expressao do gene do Fator
neurotrofico derivado do encéfalo — Brain derived neurotrofic factor — (BDNF)
(BRUNELLI; CASTELLUCCI; KANDEL, 1976; KANDEL, 2001; KANDEL, 2012;
KANDEL et al., 2014).

O BDNF é o principal representante da classe das neurotrofinas e foi descrito
por Barde e colaboradores em 1982 (FALKENBERG et al, 1992; MA, Y. L. et al,
1998). Ao grupo das neurotrofinas atribui-se funcdo importante para o crescimento e
manutenc¢ao neuronal, como proliferacéo celular, e plasticidade (PARK; POO, 2013).
Ao BDNF atribuem-se esses papéis, bem como a promocédo da LTP, fundamental no
processo de formacdo de memoérias de longo prazo (KORTE et al., 1995;
PATTERSON et al., 1996). A saber, em experimentos realizados com fatias do
hipocampo provindas de camundongos Knockout de BDNF foi demonstrado
deficiéncia na LTP (KORTE et. al., 1995). Alonso e colaboradores (2002)
demonstraram a participacdo do BDNF na formacdo de memoéria de curto e longo
prazo em ratos: infusdes bilaterais de um anticorpo Anti-BDNF no CA1 hipocampal
prejudicaram a retencdo de memoria de curto prazo e longo prazo em testes de
esquiva passiva, enquanto infusdes bilaterais de BDNF melhoraram esses

parametros.

No entanto, além da participacdo efetiva nos mecanismos de formacdo de

memoria, essas moléculas demonstram a capacidade de agir em outros tipos de
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processos. Experimentos envolvendo infusdo de BDNF no Nucleo Accumbens (NAc)
de ratos, por exemplo, evidenciaram um aumento da atividade locomotora da
cocaina nesses animais e da resposta induzida pela droga a um reforco
condicionado a ela (HORGER et al., 1999). Complementarmente, outros estudos
com superexpressdo da atividade de CREB no NAc em ratos demonstraram o
aumento da autoadministracdo de cocaina e, também, a correlagdo com o aumento
do BDNF (LARSON et al.,, 2011). Dessa maneira, essas moléculas estariam
relacionadas também com a dependéncia, atuando por meio dos sistemas

dopaminérgico e glutamatérgico.

O desenvolvimento de transtornos por uso de substancias depende néo sé de
fatores genéticos, como também do ambiente e da interacdo entre eles. Além da
capacidade de as drogas representarem um refor¢co positivo, decorrente da ativacéo
dopaminérgica mesolimbica, envolvendo neurbnios da area tegmental ventral (VTA)
e do NAc (PIAZZA; LE MOAL, 1996; VOLKOW et al., 2004; NESTLER, 2005),
estudos indicam, ainda, que a passagem do consumo moderado para a
dependéncia pode estar relacionada a fatores cognitivos, jA que as drogas
perturbam os mecanismos neuronais envolvidos nas funcbes de aprendizado e
memoria (WHITE, 1996; HYMAN e MALENKA, 2001). Assim, podemos destacar a
teoria de que o aprendizado associativo pode ser um mecanismo subjacente para a
dependéncia (HYMAN E MALENKA, 2001).

Embora essa teoria ndo expligue completamente esse transtorno, uma gama
de estudos apresenta o0 CREB como responsivo a acdo de diferentes classes de
drogas de abuso, de maneira aguda e/ou crbnica, como € o0 caso de
psicoestimulantes, como a metanfetamina na area tegmental ventral (VTA) (SHAW-
LUTCHMAN et. al, 2003) e opibdides, como a morfina, no Locus Ceruleus (LC) e no
NAc (GUITART et al., 1992; WIDNELL et al., 1994; WIDNELL et al., 1996; SHAW-
LUTCHMAN et al., 2002) e etanol no cortex pré-frontal (CPF) (SOARES-SIMI et al,
2013), causando alteracOes de seus niveis e/ou de sua funcao, variando de acordo

com a area cerebral examinada.

As exposicoes cronica e aguda de etanol provocam alteracdes nos niveis de
CREB em diferentes regides encefalicas. Em exposi¢cao crénica de etanol, os niveis

de pCREB séo reduzidos no cerebelo e no estriado de ratos (YANG et al., 1998 a,b),
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entretanto, com a exposicdo aguda, nota-se um aumento dos niveis basais de
AMPc, prolongado aumento na fosforilacio do CREB e expressdo de genes
mediada pelo elemento responsivo ao AMPc (CRE) tanto em linhagem celular
(NG108-15) (CONSTANTINESCU; DIAMOND; GORDON, 1999; ASHER et al.,
2002) quanto em encéfalos isolados (YANG et al., 1996).

Soares-Simi e colaboradores (2013), por sua vez, investigaram as alteragdes
na ativacdo de CREB no CPF e no hipocampo em camundongos adolescentes e
adultos tratados com etanol de maneira aguda e cronica e constataram respostas
diferentes, dependentes da idade. Enquanto a maior supressdo da atividade de
CREB no CPF foi observada em adolescentes tratados cronicamente com etanol,
nos animais adultos essa mesma supressao apresentou-se maior no hipocampo em
ambos os tratamentos. Além disso, esses resultados também confirmaram uma
maior vulnerabilidade aos efeitos moleculares do etanol em adolescentes quando

comparados aos adultos.

Em relacdo a regido do hipocampo, também se observou interferéncia nas
concentracbes de pCREB apds etanol. No tratamento crbnico, esses niveis se
mostram reduzidos, enquanto que com 72 horas de abstinéncia ocorre um aumento
significativo no giro denteado (DG) (BISON; CREWS, 2003). Além disso, o alcool
tem alto impacto na integridade fisica dessa estrutura. Ha uma reducéo significativa
do volume hipocampal em casos de pacientes alcodlicos adultos (SULLIVAN et al.,
1995) e adolescentes (NAGEL, 2005; WELCH et al., 2013), bem como a perda
neuronal na regido do Cornu Ammonis e no giro denteado no hipocampo humano e
de rato adolescente (BENGOECHEA; GONZALO, 1990 a/b), no entanto, essas
acOes parecem ter maiores consequéncias quando o consumo dessa droga comeca
de forma precoce na adolescéncia (WHITE; SWARTZWELDER, 2004).

Paralelamente, sobre o BDNF, pesquisas apontam relacdo entre a dose da
droga e as concentracbes dessa proteina, colocando-a, também, como um fator
importante para a regulacdo do controle da passagem do consumo moderado e
compulsivo dessa droga, podendo agir como modulador negativo. (LOGRIP, 2009).
Tratamento agudo com alcool aumentaram significativamente os niveis de RNAm de
BDNF no hipocampo e no estriado dorsal, mas ndao no cortex pré-frontal de

camundongos (McGOUGH et al., 2004). Por outro lado, exposi¢cdes consideradas
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como tratamento crénico diminuiram esses niveis em regides corticais de
camundongos (LOGRIP, 2009) e a expressao génica de BDNF no hipocampo de
ratos (MacLENNAN, 1995). Similarmente em humanos, foi verificada a reducéo da
concentracdo plasmatica de BDNF em individuos dependentes e com histérico
familiar de alcoolismo (JOE, 2007).

Estudos, ainda, confirmam interferéncia na execucao de diferentes testes de
memoria nos animais que tiveram contato com o alcool durante o periodo de
adolescéncia (SCHULTEIS et al., 2008; CIPPITELLI et al., 2010; RISHER et al.,
2013). No labirinto aquatico de Morris, Schulteis e colaboradores (2008), por
exemplo, viram um desempenho prejudicado da memoria de trabalho de ratos
adultos jovens, os quais tiveram uma exposi¢ao intermitente e crénica de etanol na
sua adolescéncia, em comparagdo aos controles. Os pesquisadores observaram
gue 0s animais que passaram pela exposicdo a droga apresentavam um
esquecimento mais rapido das informacdes espaciais, no intervalo de duas e quatro

horas entre as sessdes do teste.

7

Sabendo disso, é razoavel sugerir que tratamentos cuja agdo produz
alteracbes positivas sobre esses alvos mencionados em areas cerebrais cruciais,
como o hipocampo, amenizem a vulnerabilidade da autoadministracéo e os efeitos
negativos adquiridos com o uso cronico dessa droga, além da melhoria na
recuperacdo. Um exemplo de que tal hipétese possui sentido é a resposta da
diminuicdo do consumo apos infusbes de BDNF no estriado dorso-lateral

(JEANBLANC et al., 2009).

Seguindo esse raciocinio, a atividade fisica surge como uma intervencao nao
invasiva e terapéutica com potencial de reversao de alguns danos relacionados ao
etanol. Evidéncias indicam a capacidade da corrida voluntaria em aumentar a
expressdo génica de BDNF em regides cerebrais especificas, como observado,
principalmente, no CA1 e CA4 do hipocampo de ratos com acesso livre a roda
durante 2, 4 e 7 noites, além de uma relacdo positiva entre a distancia percorrida e o
RNAmM de BDNF nessa estrutura (NEEPER et al.,, 1995; OLIFF et al., 1998).
Exercicio forgcado de baixa (15m/min durante 30min) e moderada (25m/min durante
30min) intensidade também foi capaz de aumentar a expressdo de BDNF no

hipocampo (SOYA et al., 2007). Em humanos, foi possivel ver o aumento do volume
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hipocampal nos dois hemisférios (esquerdo e direito) em individuos adultos, entre 55
e 85 anos, com atividade aerébica moderada, sendo capaz de reverter a perda do
volume hipocampal natural adquirida com o passar dos anos (ERICKSON et al.,
2011). Os efeitos dessa alternativa sobre o CREB também séo evidentes. Em ratos
submetidos a atividade fisica, notou-se concentragfes aumentadas dessa proteina
na sua forma fosforilada (pCREB) no hipocampo apds uma Unica noite de corrida em
roda e permaneceram elevados com 3 e 7 dias apés (SHEN et al., 2001), além de
relatar forte reparo neuronal com BDNF em cultura celular, associado com
estimulacdo de CREB e altos niveis de pCREB em areas corticais e hipocampais
(YANG et al., 2013).

Somado a esses dados, pesquisas apresentam efeitos benéficos da atividade
fisica no tratamento da dependéncia quimica (KEYWORTH et al., 2018). Em estudos
de abstinéncia com humanos, por exemplo, foi relatada reducéo do estado negativo,
da busca compulsiva pelo cigarro e dos sintomas de abstinéncia, como irritabilidade,
em mulheres fumantes em tratamento com exercicio fisico aerdbico (BOCK et al.,
1999; DANIEL; CROPLEY; FIFE-SCHAW, 2006; WILLIAMS et al.,, 2011). Em
modelos animais, rodas de corrida reduziram o comportamento ansioso de ratos
tratados com morfina e abstinentes a ela (MILADI-GORJI; RASHID-POUR,;
FATHOLLAHI, 2012), semelhantemente ao que acontece em humanos, nos quais o
exercicio diminui a ansiedade (SALMON, 2001).

Em casos de ratos tratados com alcool, essa medida resultou em uma
diminuicdo na procura da droga, servindo como medida protetora na abstinéncia
(SOMKUWAR et al., 2016), bem como uma diminuicdo do consumo, em hamsters
macho (HAMMER et al., 2010). Em outro estudo analisando o efeito do exercicio
fisico em camundongos adolescentes C57BL/6, observou-se a diminuicdo no
consumo voluntario da droga, na preferéncia por ela, bem como um aumento
significativo na expressdo de BDNF e de mRNA BDNF no hipocampo (GALLEGO et
al., 2015).

