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2. DETALHES DO PROJETO:

Titulo:

Speed, crash and run: exersomes boost neuroenergetics and
mood in mice on speed (MOODEXERsomes) - POCI-01-0145-
FEDER-030786

Data de inicio:
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Data de término:
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Principais objetivos:

Investigacdo translacional tendo em vista a prevencao, a
profilaxia, o diagndstico ou o tratamento de doencas, de
problemas de saide ou de outras situacdes anormais ou dos seus

efeitos nos seres humanos




3. IMPACTO ESPERADO (0U JA ALCANCADO):

Potenciais beneficios
para o homem (ou para
outros seres) e/ou para

a sociedade em geral:

Este projeto pretende demonstrar que os beneficios do
exercicio fisico em sintomatologia neuropsiquiatrica do
tipodepressiva estdo relacionados com alteragdes na
neuroenergética frontocortical e com a libertacdo de

exossomas induzida pelo exercicio fisico

Resultados ja alcan¢ados:

Foi confirmada a presenca de vesiculas extracelulares no
soro dos murganhos pela técnica de Western Blot, TEM e
NTA em murganhos C57BL6 sujeitos a um protocolo de
exercicioaerdobio crénico. Além disso, verificAmos um
aumento significativo do nimero de particulas (analise NTA)
em animais submetidos a exercicio fisico crénico em

comparagdo com os animais sedentarios.

4. APLICACAO DO PRINCIPIO DOS 3R’s:

Replacement (Substituicao)
Refira a razdo por que precisa
utilizar animais e por que ndo
pode usar alternativas nao-

animais:

O exercicio fisico (EF) induz profundas mudangas em
diversos sistemas/tecidos (e.g. musculo-esquelético,
cardiaco,nervoso, conjuntivo, ésseo, adiposo, sanguineo,
imune), interligados na fun¢do maxima de manter o
organismo vivo e operacional. Assim, a utilizacdo de
sistemas experimentais mais simples (e.g.sistemas in vitro)
ndo replica a complexidade fisioldgica induzida pelo EF, nao
sendo métodos alternativos viaveis para alcangar os
objetivos propostos neste estudo. O modelo animal
escolhido -murganho C57BL6 - é amplamente utilizado em
estudos de EF, exibindo elevada similaridade fisiol6gica em

estudos de EF quando comparado com humanos.

Reduction (Reducao)
Explique como garantira que
serdo utilizados os numeros

minimos de animais:

O namero de animais por grupo (n=24) foi estimado tendo em
conta os seguintes aspectos: i) A variabilidade intrinseca do
modelo animal no que diz respeito aos parametros
comportamentais e neuroenergéticos; ii) Apesar de pouco

frequente, existe a possibilidade de perda de alguns animais




devido a efeitos de toxicidade sistémica (e.g. hipertermia)
associados a administracdo de METH (30mg/kg, i.p.); Estima-
se pois que o numero alocado a cada grupo experimental
(n=24) permita obter uma medida com significancia
estatistica (p<0.05) nas diversas metodologias preconizadas,
validando os resultados para potenciais aplicagdes
translacionais. O numero de animais foi calculado fazendo-se
uma analise estatistica para detetar efeitos robustos fiaveis.
Em suma, os procedimentos experimentais foram desenhados
de forma a permitirem a avaliagdo de multiplos parametros
num mesmo animal: exercicio fisico, analise comportamental,
metaboldémica e perfil de exossomas circulantes. Este desenho
experimental, em conjunto com o conhecimento técnico e
académico dos membros da equipa de investigacdo, garante
na execucdo das tarefas e a obtencao dos objetivos propostos

com o menor numero possivel de animais.

Refinement (Refinamento)

Explique por que razao o
animal/modelo que escolheu
é o mais adequado para este
estudo e que medidas tomou
para minimizar os potenciais

danos ao seu bem-estar:

Excetuando-se o feno6tipo do tipo depressivo que se pretende
induzir com o protocolo de administracdo de METH, ndo sao
esperadas altera¢des ao bem-estar do animal. Efetivamente,
os roedores (e.g. murganho C57BL6) sdao amplamente
utilizados para o estudo do EF dada a similaridade fisiologica
apresentada por estes animais quando comparada com
humanos submetidos a exercicio agudo/crénico. Dado que os
estudos laboratoriais decorrem em condi¢cdes controladas
ambientais e nutricionais, é assim facilitado o estudo direto
dos efeitos fisioldgicos promovidos exclusivamente pelo
exercicio, situacao dificil de atingir em humanos. De entre os
varios protocolos enunciados na literatura, destacamos a
modalidade de passadeira, em condi¢cdes aerdbicas e de
intensidade moderada, a qual potencia diversos beneficios
sistémicos e neuropsiquiatricos. Por outro lado, os animais
geneticamente modificados que se pretendem utilizar
(Rab27a/Rab27b duplo knockout), caracterizados por défices
na libertagdo exossomal, apresentam um fenétipo locomotor
e exploratério normal, ndo se antecipando dificuldades
associadas ao protocolo de passadeira. Relativamente a

procedimentos e estabelecimento de limites criticos




destacamos: - A implementagdo de um protocolo de EF em
passadeira de intensidade moderada, aerdbico e de longa
duracdo. Efetivamente, o estudo correto dos efeitos do EF é
dependente do esforco (volume e intensidade) a que esses
animais sdo sujeitos. Neste sentido, recorreremos a um
protocolo de passadeira anteriormente caracterizado pelo
grupo, o qual esta descrito por manter os valores plasmaticos
de lactato inferiores ao limiar anaerébio (20m/s); -O peso dos
animais serd avaliado ao longo do protocolo de EF, uma vez
por semana. Eventuais altera¢des posturais e locomotoras
serdo igualmente avaliadas, bem como a expressdo facial
dosanimais (consultar artigo e acrescentar na bibliografia:
“Coding of facial expressions of pain in the laboratory mouse”
de Langford et al.,, 2010)- Como limites criticos estabelecem-
se alteracdes comportamentais dos animais, nomeadamente
graves manifestagdes de stress como reducdo da ingestdo de
comida e/ou de bebida e consequente perda de peso superior
a 20% (podera ser equacionada a necessidade de
administracdo de fluidoterapia). Nestes casos, os animais
serao occisados com sobredosagem

anestésica(cetamina/xilazina).




