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INTRODUCAO

O desenvolvimento do sistema nervoso central € um processo complexo e estimulos durante
esse periodo altamente plastico pode influenciar a maturagé@o funcional do cérebro e determinar
a sua integridade ao longo da vida. Estudos em humanos e animais tém mostrado que estimulos
ambientais como habitos de exercicio fisico durante a infancia e adolescéncia podem
ser favoraveis para o desenvolvimento do sistema nervoso (KIM et al., 2004; BUCK et al.,
2008; HILLMAN et al., 2009; GOMES DA SILVA et al., 2012). Tem sido observado que o
exercicio durante o desenvolvimento cerebral pos-natal de ratos aumenta densidade de axénios
e neurdnios, eleva os niveis cerebrais de fatores neurotréficos e melhora aprendizagem e
memoria (KIM et al., 2004; GOMES DA SILVA et al., 2012). E provavel que tais efeitos
ocorram porque o exercicio fisico juvenil produz um melhor desenvolvimento neuronal. Além
disso, esses efeitos podem acontecer porque a plasticidade neuronal é maior na adolescéncia
que na vida adulta. De fato, descobertas recentes tém demonstrado que habitos de exercicio
fisico na infancia e adolescéncia produzem efeitos mais robustos e duradouros que na fase
adulta (HOPKINS; NITECKI; BUCCI, 2011). Baseado nessas observacdes, a proposta do
presente trabalho foi testar se a préatica de exercicio fisico durante o periodo p6s-natal do
desenvolvimento do cerebro resulta no desenvolvimento de circuitos neuronais mais
complexos, capazes de aumentar a arborizacdo dendritica de neurdnios corticais. Para isso, a
complexidade neuronal foi investigada através da técnica de Golgi-Cox em ratos submetidos a
um programa de exercicio fisico durante o periodo adolescente (de 21 a 60 dias de vida).

OBJETIVO GERAL

Avaliar se a préatica de exercicio fisico durante o periodo pds-natal do desenvolvimento do
cérebro resulta no desenvolvimento de circuitos neuronais mais complexos.

OBJETIVO ESPECIFICO

Analisar a arborizacdo dendritica através da técnica de Golgi-Cox em ratos submetidos a
exercicio fisico durante o desenvolvimento pos-natal do cérebro.

METODOS

Foram utilizados doze animais da linhagem Wistar, sendo eles divididos em dois grupos, o
grupo controle (n=6), e o grupo exercicio (n=6). O protocolo de treinamento dos animais do
grupo exercicio foi realizado de acordo com o trabalho de Gomes da Silva et al. (2010), com
seu inicio aos 21 dias de idade (P21), e fim aos 60 dias de idade dos animais (P60). O
treinamento foi realizado em esteiras motorizadas (Columbus Instruments), com periodo de
aquecimento de 5 min a 8 m/min. Gradativamente durante os dias subsequentes, o tempo € a
velocidade foram aumentados, até atingir 18 m/min durante 60 min. Apos os 60 dias 0s



encéfalos foram isolados, e utilizamos a técnica de Golgi-Cox para marcar 0s neurdnios. A
técnica de Golgi-Cox tem sido muito utilizada para verificar, de forma mais precisa, a
morfologia neuronal, em ratos de diferentes idades. Esta técnica é capaz de caracterizar 0s
diferentes tipos de neurénios sem corar intensamente 0s vasos sanguineos, o que produz uma
melhor visualizagdo de neurdnios em diversas regides do cérebro, como na amigdala e no
hipocampo (regides do cérebro relacionadas a processos cognitivos e emocionais) (GIBB et al.,
1998). No nosso estudo, foram reconstruidos, em 3D, a arborizacéo dendritica de 120 neurdnios
(10 neurbnios por animal). Através um sistema computadorizado de captura e analise de
imagens (Neurolucida, MBF Biosciences), no qual as reconstru¢des foram analisadas pelos
anéis de Sholl para verificar a complexidade da arborizacdo dendritica. Para comparar o numero
de cruzamentos, o numero de bifurcacGes e o comprimento de cada ramo dendritico em cada
grupo estudado (grupo exercicio e grupo controle), foram utilizados o teste t de Student e a
ANOVA.