Dessa forma, este trabalho prop8e o estudo dos efeitos da atividade fisica, a
partir da corrida voluntaria, sobre prejuizos da memoéria induzidos pelo etanol,
avaliando os mecanismos moleculares relacionados ao CREB e um de seus genes-

alvo, o BDNF. Para tanto, foi usado o modelo de intoxicagdo por vapor de alcool,
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seguido de consumo voluntario, como modelo de “binge drinking”. Assim, a atividade
fisica surgiria como uma medida terapéutica natural capaz de atenuar ou reverter
possiveis alteracdes de memoria promovidas pelo consumo excessivo, elevando as

concentracdes dessas 2 moléculas-alvo.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho visa avaliar os efeitos da atividade fisica na memoria e em
marcadores neuroquimicos relacionados a memoria, em camundongos C57BL6
submetidos a um modelo de consumo excessivo de etanol (“binge drinking”) na

adolescéncia.

Desse modo, de maneira especifica, foram analisados o0s seguintes

parametros:

- Memodria de reconhecimento com contexto espacial de curto e longo prazo

- Expressao proteica de BDNF e CREB no hipocampo por Western Blotting
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 adolescentes, com PND=28
dias, fornecidos pelo Biotério CEDEME, do Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP). Os animais foram levados para o
biotério de manutencéo Leal Prado uma semana antes do inicio das sessdes de
consumo para adaptacdo e mantidos individualmente em gaiolas de policarbonato
cristal (30x20x13cm), com alimento e agua ad libitum e temperatura controlada em
23 °C em ciclo claro/escuro invertido (sendo as luzes apagadas as 8h) durante toda
a duracao do protocolo. Luzes vermelhas foram utilizadas para lidar com os animais
durante a fase escura dentro da sala. Todos os procedimentos de cuidados,
manutencdo e tratamento foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade de S&o Paulo e da Universidade Federal de S&o
Paulo (UNIFESP), sob numeros registrados de protocolos 133/2017 e 4122080618,

respectivamente.
3.2 Solucgdes utilizadas

3.2.1 Etanol 20% para o consumo voluntario no modelo de escolha entre duas

garrafas (“Two Bottle Choice”)

A solucao disponivel para consumo de etanol foi preparada a 20% (v/v), com

agua filtrada, a partir de etanol a 95% (Labsynth®).

3.2.2 Solucbes injetadas previamente a intoxicacao pela camara de vapor — Etanol
8% / Salina 0,9% + Pirazole (Sigma Aldrich)

Antes dos animais serem colocados nas camaras de vapor de alcool, a
intoxicacdo era iniciada pela administracéo intraperitoneal de etanol (1,6 g/Kg; 8%
v/v em salina) juntamente com o pirazole (Immol/Kg), que é um inibidor da enzima
alcool desidrogenase, para estabilizar a concentragdo sanguinea de alcool. As duas
drogas eram injetadas em um volume de 0,2 mL/g de peso corporeo. Os animais do
grupo que ndo passaram pela intoxicagdo com vapor de etanol receberam injecdes
isovolumétricas de solugcédo salina 0,9% e pirazole no mesmo horario em que 0s

animais do grupo de intoxicagéo de etanol.
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3.3 Consumo oral de alcool por livre escolha entre duas garrafas (“two

bottle choice”)

A fim de atingir um maior consumo voluntario de etanol, o experimento foi
realizado conforme o padrao “Drinking in the Dark” (DID) (RHODES et al., 2005) e
durante a fase escura do ciclo circadiano, periodo em que 0s animais apresentam
maior atividade (GIL et al., 1986).

De acordo com Rhodes et. al. (2005), camundongos C57BL/6 apresentam
uma ingestéo voluntaria de alcool maior durante a fase escura do ciclo, com um pico
de consumo apos 3h do inicio do periodo escuro. Além disso, esse protocolo é
capaz de elevar farmacologicamente as concentracfes sanguineas de etanol para
mais de 100mg/dL em apenas 2h de consumo. Esses valores foram observados
associados com privacdo de &agua, entretanto, cairam 40% com a presenca da
mesma (RHODES et. al., 2007). J& em relacdo a disponibilidade de comida, Lyons
et. al. (2008) demonstraram que a concentracdo sanguinea de alcool ndo varia de
acordo com a presenca ou auséncia de comida, ndo sendo, portanto, um fator critico

para altera-la.

No presente trabalho, os animais tiveram acesso livre & 4gua e comida
durante todo o periodo de contato da droga, dessa maneira, excluindo a sede como
viés de estimulagdo do consumo. Durante o periodo de consumo, 0os animais foram
expostos a duas garrafas de 30ml cada, uma contendo etanol 20% e a outra
contendo agua filtrada, 3h apds o inicio da fase escura. As solucfes foram trocadas
diariamente e as posicOes das garrafas, alternadas ao longo do experimento,
evitando o viés de preferéncia por lado. Apos 2h e 4h de consumo, as garrafas eram

retiradas. Todas elas foram pesadas antes e depois das sessdes de consumo.

Em todos os testes foi colocada uma gaiola com duas garrafas controle para
estimar o derramamento liquido devido a manipulacdo ou evaporacdo. Um maior
vazamento foi evitado utilizando um bico com duas esferas e deixando apenas 2cm
do bico para fora da rolha, impossibilitando, assim, que 0s animais conseguissem

subir nos bicos.
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3.3.1 Calculo da quantidade de etanol consumido e da preferéncia por etanol

As diferencas nos pesos das garrafas (antes e imediatamente depois do
consumo) foram convertidas em volumes ingeridos através das densidades da
solucéo de etanol e de agua. O volume de etanol ingerido foi entdo convertido em
gramas de etanol/Kg de peso do animal, calculado pela férmula abaixo. A densidade

e a concentragdo da solucéo de etanol foram aplicadas para o coeficiente 0,16.
Ceton = (Veron X 0,16) / p x 1000, onde:

Ceton € 0 consumo de etanol em g/Kg do animal

VEeton € 0 volume de etanol consumido em mL

P é o peso do animal em gramas. Os animais foram pesados todos os dias em que

estavam sob o0 modelo de Two Bottle Choice.

A preferéncia (P) foi calculada pela proporcdo de ingestdo do alcool e da

ingestao total de fluidos, baseada na formula abaixo:
P= Vewon / ( VeoH + Vizo ), Onde:

VEeton € 0 volume de etanol consumido em mL

V20 € 0 volume de agua consumido em mL

3.4 Exposicdo a camara de vapor

Neste trabalho, o modelo usado foi semelhante ao de Becker e Lopez (2004,
2005) e Carrara-Nascimento et al. (2013). Os animais adolescentes foram
subdivididos em grupos de Controle (CT), Vapor ar (VA) e Vapor etanol (VE), de
acordo com a exposicao a droga. Os grupos controle tiveram contato apenas com a
agua durante todo o protocolo, enquanto os grupos do vapor ar mantiveram o
contato com o etanol apenas nos periodos de exposicdo ao consumo voluntario
entre duas garrafas. Aqueles que passaram pelo vapor de etanol (VE) receberam
dois ciclos de intoxicacdo, os quais cada um era composto de quatro dias de
exposicao ao vapor na proporcédo de 16h ON e 8h OFF (conforme Figura 3). Antes

dos animais passarem pelas camaras, recebiam injecdes tal como citado na sec¢éo
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3.2.2, mas aqueles do grupo controle n&o tiveram nenhuma manipulagdo ou

tratamento.

O sistema de vaporizagdo era composto de caixas viveiro padrdo vedadas
com acessorios para entrada e saida de ar, nas mesmas condi¢cdes do biotério, ou
seja, individualizados e com acesso livre a agua e comida. O etanol 92,5% do
sistema da camara era volatilizado e misturado com o ar fresco. O oxigénio era
ejetado por um compressor para o fundo do frasco a uma taxa de 6L/min para

misturar-se com o etanol.

O vapor de etanol era produzido pelo gotejamento de etanol em um frasco
térmico (Erlenmeyer) de 2L, mantido a 508°C em uma manta de aquecimento
diariamente. A exposicdo ao vapor de etanol era controlada utilizando valvulas de
fluxo de ar para manter a concentracdo sanguinea de etanol constante e capaz de
induzir a dependéncia sem colocar em risco a vida e saude dos animais e as

concentracfes da substancia variaram entre 22mg/L a 27mg/L dentro da camara.
3.5 Coleta sanguinea para dosagem de etanol

As amostras de sangue (aproximadamente 250 ul) foram obtidas do grupo
dos animais submetidos ao vapor de etanol no ultimo dia de exposicdo a camara,
tanto na primeira, quanto na segunda semana. Imediatamente ap0s a remoc¢ao dos
animais das camaras de inalacdo, o sangue era coletado pela veia submandibular

para determinacdo da concentracdo sanguinea de etanol.
3.6  Atividade fisica pela roda de exercicio - “Voluntary wheel running”

Vinte e quatro horas apds o Ultimo consumo, os camundongos foram
alocados em gaiolas individuais e subdivididos em grupos distintos. Metade dos
animais de cada grupo (CT, VA e VE) permaneceu em gaiolas que continham uma
roda de exercicio, enquanto a outra metade de cada grupo nao foi exposta a roda.

Esse procedimento teve a duracao de 14 dias, com acesso livre a agua e comida.

O modelo e o tempo de atividade fisica voluntaria foram escolhidos baseados
em dados que apontam que a inducado forcada e/ou prolongada do exercicio fisico
pode ser considerada como um fator estressante, o que poderia induzir um
decréscimo da expressao dos niveis de BDNF (MURAKAMI et al., 2005).
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3.7 Anélise comportamental

Todas as analises comportamentais foram feitas na fase escura do ciclo

circadiano dos animais (das 8 as 20h).
3.7.1 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

A memodria episodica se refere aquela em que relaciona a evocagdo
consciente e experiéncias pessoais atribuidas a ela (TULVING, 1990). Estudos
sobre ela vém sendo desenvolvidos em modelos animais, a fim de investigar

interacbes morfofarmacoldgicas e comprometimento cognitivo, por exemplo.

O teste de reconhecimento de objetos foi desenvolvido primariamente por
Ennaceur e Delacour, em 1988, e parte da capacidade exploratéria intrinseca dos
roedores e preferéncia pela novidade, ou seja, o principio deste teste esta
relacionado com a preferéncia natural dos roedores em explorar objetos novos em
vez de objetos familiares. Aqueles animais que passam mais tempo explorando os
objetos novos indicam o reconhecimento do objeto familiar, consequentemente, uma
modificacdo nesse padrdo aponta desvio no comportamento natural e possiveis

déficits de memoria.

Neste trabalho, o modelo utilizado foi adaptado do original, proporcionando
uma avaliacdo da memoria de reconhecimento espacial, no qual foi realizado em

trés fases descritas abaixo:

- Fase de habituacdo: Os animais, um por vez, sdo colocados em um campo aberto
(40 cm x 60 cm), permitindo que eles explorem o0 aparato na auséncia de objetos

durante 10 minutos por hora, durante 3 horas.

- Fase de exposi¢cao ou familiarizagdo: os animais, um por vez, sdo colocados no
campo aberto com dois objetos idénticos (A e A), sob iluminagédo fraca (40 lux),
separados por uma distancia padrdo e filmados por 10 min, depois retirado e

devolvidos as suas respectivas gaiolas.

- Fase teste: Um objeto A é mantido no teste, e 0 outro j& conhecido (A) é trocado
por um novo (K e L), com alteracdo do lugar, 1 hora e 24 horas apés o treino,
respectivamente, e filmados por 5 min. O teste de 1h apos a familiarizacdo avalia a

resposta da memoria de curto prazo, ja o teste de 24h avalia a resposta da memoaria
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de longo prazo. O teste de memoria de curta duracado foi realizado apos 2, 7 e 13
dias de atividade fisica a qual os animais foram submetidos, e o de longa duracgéo foi
feito apds 3, 8 e 14 dias de atividade fisica. Entre um animal e outro, todo o aparato
foi limpo com alcool 70% a fim de evitar possiveis pistas olfatérias, mantendo as
mesmas arenas entre os trés testes de reconhecimento. Vale salientar ainda que
para cada teste realizado foram repetidas as trés fases (Habituacdo, Familiarizacao
e Teste), no entanto, os objetos para cada teste foram diferentes, totalizando 6
objetos familiares (Ae A/Be B/ C e C) e 6 objetos novos (Ke L/ Xe Y/ Ze W).

A atividade exploratoria € definida como o tempo que o animal passa
cheirando, tocando o objeto com o focinho ou patas dianteiras ou quando o animal
volta o focinho ao objeto a um raio menor ou igual a 2 cm. Foi analisado o tempo
que o animal passou interagindo com o0s objetos e o resultado foi apresentado

usando a razao de discriminacao, em que:

Razdo de Discriminacdo (RD) = tempo de exploracdo de objeto novo / (tempo de

exploracdo do objeto novo + familiar).

Figura 2 - Representacéo do aparato e das fases do Teste de Reconhecimento de
Objetos (TRO)

Habituacao Familiarizacao Teste 1h — 24h
* *
2 2

Fonte: Autora (2019)

A RD igual a 0,5 ou 50%, indica que o animal explorou os objetos novo e
familiar de maneira igual e, portanto, que nao houve preferéncia de objeto.
Resultados dessa razao acima de 0,5 significam maior exploragéo do objeto novo e
podem ser indicativos de uma boa memdria, no entanto, valores abaixo de 0,5

significam maior exploracéo do objeto familiar e podem indicar déficit de memoria.
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3.7.1.1 Atividade Locomotora e avaliacdo do comportamento tipo ansioso no

campo aberto

A partir do Teste de Reconhecimento de Objetos, o qual foi realizado em um
campo aberto (40 cm x 60 cm), pbde-se avaliar a atividade locomotora e o
comportamento tipo ansioso dos animais na primeira sessdo da fase de habituacao
ao aparato. Cada animal foi colocado individualmente, tal como citado acima, e

analisados os cinco primeiros minutos de gravagao.

A distancia percorrida total foi quantificada em centimetros pelo software
Ethovision (Noldus, Wageningen, Holanda) e utilizada como indicativo da atividade
locomotora, ja o tempo gasto pelos animais nas arenas e nos centros foram
guantificados em segundos pelo mesmo software e utilizadas como indicativo de
comportamento tipo ansioso. A relagdo para este Ultimo comportamento foi feita a
partir da porcentagem em que o animal ficou no centro em relacdo a periferia. Estes
testes foram executados a fim de verificar quaisquer alteracbes comportamentais
frente aos diferentes tratamentos utilizados, sendo importante para entender

possiveis diferencas entre os grupos nos testes de memoéria espacial.
3.8 Protocolo experimental

ApoOs o periodo de habituacdo durante sete dias na sala de experimentacéao,
uma parte dos camundongos foi exposta ao protocolo de consumo voluntario de
alcool entre duas garrafas ou TBC, conforme o padrdo Drinking in the dark (“beber
no escuro”), por 5 dias (D1-D5), a fim de estabelecer a linha de base do consumo
voluntario inicial (aquisicdo, sessdes de consumo 1 a 5), enquanto a outra
permaneceu sem contato com a droga. Ao final dessa etapa, os animais foram
divididos em grupos para, assim, serem expostos a camara de vapor de etanol ou ar
durante 4 dias (D6-D9), seguidos de 3 dias de abstinéncia (D10-D12), resultando
nos grupos vapor etanol (VE) e vapor ar (VA), respectivamente. ApGs esse periodo,
os dois grupos foram expostos a outro TBC (D13-D17, sessdes de consumo 6-10),
encerrando um ciclo. O protocolo foi repetido por mais um ciclo (D18-D29). No dia
seguinte a ultima sessdo de TBC (D30), alguns animais foram submetidos as gaiolas
de atividade fisica com roda acoplada enquanto outros permaneceram em gaiolas
padrdo, sem roda, na qual permaneceram durante 14 dias (D30-D43). Concomitante
a presenca da roda na caixa, foi realizado o teste de reconhecimento de objeto final
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(D32/D37/D43), conforme descrito anteriormente, a fim de analisar a memoaria de
curto e longo prazo apods trés, oito e catorze dias de atividade fisica,
respectivamente. No dia seguinte ao ultimo TRO (D44), os animais foram
eutanasiados por decapitacdo, sendo previamente anestesiados com lIsoflurano, e
os encéfalos, armazenados no freezer -80° para posteriores analises bioguimicas.
Ao final do protocolo, foi gerado um total de seis grupos: CTSE - controle
sedentario; CTAF — controle + atividade fisica; VASE — vapor de ar sedentéario; VAAF
— vapor de ar + atividade fisica; VESE — vapor de etanol sedentario; VEAF — vapor
de etanol + atividade fisica. Vale ressaltar que antes de cada exposi¢cdo a camara de
vapor, 0s animais eram pré-tratados com injecdes intraperitoneais de salina+pirazole
ou etanol+pirazole a depender do grupo experimental (vide secdo 3.4) e que foram
coletadas amostras de sangue pela veia submandibular dos animais nos dias D9 e

D21 com o propdsito de determinar a concentragdo sanguinea de etanol.

Figura 3 - Protocolo Experimental
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3.9 Anédlise dos niveis proteicos de BDNF e CREB no hipocampo pela
técnica Western Blotting

3.9.1 Extragao proteica

Os encéfalos foram descongelados e os hipocampos, dissecados. Apos isso,
as estruturas foram sonicadas (50% amplitude = 5s) em um tampao de lise (TRIS
HCI 1M pH 7,5; SDS 10%; Glicerol; NaCl 3M; NaF 500mM; B glicerolfosfato 500mM,;
inibidor de protease; DTT 0,1M; agua Mili-Q) na propor¢ao 1ug de tecido : 20u de
tampao e incubadas em gelo durante 20min. A seguir, as amostras foram
centrifugadas (13.000g, 4°C, 20min). O sobrenadante (extrato proteico) foi coletado
para avaliacdo dos niveis proteicos de BDNF e CREB e armazenados em freezer -
80°C até o momento de uso. A determinacdo da concentracdo proteica foi feita em
duplicata pelo método de Bradford (1976), utilizando a albumina de soro bovino
(Sigma-Alderich, Brasil) para a curva padrao.

3.9.2 Eletroforese e Transferéncia

As amostras (30ug de proteina) foram solubilizadas em tampédo de amostra
(Tris base 60mM; SDS 2%; Glicerol 25%; Azul de Bromofenol 0,1%) e fervidas a
94°C por 5min. A seguir, as amostras foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS em mini cubas verticais. Em cada um dos géis havia sempre
duas amostras de cada grupo e o primeiro poc¢o era sempre destinado ao marcador
de peso molecular Kaleidoscope (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). A
migracao foi iniciada em um gel de empilhamento 5% (acrilamida mix 30%; TRIS 1M
pH 6,8; SDS 10%; persulfato de amdnia 10%; TEMED; agua mili-Q) e prosseguiu em
gel de separagcao 12% (acrilamida mix 30%; TRIS 1,5M H 8,8; SDS 10%; persulfato
de amobnia 10%; TEMED; agua mili-Q) sob voltagem constante de 100V(1h) para
CREB e 100V (1h 50min) para BDNF. A eletroforese foi conduzida em tampéo de
corrida (TRIS-base 250mM; SDS 1%; Glicina 960mM).

O CREB foi transferido para membrana de nitrocelulose com porosidade de
0,45um (BioRad) e o BDNF para membrana de PVDF com porosidade de 0,22um
(Milipore), ambos por corrente elétrica gerada sob voltagem constante de 100 V por
1h. Todas as transferéncias foram realizadas na presenca de tampdo de

transferéncia gelado (TRIS-base; Glicina; Metanol; agua milii-Q).
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3.9.3 Imunodetecc¢ao
3.93.1 BDNF

As membranas foram incubadas overnight em solugédo TTBS (Tris 1M pH 8,0;
NaCl 150mM; Tween 20 0,1%; agua mili-Q) acrescida de leite desnatado Molico
(Nestle Brasil Itda., Aracatuba, SP, BRA) 5% sob agitacdo constante, a 4°C, para
bloqueio de ligacdes inespecificas do anticorpo. Em seguida, as membranas foram,
entdo, incubadas com o anticorpo primério policlonal rabbit anti-BDNF (1:1000,
Santa Cruz Biotechnology) em soluc¢édo de TTBS com leite desnatado Molico (Nestl€)
5%, nas mesmas condi¢des do bloqueio inicial.

No dia seguinte, as membranas foram lavadas duas vezes em TTBS, durante
10min cada, e incubadas com o anticorpo secundario anti rabbit (1:50.000 Jackson
Immuno Research Laboratories, West Grove, PA, USA) em solucdo de Molico 5%,
diluido em TTBS, sob agitacdo em temperatura ambiente, por 1h. Em sequéncia, as
membranas foram lavadas trés vezes em TTBS e uma vez em TBS (Tris 1M pH 8,0;
NaCl 150mM; agua mili-Q) durante 10min cada. As bandas imunorreativas foram
visualizadas com a solugdo de deteccdo Immobilon Forte Western HRP Substrate
(Millipore Corp., USA) e reveladas pelo aparelho de deteccdo ChemiDoc Imaging
system (BioRad).

ApGs a revelacdo, as membranas foram lavadas em solucdo de acido acético
5% (uma vez) e em TTBS (duas vezes) para remocao dos anticorpos e,
posteriormente, incubadas com o anticorpo primario anti-B-actin (1:40.000 Santa
Cruz Biotechnology, em Molico 3%+TTBS) durante 1h sob agitacdo, em temperatura
ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas duas vezes com TTBS e
incubadas por 45min com o anticorpo secundario anti mouse (1:100.000 em Molico
3%+TTBS), sob agitacdo constante em temperatura ambiente. Para a revelacdo da
proteina controle (B-actin) as membranas passaram pelos mesmos procedimentos ja

descritos anteriormente.

As membranas reveladas foram salvas no computador e as densidades das
bandas, quantificadas por meio do programa ImageJ. Os resultados foram

expressos como porcentagem a partir das amostras controle da mesma membrana.
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3.9.3.2 CREB

As membranas foram incubadas durante 1h em solugdo TTBS (Tris 1M pH
8,0; NaCl 150mM; Tween 20 0,1%; agua mili-Q) acrescida de leite desnatado Molico
(Nestle Brasil Itda., Aracatuba, SP, BRA) 5% sob agitacdo constante em temperatura
ambiente, para bloqueio de ligacdes inespecificas do anticorpo. Em seguida, as
membranas foram, entdo, incubadas com o anticorpo primario policlonal rabbit anti-
CREB (1:1000, Santa Cruz Biotechnology) em solucdo de TTBS com leite desnatado
Molico (Nestlé) 3% overnight a 4°C.

No dia seguinte, as membranas foram lavadas duas vezes em TTBS, durante
10min cada, e incubadas com o anticorpo secundario anti rabbit (1:50.000 Jackson
Immuno Research Laboratories, West Grove, PA, USA) em solu¢do de Molico 3%,
diluido em TTBS, sob agitacdo em temperatura ambiente, por 1h. Em sequéncia, as
membranas foram lavadas trés vezes em TTBS e uma vez em TBS durante 10min
cada. As bandas imunorreativas foram visualizadas com a solu¢cdo de deteccéo
Immobilon Forte Western HRP Substrate (Millipore Corp., USA) e reveladas pelo

aparelho de deteccdo ChemiDoc Imaging system (BioRad).