RESULTADOS/DISCUSSAO

As reconstrucdes foram analisadas pelos anéis de Sholl para verificar a complexidade da
arborizacdo dendritica (Figura 1A). Atraves dessa analise, podemos notar a presenca de
intersec¢des (ramificacGes dos dendritos) (PINCHAS; BARANES, 2013). Na literatura ja é
sabido que o exercicio fisico aumenta a plasticidade neuronal em ratos adultos e idosos e
melhora a doenca de Alzheimer e epilepsia (EADIE; REDILA; CHRISTIE, 2005; GOMES DA
SILVA; ARIDA, 2015). Em nosso estudo, a anélise da citoarquitetura neuronal apontou que 0
namero de intersec¢des e 0 tamanho dos dendritos ndo foram significativamente diferentes entre
0s grupos controle e exercicio (Figura 1B). Esses dados ndo estdo de acordo com aqueles
encontrados na literatura (HOPKINS; NITECKI; BUCCI, 2011; LIN etal., 2012). Por exemplo,
Lin et al. (2012) encontraram que animais exercitados obtiveram um aumento significativo de
intersec¢des e 0 tamanho dos dendritos quando comparados ao grupo de animais sedentarios
com 35 dias de idade. Talvez esses achados divergentes tenham ocorrido porque 0s animais
utilizados no presente trabalho terminaram o protocolo de exercicio com 60 dias enquanto que
Hoffman (2016) utilizaram animais com 70 dias de idade que corriam 15 minutos, 5 dias por
semana, em velocidade inferior a nossa. Em outras palavras, é provavel que a idade dos animais
e protocolo de treinamento tenham influenciado nos resultados finais e, por isso, nossos dados
estejam diferentes dos encontrados no da literatura (LIN et al., 2012; HOFFMAN et al., 2016).

Figura 1- Arborizacao dendritica e anélise dos anéis de Sholl (A); Gréafico mostrando o
numero de intersecgdes e o tamanho dos dendritos (B)
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Nenhuma alteracdo significativa foi encontrada entre os grupos estudados (exercicio e
controle) no numero de bifurcagdes e dendritos terminais (Figura 2A e 2B). Em relacdo a area
do corpo do neur6nio (Figura 2C), foi visto que o grupo que realizou o exercicio fisico obteve
uma area maior do que a do grupo controle, o que corrobora com a literatura (EADIE; REDILA,;
CHRISTIE, 2005; REDILA; CHRISTIE, 2006). Por outro lado, o comprimento do dendrito do
grupo exercicio foi menor que o grupo controle. Esses Ultimos resultados sdo divergentes, e a
literatura mostra que mudancas no comprimento dos dendritos podem ocorrem, ou ndo
(FAHERTY; KERLEY; SMEYNE, 2003; REDILA; CHRISTIE, 2006). No trabalho de Faherty
(2003), o exercicio fisico ndo interferiu no volume e no comprimento dos dendritos em
camundongos adultos submetidos ao treinamento de corrida, enquanto que no trabalho de
Redila (2006), animais que fizeram exercicio voluntéario obtiveram um maior comprimento que
os animais controle. No presente estudo essa divergéncia nos resultados pode ter ocorrido
devido a técnica de Golgi-Cox dos grupos estudados ter sido realizada em dias diferentes na
qual as marcacgdes dos grupos ficaram diferentes, devido a isto as células escolhidas para o
desenho também podem ter acarretado esta diferenca brusca do controle.

Figura 1- Analise da bifurcacdo (A), dendritos terminais (B), area do corpo celular (C) e
comprimento dos dendritos (D). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
(p<0,05).
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CONCLUSOES FINAIS

1) No presente estudo, o protocolo de exercicio fisico foi eficaz para induzir treinamento aos
animais. Todos os animais em desenvolvimento foram bons corredores, resultando em uma
treinabilidade similar aquela obtida por Gomes da Silva e colaboradores (2010; 2012).

2) A marcacdo de Golgi-Cox no nosso estudo foi similar a descrita por Narayanan et al. (2014).
Foi obtida uma clara marcacao de neurdnios da regido hipocampal dos grupos estudados.

3) A reconstrucdo 3D de neurbnios da regido hipocampal tem, nitidamente, apresentado as
caracteristicas neuronais do corpo celular, arborizagdo dendritica, e bifurcagdes. Apesar de
trabalhosa, essa técnica cumpriu todos objetivos proposto no presente estudo: analisar a
arborizacdo dendritica através da técnica de Golgi-Cox em ratos submetidos a exercicio fisico
durante o desenvolvimento pds-natal do cérebro

4) Como foi dito anteriormente, as analises de Sholl, juntamente com os dados de bifurcacGes
e dendritos terminais, ndo apresentaram diferenca entre os grupos. Podemos inferir que o
exercicio fisico ndo influenciou na complexidade neuronal, apenas na &rea do soma, no qual o
exercicio se mostrou maior que o grupo controle. Entretanto, vale ressaltar que falhas
metodoldgicas foram identificadas (células em diferentes formatos e com diferentes marcacdes)
e, dessa forma, mais estudos sdo necessarios para chegar a uma conclusao da pergunta do



trabalho: a pratica de exercicio fisico durante o periodo pds-natal do desenvolvimento do
cérebro resulta no desenvolvimento de circuitos neuronais mais complexos?
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