ApGs a revelacdo, as membranas foram lavadas em solugdo de acido acético
5% (uma vez) e em TTBS (duas vezes) para remocado dos anticorpos e,
posteriormente, incubadas com o anticorpo primario mouse anti-GAPDH (1:40.000
Santa Cruz Biotechnology, em Molico 3%+TTBS) durante 1h sob agitacdo, em
temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas 2x com TTBS e
incubadas por 45min com o anticorpo secundario anti mouse (1:100.000 em Molico
3%+TTBS), sob agitacdo constante em temperatura ambiente. Para a revelacao da
proteina controle (B-actin) as membranas passaram pelos mesmos procedimentos ja

descritos anteriormente.

As membranas reveladas foram salvas no computador e as densidades das
bandas, quantificadas por meio do programa ImageJ. Os resultados foram

expressos como porcentagem a partir das amostras controle da mesma membrana.
3.10 Andélise estatistica

Foram aplicadas analises paramétricas de ANOVA uma via e ANOVA duas

vias para medidas repetidas e aplicado post hoc de Bonferroni, quando encontradas
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diferencas significantes. Os graficos plotados e as analises estatisticas foram
desenvolvidos no GraphPad Prism 6 e no IBM SPSS Statistics 21, respectivamente.
Os resultados foram expressos como média + erro padrao da media (E.P.M), sendo

considerada estatisticamente significativa qualquer diferenca com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Consumo diario de etanol e preferéncia da droga em relacdo a 4gua nos
camundongos C57BL/6 adolescentes durante 2h

Os resultados da Figura 4A referem-se a fase de aquisicdo. Apesar da
denominagé&o vapor ar e vapor EtOH para distinguir os dois grupos, nessa fase os
animais ainda nao haviam sido expostos ao vapor de etanol e sdo semelhantes
entre si, em relacdo ao consumo de etanol, conforme andlise estatistica. Para os
valores do consumo de etanol durante 2h foi realizada ANOVA 2 vias de medidas
repetidas. Conforme o consumo de etanol nas sessdes diarias, durante a fase de
aquisicao (Fig.4A) houve efeito do fator tempo (Fu, 120) = 6.079; p < 0,001) e do fator
interagdo grupo x tempo (Fu, 1200 = 3.090; p = 0,018). A analise de post hoc de
Bonferroni apontou diferengas no grupo vapor ar, quando comparado a ele mesmo,
nas sessoes de consumo 1-2 (p<0,001), 1-4 (p = 0,010) e 2-5 (p = 0,003), sem
apresentar quaisquer diferencas nos animais do grupo vapor EtOH. Além disso, os
resultados mostraram, ainda, que as trés Ultimas sessdes ndo variaram entre si e
que ndo houve diferenca na ingestdo da droga entre os dois grupos (F(i, 30 = 0.196;
p = 0,66). Em conjunto, tais dados expressam uma estabilizacdo do consumo.

Nas duas semanas referentes ao protocolo de livre escolha entre duas
garrafas ap6s multiplas intoxicagcdes com vapor de etanol, seguidas de abstinéncia
(Fig.4B), observou-se efeito do tempo (F, 2700 = 2.650; p = 0,0059), mas sem
diferenca entre os grupos, sugerindo, portanto, que o tratamento nao interferiu de
maneira significativa no consumo livre em 2h (F(, 30) = 0.364; p = 0,550). Andlises de
post hoc de Bonferroni indicaram diferenca na sessédo 15 em relacédo as sessfes 6
(p=,005), 11 (p=0,016) e 12 (p=0,043) para os animais do grupo vapor EtOH.
Provavelmente o efeito observado do fator tempo foi decorrente das exposicdes
intermitentes a duas garrafas (alcool e 4gua). Em relacdo a interacdo entre esses
dois fatores, também n&o houve efeito no consumo (Fg, 270y = 0.745; p =0,066).
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Figura 4 — Consumo diario de etanol 20% durante 2h
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Consumo de etanol 20% em g/Kg/2h no protocolo de livre escolha entre duas garrafas em
camundongos adolescentes (n=16/grupo) (A) antes e (B) apds mdltiplas intoxica¢cdes com vapor de
etanol (vapor EtOH) ou nenhuma intoxicagdo (vapor ar). A) Consumo basal (fase de aquisi¢do). B)
Consumo ap0s a exposicdo a cadmara de com vapor de etanol ou ar. Dados analisados por ANOVA
duas vias, seguidos de post hoc de Bonferroni. Valores expressos como média + E.P.M com p<0,05.
#p<0,05 vapor ar comparado a ele mesmo nas sessbes 1-2, 1-4 e 2-5, +p<0,05 vapor EtOH
comparado a ele mesmo nas sessfes 15-6, 15-11 e 15-12.

Quanto a preferéncia dos animais pela droga em relacdo a agua, foi analisado
esse parametro nas sessdes de consumo livre por 2h subsequentes ao tratamento
com vapor de etanol ou vapor de ar (Figura 5). A ANOVA-2 vias de medidas
repetidas indicou efeito do fator tempo (F(9, 270) = 2.626; p = 0,006) e grupo (F, 30) =
4,656; p = 0,039), sem efeito da interagéo entre eles (F, 2700 = 2,224; p = 0,070).
Andlises posteriores indicaram diminuicdo da preferéncia no grupo vapor ar quando

comparado a ele mesmo nas sessdes 11-15 (p<0,001), 12-15 (p=0,039), 13-14
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(p=0,047) e 13-15 (p=0,003) e diferenca entre os dois grupos nas sessdes 14
(p=0,014) e 15 (0,005). Portanto, os resultados sugerem que, apesar de nédo haver
diferenca entre os grupos em relagcdo ao consumo, 0s animais expostos ao vapor de
etanol tiveram maior preferéncia pela solucdo de etanol que os expostos ao vapor de

ar nas primeiras 2 horas de consumo voluntario.

Figura 5 - Preferéncia por etanol no protocolo de livre escolha entre duas garrafas
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Preferéncia por etanol 20% em relacdo a agua no protocolo de livre escolha entre duas garrafas em
camundongos adolescentes C57BL/6 (n=16/grupo) apds mudltiplas intoxicacdes com vapor de etanol
(vapor EtOH) ou nenhuma intoxicagéo (vapor ar). Dados analisados por ANOVA duas vias, seguidos
de post hoc de Bonferroni e resultados expressos em porcentagem por 2h. Valores expressos como
média + E.P.M com p<0,05. *p<0,05 entre os grupos e #p<0,05 grupo vapor ar em relacdo a ele
mesmo

4.2 Consumo diario de etanol e preferéncia da droga em relacdo a agua nos

camundongos C57BL/6 adolescentes durante 4h

Para os valores do consumo de etanol durante 4h foi realizada ANOVA 2 vias
de medidas repetidas. Conforme o consumo de etanol nas sessfes diarias, durante
a fase de aquisicéo (Fig.6A) houve efeito do fator tempo (F, 120) = 5.431; p < 0,001),
sem efeito da interagdo grupo x tempo (Fa, 120) = 2.066; p = 0,089) ou do fator grupo

(F(1, 30 = 1.712; p = 0,200). Esses dados indicam uma estabiliza¢do do consumo.

Analisando o consumo da droga nas semanas subsequentes as multiplas
intoxicacbes com vapor de etanol, seguidas de abstinéncia, no periodo de 4h

(Fig.6B), pdode-se notar efeito do tempo (F9, 2700 = 3.381; p < 0,001) e auséncia do



43

efeito do fator grupo (F, 30) = 1.220; p = 0,278). No entanto, no consumo de 4h,
diferentemente do de 2h, houve efeito da interacéo entre os fatores (F(o, 270y = 1,999;
p= 0,0396), a qual, apds analises de post hoc de Bonferroni, indicou diferencas entre
os dois grupos no dia 12 (p = 0,014); o grupo vapor ar apresentou diferencas,
guando comparado a ele mesmo, entre os dias 12-14 (p = 0,003) e 12-15 (p =
0,024) e o grupo vapor EtOH apresentou diferenca, quando comparado a ele
mesmo, entre os dias 6 e 10 (p = 0,032). Ou seja, 0 escalonamento de consumo de

etanol ocorreu de forma mais precoce entre aqueles expostos ao vapor de etanol.

Figura 6 - Consumo diario de etanol 20% durante 4h
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Consumo de etanol 20% em g/Kg/4h no protocolo de livre escolha entre duas garrafas em
camundongos adolescentes (n=16/grupo) (A) antes e (B) apés miltiplas intoxicagdes com vapor de
etanol (vapor EtOH) ou nenhuma intoxicac&o (vapor ar). A) Consumo basal (fase de aquisicdo). B)
Consumo ap0s a exposi¢cdo a cAmara de com vapor de etanol ou ar. Dados analisados por ANOVA
duas vias, seguidos de post hoc de Bonferroni. Valores expressos como média + E.P.M com p<0,05.
*p=0,014 entre os grupos; #p<0,005 grupo vapor ar em relacdo a ele mesmo; +p=0,032 grupo vapor
EtOH em relag&o a ele mesmo.
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Quanto a preferéncia dos animais pela droga em relacdo a agua, foi analisado
esse parametro nas sessdes de consumo livre por 4h subsequentes ao tratamento
com vapor de etanol ou vapor de ar (Figura 7). Como resultados, observaram-se
efeitos da interagéo grupo x tempo (F, 270) = 2.677; p = 0,005) e do fator tempo (F,
2700 = 1,931; p = 0,04), sem efeito do fator grupo Fq, 300 = 2,270; p = 0,1424). A
analise de post hoc de Bonferroni indicou diferencas entre os dois grupos nos dias
14 (p = 0,002) e 15 (p = 0,009) e apenas o grupo vapor EtOH expressou diferenca,
guando comparado a ele mesmo (dias 7 e 9 (p = 0,002)). Portanto, a exposicdo ao
vapor de etanol mostrou-se eficaz no que diz respeito a alteragbes na preferéncia
pela droga.

Figura 7 - Preferéncia por etanol no protocolo de livre escolha entre duas garrafas

durante 4h
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Preferéncia por etanol 20% em relacdo a agua no protocolo de livre escolha entre duas garrafas em
camundongos adolescentes C57BL/6 (n=16/grupo) apés mdltiplas intoxicacbes com vapor de etanol
(vapor EtOH) ou nenhuma intoxicacao (vapor ar). Dados analisados por ANOVA duas vias, seguidos
de post hoc de Bonferroni e resultados expressos em porcentagem por 4h. Valores expressos como
média + E.P.M com p<0,05.*p<0,01 entre os grupos; +p=0,002 grupo vapor EtOH quando comparado
a ele mesmo.

4.3 Andlises Comportamentais

4.3.1 Registro da atividade locomotora no campo aberto e do comportamento tipo

ansioso

Os animais foram avaliados durante a primeira habituagcdo do Teste de

Reconhecimento de Objetos durante cinco minutos. Para a analise da atividade
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locomotora foi realizada ANOVA de uma via. Os resultados demonstraram que 0
tratamento ndo alterou a distancia percorrida (cm) nos diferentes grupos
experimentais (Fs, 33 = 0,7567; p = 0,587). Esse resultado sugere que qualquer
alteracdo observada no teste de memoria ndo se deve a diferencas motoras entre 0s

grupos.

Figura 8 - Distancia percorrida no campo aberto em cinco minutos
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Distancia percorrida (cm) nos diferentes grupos experimentais - controle sedentario (CTSE) (n=6),
controle + atividade fisica (CTAF) (n=7), vapor ar sedentario (VASE) (n=7), vapor ar + atividade fisica
(VAAF) (n=5), vapor etanol sedentario (VESE) (n=7) e vapor etanol + atividade fisica (VEAF) (n=7).
Dados analisados por ANOVA uma via, seguidos de post hoc de Bonferroni. Valores expressos como
média £ E.P.M com p<0,05.

Em relacdo ao comportamento tipo ansioso foi realizado o teste de variancia
ANOVA uma via e observado que o tratamento também ndo promoveu diferencas
nesse aspecto (F(5, 28) = 2,435; p = 0,0594). Sendo assim, a “ansiedade” dos

animais estava em niveis semelhantes nos diferentes grupos.
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Figura 9 - Comportamento tipo ansioso no campo aberto
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Grupos experimentais - controle sedentério (CTSE) (n=5), controle + atividade fisica (CTAF) (n=6),
vapor ar sedentario (VASE) (n=6), vapor ar + atividade fisica (VAAF) (n=5), vapor etanol sedentario
(VESE) (n=6) e vapor etanol + atividade fisica (VEAF) (n=6). Dados analisados por ANOVA uma via.
Valores expressos como média + E.P.M com p<0,05.

4.3.2 Avaliacdo da memoria espacial pelo Teste de Reconhecimento de Objetos

(TRO)

Os resultados para o teste de reconhecimento de objetos estdo representados
nas Figuras 10, 11 e 12, onde foram analisados os parametros de Razdo de
Discriminacdo (RD) e, para facilitar a compreensdo desse valor, o tempo de
exploracédo (s) entre os objetos na memaria de curto (1h) e longo prazo (24h). Para

todos os parametros foram aplicados testes de ANOVA duas vias.

43.2.1 Razdo de Discriminacdo e tempo de exploragcdo entre 0s objetos

familiar e novo apés trés dias de atividade fisica

Na RD (Fig.10A) os diferentes grupos discriminaram os objetos familiar e
novo de maneira semelhante, tanto na memoaria de curta (testelh), como na de
longa duracéo (teste24h), indicando que o tratamento n&o interferiu nesse parametro
(Fs, 420 = 1,696; p = 0,1568) nem o teste realizado (F, 42) = 2,296; p = 0,137) apoés
trés dias de atividade fisica. Além disso, ndo houve efeito da interacdo entre esses

fatores (Fs, 42) = 1,691; p = 0,158).
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Na memoéria de curta duracdo (Fig.10B) observou-se apenas efeito de
exploracao de objetos (F, 42) = 17,25; p = 0,0002), sem efeito do tratamento (Fs, 42
= 1,346; p = 0,2646) ou da interagdo entre os dois fatores (Fs, 42) = 1,110; p=0,3695),
sugerindo que todos os grupos discriminaram melhor o objeto novo. No entanto, a
partir de andlises posteriores com multiplas comparacbes de Teste t, foram
constatadas diferengas entre os dois objetos nos grupos CTAF (p = 0,004) e VEAF
(p = 0,010). Os animais controles expostos a atividade fisica exploraram o objeto
novo por mais tempo do que o objeto familiar, efeito ndo observado naqueles que
apenas consumiram etanol e foram também expostos a atividade fisica. De forma
interessante, a atividade fisica induziu um efeito semelhante ao observado nos

animais controles, em animais expostos a camara de vapor.

Na memoria de longa duracéo (Fig.10C) observou-se efeito do objeto (F, 42) =
99,38; p<0,0001) e do tratamento (Fs, 42) = 2,539; p = 0,042), sem interacdo entre
ambos (Fs, 420 = 2,339; p = 0,058). Nas analises posteriores de mudltiplas
comparacoes foi observado que todos os grupos discriminaram bem o objeto novo e
que o fator tratamento foi observado apenas quando comparados o objeto familiar
dos grupos CTAF e VESE (p=0,021).
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Figura 10 — Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) ap6s 3 dias de
atividade fisica
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Grupos experimentais: controle sedentario (CTSE), controle + atividade fisica (CTAF), vapor ar
sedentario (VASE), vapor ar + atividade fisica (VAAF), vapor etanol sedentario (VESE) e vapor etanol
+ atividade fisica (VEAF) (n=8/grupo). Foram analisados os seguintes parametros: a razao de
discriminacdo em testes de memoria de curto (1h) e longo prazo (24h) (A) e o tempo (s) de
exploracdo dos objetos familiar e novo na memaria de curto (1h) (B) e longo prazo (24h) (C). Dados
analisados por ANOVA duas vias, seguidos de multiplas comparac8es de teste t. Valores expressos
em média + E.P.M com p<0,05. **p<0,01 quando comparado a exploracdo dos objetos no grupo e
+p<0,05 quando comparado o objeto familiar entre o grupo VESE e CTAF.
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4.3.2.2 Razdo de Discriminacdo e tempo de exploragcdo entre 0s objetos
familiar e novo apos oito dias de atividade fisica

Nos resultados da RD (Fig.11A) os diferentes grupos discriminaram melhor os
objetos na memdria de curta duragéo (testelh) quando comparados com a memoaria
de longa duracéo (teste24h). No entanto, ndo foram encontradas diferencas entre os
grupos nesse parametro. Esses dados indicam que ha efeito no tipo de memoria a
qual os animais sao testados (F, 42) = 4,482; p = 0,040), sem efeito do tratamento
(Fs, 420 = 0,316; p = 0,9001) ou da interacéo entre os dois fatores (F, 42) = 1,842; p =

0,1254) ap0os oito dias de atividade fisica.

Na memodria de curta duracdo (Fig.11B) observou-se efeito de exploracédo de
objeto (Fq, 42) = 94,19; p<0,0001), sem efeito do tratamento (Fs, 42y = 0,2791; p =
0,922) ou da interagdo (Fs, 42 = 0,8279; p = 0,5371), indicando que todos 0s grupos
discriminaram melhor o objeto novo e que, portanto, exploraram-no por mais tempo

em relacdo ao objeto familiar de maneira similar entre eles.

Em relacdo a memoria de longa duracdo (Fig.11C) observou-se efeito de
exploracéo de objeto (F(, 42) = 26,01; p<0,0001), sem efeito do tratamento (F, 42) =
0,4813; p = 0,7882) ou interagéo entre ambos (Fs, 42) = 0,5785; p = 0,7182). A partir
de analises posteriores com mdultiplas comparacdes de Teste t, foram constatadas
diferencas entre os dois objetos nos grupos CTSE (p=0,01), CTAF (p=0,017) e
VAAF (p=0,002). Nos demais grupos, a exploracdo entre os dois objetos foi
semelhante. Os resultados sugerem que a atividade fisica “per se” nédo promoveu
um aumento no tempo de exploracdo do objeto novo, quando comparado com o
grupo controle sedentario. Entretanto, a atividade fisica exerceu um efeito benéfico
em relacdo a memoria dos animais que consumiram alcool voluntariamente e foram
expostos as rodas de exercicio (VAAF), uma vez que esses exibiram um
comportamento exploratério ao objeto novo semelhante ao controle CTAF e maior
do que o grupo VASE. No mais, esse efeito protetor ndo foi atingido quando os

animais foram expostos a camara de vapor.
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Figura 11 - Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) apés 8 dias de atividade

fisica
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Grupos experimentais: controle sedentario (CTSE), controle + atividade fisica (CTAF), vapor ar
sedentario (VASE), vapor ar + atividade fisica (VAAF), vapor etanol sedentario (VESE) e vapor etanol
+ atividade fisica (VEAF) (n=8/grupo). Foram analisados o0s seguintes parametros: a razdo de
discriminacdo em testes de memoria de curto (1h) e longo prazo (24h) (A) e o tempo (s) de
exploragdo dos objetos familiar e novo na meméria de curto (1h) (B) e longo prazo (24h) (C). Dados
analisados por ANOVA duas vias seguido de multiplas comparacdes de teste t. Valores expressos em
média + E.P.M com p<0,05. +p<0,05 entre os dois testes, **p<0,010 e ***p=0,002 entre os objetos do
mesmo grupo.
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4.3.2.3 Razdo de Discriminacdo e tempo de exploragcdo entre 0s objetos
familiar e novo apos catorze dias de atividade fisica

Nos resultados da RD (Fig.12A) os diferentes grupos discriminaram melhor os
objetos na memoria de longa duracdo (teste24h) quando comparados com a
memoria de longa duracao (testelh). No entanto, ndo foram encontradas diferencas
entre 0s grupos nesse parametro. Esses dados indicam que ha efeito no tipo de
memoria a qual os animais séo testados (Fq, 42 = 13,13; p = 0,0006), no entanto,
sem efeito do tratamento (F, 42) = 0,407; p = 0,8426) ou da interacdo entre os dois
fatores (Fs, 42) = 1,033; p = 0,4111) apos catorze dias de atividade fisica. Ou seja, a
atividade fisica prolongada exerceu um efeito de melhora de memdria de longa

duracéo, comparada com a de curta duragéo.

Na memoria de curta duracdo (Fig.12B) observou-se apenas efeito do objeto
(F@, 42) = 40,22; p<0,0001), sem efeito do tratamento (F, 42) = 0,3785; p = 0,806) ou
da interacdo (F, 42) = 0,7576; p = 0,5854). ApoOs analises posteriores com mdltiplas
comparacoes por teste t-Student, foram encontradas diferencas entre o tempo gasto
explorando o objeto novo versus o familiar em todos os grupos (p < 0.05), exceto no
grupo VESE. Esses resultados mostram que a atividade fisica ndo alterou
significativamente o tempo de exploracdo entre o0s objetos entre 0s grupos
sedentarios e ativos, exceto no grupo exposto a camara de vapor ao etanol, quando
comparado ao respectivo grupo sedentario. Todos 0s grupos conseguiram
discriminar o objeto novo, exceto aquele exposto as intoxicacdes ao etanol na
camara de vapor, efeito este, revertido pela atividade fisica. A auséncia de diferenca
entre 0s demais grupos e seus respectivos controles sugere que a atividade fisica
ndo é capaz de exacerbar o desempenho mneménico de discriminacdo de objetos,
mas pode proteger contra eventuais déficits decorrentes de exposicao intoxicante ao
etanol. Entretanto, apesar de ndo haver diferencas na razédo de discriminacéo entre
os grupos VEAF e VESE, os animais do grupo VEAF gastaram mais tempo
explorando o objeto novo relativo ao familiar, o que ndo foi encontrado no grupo

VESE, sugerindo um efeito protetor da atividade fisica na memoaria de curto prazo.

Ja em relacdo a memoria de longa duracao (Fig.12C) também se observou
efeito do objeto (F¢, 42) = 101,9; p<0,0001), sem efeito do tratamento (Fs, 42) = 1,288;
p = 0,2873) ou interagdo entre ambos (Fs, 42y = 0,3255; p = 0,8946). ApoOs analises
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de post hoc de Bonferroni foram vistas diferencas em todos os grupos (p<0,05) na

memo©éria de longa duracao (Fig.12C).
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Figura 12 - Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) apdés 14 dias de atividade
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Grupos experimentais controle sedentario (CTSE), controle + atividade fisica (CTAF), vapor ar
sedentario (VASE), vapor ar + atividade fisica (VAAF), vapor etanol sedentario (VESE) e vapor etanol
+ atividade fisica (VEAF) (n=8/grupo). Foram analisados o0s seguintes pardmetros: a razao de
discriminagdo em testes de memoria de curto (1h) e longo prazo (24h) (A) e o tempo (s) de
exploragdo dos objetos familiar e novo na memdria de curto (1h) (B) e longo prazo (24h) (C). Dados
analisados por ANOVA duas vias. Valores expressos em média + E.P.M com p<0,05. *p<0,05 e
***n<0,001
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4.4  Andlises Bioquimicas dos niveis proteicos de BDNF e CREB pela técnica

de Western Blotting

Os niveis proteicos de cada grupo foram comparados com o grupo controle
sedentario (CTSE) e expresso na forma de porcentagem. Os dados representam
uma medida relativa e foram analisados pelo teste de variancia (ANOVA) uma via
para o BDNF e para o CREB. Vale salientar que o tecido hipocampal foi obtido ao
final do protocolo experimental, sendo assim, os resultados obtidos correspondem a
andlises feitas ap0s catorze dias de atividade fisica e 24h apds o ultimo teste de

reconhecimento de objeto.

A banda do BDNF foi visualizada em aproximadamente 14KDa e a banda do
CREB em aproximadamente 47KDa. As bandas das proteinas controle (B-actina e

GAPDH) foram visualizadas em 42KDa e 35KDa, respectivamente.
4.4.1 Western Blotting BDNF no hipocampo

As Figuras 15 A e B mostram géis representativos dos niveis proteicos do
BDNF e da proteina controle (B actin), respectivamente no tecido hipocampal, ja a
Figura 15C revela os resultados obtidos, comparando 0s grupos experimentais com
o controle (CTSE). Foi realizado o teste de variancia ANOVA uma via para os niveis
proteicos do BDNF, o qual revelou efeito do tratamento nesse parametro (Fs, 28) =
3,733; p = 0,013). Analises posteriores com post hoc Bonferroni indicaram que
houve diminui¢cdo nos niveis proteicos em mais de 50% entre os grupos CTAF (p =
0,013), VAAF (p = 0,036), VESE (p = 0,013) e VEAF (p = 0,002) em relagdo ao
grupo CTSE.

Figura 13 — Western Blotting BDNF hipocampal
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Western Blotting BDNF apds catorze dias de atividade fisica nos diferentes grupos experimentais
controle sedentario (CTSE) (n=5), controle + atividade fisica (CTAF) (n=6), vapor ar sedentario
(VASE) (n=6), vapor ar + atividade fisica (VAAF) (n=6), vapor etanol sedentario (VESE) (n=6) e vapor
etanol + atividade fisica (VEAF) (n=5). A) Gel representativo para os niveis de BDNF. B) Gel
representativo para os niveis de 8 actin. C) Nivel proteico de BDNF em tecido hipocampal. Dados
analisados por ANOVA uma via seguido de post hoc de Bonferroni. Valores expressos em média +
E.P.M com p<0,05. *p<0,05 e *p = 0,01 e **p = 0,002 quando comparados ao grupo controle
sedentario (CTSE).

4.4.2 Western Blotting CREB total no hipocampo

As Figuras 16 A e B mostram géis representativos dos niveis proteicos do
CREB e da proteina controle (GAPDH), respectivamente no tecido hipocampal, ja a
Figura 16C revela os resultados obtidos, comparando-se 0s grupos experimentais
com o controle (CTSE). Foi realizado o teste de variancia ANOVA uma via para 0s
niveis proteicos do CREB, o qual revelou efeito do tratamento nesse parametro (F,
24y = 7,169; p = 0,003). Analises de post hoc de Bonferroni indicaram menores niveis
de CREB no grupo VESE e VEAF quando comparado ao CTSE (p=0,045 e p=0,01,
respectivamente) e no grupo VEAF quando comparado ao CTAF (0,013), VASE
(0,009), VAAF (0,001), ou seja, a exposicao ao etanol pelo vapor foi capaz de alterar
significativamente a expressdo proteica de CREB hipocampal, mas ndo aquela
decorrente do consumo voluntario. Entretanto, foi observada uma maior diminuicédo
na expressao proteica do CREB no hipocampo de animais que receberam a

combinacgéo das intoxicacdes ao vapor de etanol mais exercicio fisico.
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Figura 14 — Western Blotting CREB hipocampal
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Western Blotting CREB apdés catorze dias de atividade fisica nos diferentes grupos experimentais
controle sedentario (CTSE) (n=4), controle + atividade fisica (CTAF) (n=7), vapor ar sedentario
(VASE) (n=6), vapor ar + atividade fisica (VAAF) (n=5), vapor etanol sedentéario (VESE) (n=4) e vapor
etanol + atividade fisica (VEAF) (n=4). A) Gel representativo para os niveis de CREB. B) Gel
representativo para os niveis da GAPDH. C) Nivel proteico de CREB em tecido hipocampal. Dados
analisados por ANOVA uma via, seguidos de post hoc de Bonferroni. Valores expressos em média +
E.P.M com p<0,05. *p<0,05 comparado a todos 0s grupos, exceto VESE e #p<0,05 comparado com
CTSE.

De maneira mais simplificada e como forma de relembrar os principais
resultados, foi elaborada uma tabela que resume os efeitos mais importantes de
acordo com cada tépico avaliado e tratamento aplicado.



Tabela 1 — Resumo dos efeitos mais importantes do trabalho

Tépico avaliado

Efeitos observados

Consumo de etanol em 2h

Preferéncia por etanol em 2h

Consumo de etanol em 4h

Preferéncia de etanol em 4h

Teste de Reconhecimento de Objetos
(3 dias)

O grupo vapor de etanol teve
escalonamento do consumo, n&o
havendo diferenca estatistica entre
este e 0 grupo vapor de ar;

Animais expostos a intoxicagdo
tiveram maior preferéncia pela droga
nas primeiras 2h do consumo
voluntario;

Ambos os grupos (vapor de ar e vapor
de etanol) mostraram escalonamento
com diferenca estatistica entre o0s
grupos em sessoes especificas;

O escalonamento do grupo vapor de
etanol aconteceu de forma mais
precoce;

Diferencas entre os dois grupos em
sessdes especificas;

O grupo vapor de etanol expressou
diferenca nesse quesito entre as
sessfes, mas ndo o grupo vapor de
ar.

Razdo de Discriminagcdo — todos os
grupos tiveram desempenho similar
na memoéria de curta e longa duracao;

Tempo de exploracdo de objetos na
memoria de curta duracdo — Andlises
posteriores mostraram maior
exploracdo do objeto novo em relagéo
ao familiar nos grupos controle e
intoxicado com atividade fisica.

Tempo de exploragédo de objetos na
memoria de longa duracdo — Analises
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Teste de Reconhecimento de Objetos
(8 dias)

Teste de Reconhecimento de Objetos
(14 dias)

Western Blotting — BDNF

posteriores mostraram maior
exploracdo do objeto novo em relacéo
ao familiar em todos o0s grupos,
independente do tratamento.

Razdo de Discriminacdo — todos os
grupos tiveram um desempenho
melhor na memoaria de curta duracéo
em comparacao a de longa;

Tempo de exploragédo de objetos na
memoria de curta duracdo — Andlises
posteriores mostraram maior
exploracdo do objeto novo em relacéo
ao familiar em todos o0s grupos,
independente do tratamento;

Tempo de exploracdo de objetos na
memoria de longa duragdo — Analises
posteriores mostraram maior
exploracdo do objeto novo em relacéo
ao familiar nos grupos controle
sedentéario e com atividade fisica e no
grupo vapor ar com atividade fisica.

Razdo de Discriminagdo — todos os
grupos tiveram desempenho melhor
na memoria de longa duracdo em
comparacao a de curta;

Tempo de exploracdo de objetos na
memoéria de curta duracdo — Andlises
posteriores mostraram maior
exploracdo do objeto novo em relacéo
ao familiar em todos os grupos,
exceto no grupo intoxicado com
atividade fisica;

Tempo de exploracdo de objetos na
memoria de longa duracédo — Analises
posteriores mostraram maior
exploracdo do objeto novo em relagéo
ao familiar em todos o0s grupos,
independente do tratamento.

Todos os grupos com atividade fisica
(CTAF, VAAF e VEAF) reduziram os
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niveis de BDNF;

Somente a intoxicagdo com vapor de
etanol (VESE) ja foi capaz de reduzir
0s niveis de BDNF;

A atividade fisica somada ao
tratamento de intoxicacdo com vapor
de etanol (VEAF) reduziu de maneira
mais acentuada os niveis de BDNF,;

Apenas 0s grupos com o tratamento
com vapor de etanol (VESE e VEAF)
mostrou queda dos niveis de CREB,;

O grupo vapor de etanol sedentario
(VESE) reduziu o0s niveis em
Western Blotting — CREB comparacdo ao grupo controle
(CTSE);

O grupo vapor de etanol com
atividade fisica (VEAF) reduziu os
niveis de CREB em comparacédo a
todos o0s grupos, exceto o0 seu
sedentério (VESE).

5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou a relacdo da atividade fisica como tentativa de
amenizar os possiveis efeitos danosos na memoria de camundongos C57BL/6
intoxicados com vapor de etanol na adolescéncia. Para tal, foram investigadas
alteracdes comportamentais e neuroquimicas, como o desempenho dos animais no
teste de reconhecimento e avaliacdo nos niveis de BDNF e CREB. Resumidamente,
os resultados sugerem que a atividade fisica pode servir como meio para evitar

potenciais prejuizos de memdria induzidos pela exposicéo ao etanol.

Trés dias de atividade fisica foram capazes de melhorar o desempenho da
memoaria de curto prazo nos controles e nos animais intoxicados na camara de vapor
de etanol. Nao foram verificadas alteragdes significativas na memoria de longo prazo
apos 3 dias de corrida, assim como 3 dias apds a Ultima exposi¢do ao etanol, ndo

foram encontrados déficits significativos na memoria de longo prazo dos animais
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expostos ao etanol. Oito dias ap0s a Ultima exposicdo ao etanol, ou oito dias de
atividade fisica, também ndo alteram o desempenho dos animais no teste de
discriminacdo de objetos. Entretanto, na memadria de longo prazo, observa-se um
desempenho prejudicado dos animais expostos ao etanol, seja por consumo
voluntario, seja pelas exposi¢cdes aos ciclos repetidos de intoxicacdes ao etanol. A
atividade fisica foi capaz de diminuir esse prejuizo somente nos animais expostos ao
consumo voluntario, mas ndo nos animais expostos as camaras de vapor de etanol.
Apos 14 dias da ultima exposicdo aos ciclos intoxicantes de etanol seguidos de
consumo, a memdéria de curto prazo mostrou-se prejudicada, efeito este nao
observado entre aqueles que se beneficiaram da atividade fisica. A memdria de
longo prazo, no entanto, ndo se mostrou alterada, sendo que todos apresentaram
um desempenho semelhante. No que diz respeito ao BDNF, os animais expostos a
alguma manipulacdo ambiental, seja por atividade fisica, seja pela exposicdo ao
vapor de etanol, mostraram menores concentracdes de BDNF hipocampal. A
intoxicacdo ao etanol e a associacado dela com a atividade fisica também diminuiu a
expressao proteica de CREB hipocampal. A seguir, discutiremos os resultados

encontrados.

A fim de verificar se o tratamento seria capaz de alterar o comportamento de
consumo e a preferéncia pela droga entre 0os grupos, o presente estudo avaliou
esses parametros entre os animais intoxicados com vapor de etanol, seguidos de
um periodo de abstinéncia, e 0s nao intoxicados. Os resultados mostraram que no
consumo limitado de 2h, independentemente do tratamento aplicado, houve um
escalonamento progressivo no consumo de etanol com as exposicdes repetidas as
duas garrafas. Em relacdo a preferéncia pela droga, houve uma gradativa
diminuicdo na preferéncia pelo etanol com as exposi¢des, evidenciando a diferenca
entre 0s grupos. No consumo limitado de 4h existe uma variacdo no consumo entre
0s grupos, bem como na sua preferéncia pela droga, a depender da sessdo. Os
animais expostos ao primeiro ciclo de intoxicacdo na camara de vapor de etanol
apresentou um escalonamento no consumo, ndo demonstrado no respectivo grupo
controle (vapor de ar). O aumento no consumo no grupo vapor de ar surgiu apos o
segundo ciclo, o que corrobora estudos anteriores que mostram que exposicoes

repetidas ao etanol seguidas por privacdes podem induzir um escalonamento no
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consumo e representar um modelo de recaida, conforme sugerido por Wise (1973),
Sinclair et al. (1973) e Vengeliene et al. (2014).

Estudos mostram que exposicdes repetidas de etanol e subsequentes
retiradas da droga conseguem promover um efeito adicional sobre sua ingestao.
Sinclair e colaboradores (1973) descreveram que apenas dois dias de abstinéncia
sao capazes de causar tal efeito em ratos. Becker e Lopez (2004) relataram o maior
consumo em camundongos submetidos a multiplas intoxicagdes de etanol, seguidas

de abstinéncias, reafirmando o que foi dito anteriormente.

Neste trabalho, os animais do grupo vapor ar, 0s quais nao passaram pela
intoxicacdo com a droga, apresentaram aumento do consumo de etanol, tanto no
periodo de acesso por 2h quanto no de 4h, no segundo ciclo do protocolo. Esses
animais permaneceram abstinentes nas ocasifes em que 0 outro grupo era exposto
as intoxicacdes pela camara de vapor e, portanto, esse aumento demonstra que as
propriedades reforcadoras do alcool, decorrentes da experiéncia voluntaria, e a
abstinéncia induzida pela retirada da droga, por si sG, conseguem promover esse

resultado.

Em relagdo ao grupo do vapor etanol, os animais também aumentaram a
sua ingestdo da droga nos diferentes periodos de acesso a ela (2h e 4h),
corroborando com trabalhos anteriores cujo modelo de intoxicagdo € similar ao
nosso (BECKER; LOPEZ, 2004; LOPEZ; BECKER, 2005; CARRARA-NASCIMENTO
et al.,, 2013). No entanto, apenas nas quatro horas em que estiveram livres para
escolher entre 4gua e etanol, pode-se verificar que, dependendo do dia, esses
animais beberam mais que os do outro grupo e aumentaram o préprio consumo
guando comparados dias diferentes. Apesar de o grupo vapor etanol néo ter diferido
Nno consumo com O grupo vapor ar, apresentou maior preferéncia a droga ao final
das reexposicdes, tanto em 2 quanto em 4h de consumo voluntario. Além disso, o

escalonamento ao etanol ocorreu de forma mais precoce (Fig 6B).

Pesquisas anteriores afirmam que o comportamento de consumo dos animais
gue passaram pela intoxicagdo de vapor de etanol aumenta significativamente em
relacdo aos que nao sofrem tal processo (BECKER e LOPEZ, 2004; LOPEZ e
BECKER, 2005; LeDEPOY et al., 2013; CARRARA-NASCIMENTO et al., 2013).

Apesar de os resultados do presente estudo ndo serem t&o evidentes, essa falta de
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concordancia parece ser justificada por diferencas protocolares, onde trabalhos

anteriores lidam com um consumo de acesso ilimitado (24h) ou com animais adultos.

Em Carrara-Nascimento e colaboradores (2013), por exemplo, foi evidenciado
esse aumento classico da ingestdo de etanol dos animais intoxicados em relacao
aos seus respectivos controles e utilizado um protocolo bastante parecido com o
nosso, no entanto, diferindo quanto ao paradigma de acesso, cujo modelo é ilimitado
(24h). O nosso protocolo baseia-se no acesso limitado de 2 e 4h, seguindo o
protocolo de drinking in the dark. Dessa forma, podemos supor que 0S animais
apresentaram um consumo mais elevado do que o esperado nesse curto periodo de
acesso, sobretudo por se tratar de camundongos adolescentes, que ja exibem um
consumo mais elevado do que adultos (MOORE et al., 2010). Seguindo este
raciocinio, essas peculiaridades podem ter interferido na resposta observada.

No estudo de Moore e colaboradores (2010), os pesquisadores constataram
gue animais adolescentes da linhagem C57BL/6 consomem altas doses da droga
guando comparados aos mesmos animais na fase adulta em um periodo limitado de
acesso (2h) e que isso nao acontece em animais da linhagem DBA/2J, por exemplo,
indicando que ha uma diferenca natural no padrdo de ingestdo de acordo com a
linhagem e a idade. Ainda com relacdo a essas observacgdes, Fabio e colaboradores
(2014) observaram também que ratos adolescentes consomem mais etanol que 0s
adultos em um periodo de 24h depois de serem expostos previamente a droga e a
um periodo de privacdo. Em contemplacdo a esses resultados, um possivel efeito
“teto” nos animais pode ter acontecido, levantando a necessidade de um tempo
maior de consumo para constatar tal diferenca. Ainda assim, 0s animais expostos
ao paradigma de exposi¢cdo crdnica intermitente a camera de vapor de etanol
mostraram maior preferéncia pela droga do que os n&do expostos, mesmo ao final do
protocolo de reexposi¢cdes ao consumo voluntario (Fig. 5). Faltam ainda pesquisas
gue busquem elucidar melhor esses aspectos, entretanto, a partir disso, podemos
sugerir que o efeito de privacdo ao etanol (conhecido como alcohol deprivation
effect, em inglés) foi suficiente para equiparar a quantidade de etanol ingerida (em

g/kg) entre os dois grupos ao final das reexposicoes.

O teste de reconhecimento de objetos (TRO) tem sido amplamente utilizado

para investigacdo de alteracbes de memoria, de forma bastante simples. Pode ser
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usado tanto para medida de memdria de trabalho, quanto também pode ser usado
para avaliar aspectos comportamentais relacionados a atencdo, ansiedade e
preferéncia por novidade, conforme os estudos de GOULART et al.,, (2010) e
SILVERS et al. (2007). Os resultados podem ser calculados por meio de indices
(razé@o ou indice de discriminacao, indice de preferéncia) ou pela comparacéao entre
o tempo gasto explorando o objeto novo versus o familiar (ENNACEUR e
DELACOUR, 1988; GASKIN et al., 2010; ANTUNES e BIALA, 2012). Algumas das
vantagens desse teste é que ndo requer a apresentacao de uma recompensa e €
executado em um intervalo curto de tempo. Como previsto pelo teste, quando um
animal é exposto a dois objetos, um familiar e um novo, espera-se que este gaste
mais tempo explorando o objeto novo do que o familiar (ENNACEUR, 2010). Essa
preferencia pela novidade € inata. Portanto, aqueles que ndo gastam mais tempo
explorando o objeto novo, ndo apresentam habilidade de reconhecer um estimulo
anteriormente apresentado. A capacidade de reconhecimento de um objeto familiar
constitui o cerne do modelo animal de amnésia em humanos (BAXTER, 2010).
Deve-se levar em consideracdo também que a apresentacdo ao animal de um
estimulo novo pode provocar estresse e eliciar uma resposta de aproximagédo, com
aumento de corticosterona plasmatica (ANTUNES e BIALA, 2012).

Quanto ao tratamento com a roda de corrida, verificamos que 0s animais
apresentaram, curiosamente, uma dissociagcao entre a resposta comportamental e a
resposta bioquimica. Geralmente, a variacdo dos niveis de BDNF e CREB
hipocampal é relacionada de maneira diretamente proporcional com a melhora ou
piora da aprendizagem e da memoria (KORTE et al., 1995; PATTERSON et al.,
1996), porém, no presente estudo observamos alguns efeitos positivos da atividade
fisica no teste comportamental, apesar dos niveis de BDNF e CREB reduzidos no

hipocampo.

Com trés dias de corrida, houve efeito positivo na exploracdo do objeto novo,
em relacdo ao familiar, na memoria de curta duracdo nos grupos controle e
intoxicado, enquanto que com oito dias esse mesmo efeito foi visto na memoria de
longa duragdo somente no grupo com consumo voluntario do etanol, sem
intoxicacdo, e com catorze dias, na memoaria de curta duragdo no grupo intoxicado.
Vale salientar que néo foi observado nenhum déficit de memoaria, mas que, apds

catorze dias de corrida, os niveis de BDNF apresentaram-se diminuidos em todos os
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grupos com atividade fisica e no intoxicado sedentario, da mesma forma que o

CREB, no grupo intoxicado sem e com atividade fisica.

Apesar de nao intuitivos, esses resultados podem ser sustentados quando
relacionados com a possivel necessidade de interacdo de outros locais do encéfalo
com o hipocampo, bem como o efeito da roda de corrida servindo como estressor e
interagindo com os diferentes tratamentos, justificando, assim, o desempenho no
teste comportamental e a reducao dos marcadores neuroquimicos, respectivamente.
Esses achados levantam considera¢cdes Unicas para a literatura e trazem novas
discussbes acerca dos mecanismos envolvidos na memoria frente a diferentes

estimulos e andlises.

As alteracoes de BDNF e CREB foram encontradas no hipocampo, no
entanto, mesmo este sendo a principal estrutura responsavel pelo funcionamento de
processos mnemaonicos, ndo atua de maneira Unica ou exclusiva, assim, a depender
do tipo de memodria e da avaliacdo a qual ela € submetida, a interacdo com locais
extras pode influenciar na resposta. No nosso trabalho, utilizamos uma memoaria de

reconhecimento, com principio de familiaridade, acrescida de um contexto espacial.

Pesquisas com humanos, macacos e ratos atestam que a resposta & memaoria
espacial é dependente da contribuicdo de estruturas do Lobo Temporal Medial
(LTM) (RIEDEL et al.,1999; EICHENBAUM; YONELINAS; RANGANATH, 2007), bem
como a nao espacial (ROSS; EICHENBAUM, 2006), jA Cohen e colaboradores
(2013) constataram gue a memadria de reconhecimento simples, por exemplo, esta
diretamente ligada com a integridade do hipocampo em camundongos C57BL/6 e
que o cortex perirrinal sozinho ndo suporta essa tarefa, porém, ndo verificou a
importancia dessas ou outras estruturas em um contexto espacial. Em outros testes
avaliando o hipocampo e os cértices pré frontal e perirrinal no reconhecimento de
objetos em diferentes contextos, foi visto que para esta tarefa com o objeto em nova
posi¢ao (object-in-place) é necesséria a interacdo entre as estruturas citadas (Barker
e Warburton (2011). De modo consistente a isso, foi relatado também instabilidade
de células de local do hipocampo de roedores apos lesbes no coértex perirrinal
(MUIR; BILKEY, 2001).

N&o restam duvidas de que memodrias relacionadas com a localizacdo séo

dependentes do hipocampo, mas estudos sobre memorias que utilizam mais de uma
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variavel ainda ndo estdo bem estabelecidos. A destacar, o cOrtex perirrinal parece
ser extremamente importante, podendo agir como uma regido compensatoria a

danos hipocampais.

Adicionalmente a essas informacdes, € possivel que a corrida voluntaria
utilizada neste estudo e que promoveu alteracdes positivas na memoéria de
reconhecimento de objetos, tenha induzido alteragcdes em outras regides que ndo no
hipocampo, como no cortex perirrinal, melhorando o reconhecimento de objetos.
Estudos apontam que a atividade fisica tanto pela esteira (GRIFFIN et al., 2009)
quanto pela roda (HOPKINS; BUCCI, 2010; HOPKINS; NITECKI; BUCCI, 2011;
JACOTTE-SIMANCAS et al., 2015) é capaz de elevar as concentracfes de BDNF e
aumentar a neurogénese no cortex perirrinal e que esses efeitos estao relacionados

com o bom desempenho dos animais em testes de reconhecimento de objetos.

Ainda neste aspecto, Brockett e colaboradores (2015) verificaram que 12 dias
de corrida voluntaria aumentaram a expressdao de marcadores de plasticidade
sinaptica em algumas regides, incluindo o cortex perirrinal. Hopkins e Bucci (2010)
analisaram o cortex perirrinal de ratos submetidos a quatro semanas de corrida
voluntaria (dias alternados) e verificaram aumento do BDNF, associando-o com a
melhora do reconhecimento de objetos. Em 2015, Jacotte-Simancas e
colaboradores verificaram aumento da neurogénese no coértex perirrinal e uma
reversdo de déficits de memaria causados por uma injaria cerebral apés 20 dias de
corrida. Sendo assim, possivelmente, o bom desempenho encontrado aqui, apesar
dos niveis de BDNF e CREB reduzidos, seja decorrente dessas interacoes

hipocampo-cortices, as quais, infelizmente, ndo foram analisadas.

Outra questdo no nosso trabalho esta nos resultados observados sobre o tipo
de memodria, 0s quais atestaram que o tratamento com a roda de corrida (com 3, 8 e
14 dias) promoveu respostas especificas para as duas memoérias avaliadas nos
grupos, de acordo com o tempo de atividade fisica.

Todos o0s grupos apresentaram problemas com a memodria de curto prazo,
mas trés dias de corrida foram capazes de melhorar os grupos controle e intoxicado
(vapor etanol). Aparentemente, quaisquer problemas na memdéria de curto prazo
desapareceram em todos os grupos apoés 8 dias de corrida (com ou sem ela), mas

se mostraram presentes na memoria de longo prazo dos grupos vapor ar e vapor
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etanol, na qual a corrida reverteu os problemas do primeiro grupo. Com 14 dias de
corrida, apenas o grupo intoxicado apresentou problemas quanto ao desempenho da
memoria de curto prazo, e nenhum grupo quanto a memoria de longo prazo, no
entanto, a atividade fisica se mostrou eficaz para sua reversdo. Esses resultados
sugerem distintos efeitos da atividade fisica sobre as memarias de curto e longo
prazo, a depender do tempo de corrida.

Embora néo fosse esperado, a reducdo dos niveis de BDNF nos grupos com
atividade fisica pode ter sido notdria pelas condicdes em que 0s animais se
encontravam. Durante todo o protocolo, os camundongos permaneceram sem
contato social. Sabe-se que a corrida também é considerada um estimulo capaz de
ativar o eixo Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) (DROSTE et al., 2003, 2007;
GIRARD; GARLAND, 2002; FEDIUC; CAMPBELL; RIDDELL, 2006) e um estudo
realizado em ratos com condi¢cdes de alojamento individual, em comparacdo aos de
alojamento coletivo, por exemplo, mostrou concentracbes de corticosterona
elevadas e também um bloqueio da neurogénese adulta no hipocampo, ap6s 12 dias
de corrida, atrasando os efeitos positivos dela (STRANAHAM; KHALIL; GOULD,
2006). Apesar de modelos com corrida voluntaria indicarem aumento de BDNF e

outros efeitos positivos, pode-se verificar também efeito negativo.

Em relacdo ao grupo controle, somado ao isolamento, esses animais nao
passaram por manipulacées. Pesquisas demonstram que o préprio contato com o
pesquisador e sessdes de stress leve a moderado podem preparar o animal para
situacdes adversas e proporcionar resiliéncia (SUO et al., 2013; SANTARELLI et al.,
2017; NEELY et al., 2018), no entanto, o grupo em questdo nao experimentou essas
intervencdes. Uma vez demonstrado que diferentes tipos de estresse podem levar a
queda de BDNF no hipocampo (MURAKAMI et al., 2005; BATH; SCHILIT; LEE,
2013; FILHO et al., 2015), talvez os animais CTAF, quando apresentados a roda,
ndo estando preparados para a novidade, encararam o objeto como stress severo,

podendo ter causado a queda da neurotrofina.

O gene Bdnf contém 8 exons ndo-codificantes e 1 exon codificante para a
proteina madura do BDNF .Os exons néo codificantes combinam com o exon
codificante IX, através de splicing alternativos (AID et al., 2007). Zajac e cols. (2010)

encontraram aumento na expressao dos exons I, I, Illl e V, mas ndo no IV, no
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hipocampo de camundongos que foram expostos a rodas de atividade por 8
semanas. Em roedores, uma unica exposicdo a esteira (exercicio “agudo”)
aumentou a expressao do RNAm do Bdnf total e do transcrito IV do Bdnf em animais
sedentarios, Entretanto, em animais previamente expostos a rodas de exercicio
voluntario por 1 més, somente a expressdao do RNAm do Bdnf total aumentou, mas
ndo do transcrito IV. Sendo assim, a exposi¢ao cronica a rodas de exercicio atenuou
a capacidade do exercicio agudo em aumento o RNAmM do Bdnf IV. Em outro estudo,
verificou-se que o exercicio aumentou a expressao deste transcrito, por meio de
regulacdo epigenética (INTLEKOFER et al., 2013). Existe, assim, uma dindmica da
atividade do transcrito IV do Bdnf induzido por exercicio que depende de
experiéncias prévias com atividade fisica (VENEZIA et al., 2017). A transcricdo do
promotor do exon IV € particularmente sensivel a atividade neuronal
(MARTINOWICH et al., 2003) e rapidamente transcrito em resposta ao estresse
(MARMIGERE et al., 2003).

Em geral, os estudos mostram aumento de RNAm do Bdnf hipocampal apés 1
més de atividade voluntaria nas rodas de atividade (VOSS et al., 2013). Este talvez
tenha sido também um limitante do presente estudo. Entretanto, o prolongamento do
periodo entre a Ultima exposicdo ao etanol e o teste de memdéria (ou seja, a
abstinéncia), poderia, por si s6, ser capaz de reverter possiveis efeitos

comportamentais induzidos pela exposicéo crénica intermitente ao etanol.

No que se refere aos animais que tiveram contato com o0 etanol, nosso
trabalho atestou, pela primeira vez, que a intoxicacdo pelo vapor (VESE) na
adolescéncia, por si s, foi capaz de reduzir significativamente o BDNF hipocampal
adulto apds 14 dias de abstinéncia. Apenas o consumo voluntario dessa droga
(VASE), todavia, nao reduziu os niveis de BDNF.

A associacdo da exposicao crbnica intermitente ao vapor de etanol com a
atividade fisica evidenciou a reducdo na expressdo proteica de BDNF. Tais
resultados contrariam aqueles que mencionam a atividade fisica como indutora
(GALLEGO et al, 2015) e o consumo de alcool como redutor de BDNF (BRIONES;
WOODS, 2013). Por sua vez, grandes quantidades, como no paradigma do vapor,

tendem a ser mais prejudiciais nas mesmas condicdes.
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Possiveis explicacfes para essas diferencas podem estar relacionadas com o
animal e a idade do cérebro analisado, 0 momento de apresentacdo da roda aos
roedores e o momento da medicdo durante o periodo de abstinéncia. Apesar de
utilizarmos do mesmo paradigma de consumo ao alcool, no nosso estudo fizemos
andlises em hipocampos de camundongos adultos com 14 dias apds a Ultima
sessdo de consumo, enquanto Briones e Woods (2013) examinaram o hipocampo
de ratos adolescentes com 7 dias do ultimo consumo. Em relagcéo a roda, utilizamos
o objeto no final do protocolo, enquanto Gallego e colaboradores (2015)

apresentaram-na desde o inicio.

Ciente de que o alcool possui capacidade de alterar o BDNF (LOGRIP, 2009;
JOE, 2007), que sua abstinéncia mexe com o eixo HPA (BECKER, 2000;
STEPHENS; WAND, 2012) e que concentracdes elevadas de corticosterona podem
interferir na expressdao do BDNF (SCHAAF; de KLOET; VREUGDENHIL, 2000;
LAKSHMINARASIMHAN; CHATTARJI, 2012), faz sentido sugerir que todos esses
fatores obtenham uma carga ainda maior sobre a proteina quando somados a

corrida, podendo justificar nossos achados.

Com relacdo ao CREB, sabe-se que o BDNF é produto desse fator de
transcricao (FINKBEINER et al., 1997) e, dessa forma, variacdes entre eles tendem
a se correlacionar. Uma de nossas hipoteses era de que a possivel alteracdo do
BDNF estaria associada na mesma propor¢cdo com a do CREB. Esse achado sé se

confirmou no grupo VEAF.

Para o CREB, a corrida voluntaria ndo teve o mesmo efeito daquele
observado no BDNF. Enquanto a expressao proteica do BDNF mostrou-se reduzida
em todos os grupos com atividade fisica e no intoxicado sedentario, a diminuicdo da
expressdo do CREB aconteceu apenas nos grupos com intoxicacao de etanol, seja
ele sem ou com atividade fisica. Mais uma vez, os resultados sugerem um efeito
aditivo da atividade fisica sobre a diminuicdo da expressdo do CREB apo0s

exposicao cronica intermitente ao vapor ao etanol.

Essa falta de correlacéo entre o fator de transcricdo e seu produto pode estar
ligada ao fato do BDNF também ser modulado por outros fatores, como o NF-kB
(MARINI et al., 2004; ZHENG et al., 2012; CAVIEDES et al., 2017) e, portanto, ndo

dependeria exclusivamente do CREB. Dessa maneira, 0 consumo voluntario ao
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etanol ndo foi capaz de alterar a expressao do fator do CREB e do BDNF (como nos
grupos controle e vapor ar. Além disso, vale salientar ainda que a fracédo ativa do
CREB equivale a sua versao fosforilada (pCREB), e, portanto, precisariamos medir
os niveis de pCREB e BDNF para atestar melhor a correlacdo entre a atividade de
CREB e a expressao do BDNF.

Apesar de termos encontrado que ambos BDNF e CREB mostraram
alteracbes em sua expressdo proteica na mesma direcdo ap0s exposicdo cronica
intermitente ao vapor ao etanol e atividade fisica voluntaria, faz-se necessario avaliar

a atividade do CREB para sugerir uma relacao entre eles.

Existem evidéncias de aprimoramento cognitivo apds exercicio voluntario
mediado e dependente da acdo de BDNF e CREB hipocampal. O bloqueio da acao
do BDNF, por meio de infusdo de uma quimera imunoadesina que mimetiza o
receptor de BDNF, impediu o aumento induzido pelo exercicio na expresséo de
RNAmMm do CREB (VAYNMAN et al., 2004). Sessdes curtas de exercicio de
intensidade leve mostraram-se eficazes na melhora cognitiva, e foram associadas a
ativacdo da proteina cinase serina/treonina (AKT), do CREB e do BDNF em
hipocampo de ratos idosos (AGUIAR et al., 2011). As discrepancias encontradas na
literatura e no presente estudo podem estar relacionadas a varios fatores, mas
principalmente ao tipo e tempo de exercicio. Entretanto, vale ressaltar que, apesar
dos resultados conflitantes, a atividade fisica voluntaria promoveu algum beneficio
em relacdo a memodria dos animais expostos cronicamente ao vapor de etanol,
apesar de revelar uma relacdo negativa com a expressdo proteica de BDNF e
CREB.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do nosso estudo revelaram que a atividade fisica foi capaz de
reverter problemas de memoaria de curto e longo prazo em diferentes tratamentos, a
depender da quantidade de dias de corrida, e que, portanto, pode influenciar
positivamente o desempenho no teste de memodria, todavia, essa resposta

comportamental observada néo foi condizente com a bioquimica.

Em relacdo ao BDNF, a intoxicacdo pelo alcool sozinha foi prejudicial a essa
neurotrofina, assim como a atividade fisica em todos os grupos. Quanto ao CREB, a
reducdo desse fator foi notéria no tratamento com vapor de etanol e na associacéo
dele a corrida. Possiveis explicacbes podem estar associadas com interacdes do
hipocampo com outras estruturas e com um efeito estressor da corrida, tipo e tempo

de exposicado a atividade fisica.

Diante disso, as novas perspectivas sdo de que a corrida voluntaria passa a
ser um alvo interessante para novos estudos, levantando questionamentos e

informacdes para a literatura acerca da funcionalidade de sua prética.
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