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RESUMO

Transtornos depressivos, a esquizofrenia, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson entre
outras doencas neurodegenerativas sao transtornos neurolégicos devastadores, que contribuem
cada vez mais para a morbidade e a mortalidade global. Embora os mecanismos patogénicos
dessas condicdes sejam bastante diversos e complexos, a neuroinflamacéo é uma caracteristica
subjacente compartilhada por todas essas doencas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
do exercicio aer6bico e de forca muscular sobre alteracdes cognitivas e expressdo de
antioxidantes em um modelo animal de neuroinflamacéo aguda na regido CA1 do hipocampo.
Para isso, 0s animais receberam treinamento durante oito semanas / 3 vezes por semana / 50
minutos por dia. Posteriormente foi realizado a cirurgia estereotaxica com a infusdo intra-
hipocampal de LPS (40mg/Kg) ou salina. Em seguida, foi realizado os testes comportamentais,
reconhecimento de objetos, reconhecimento social, labirinto de Barnes e esquiva inibitoria. Por
fim, os animais foram eutanasiados e entdo foi realizado a coleta do hipocampo, cortex pré-
frontal e posteriormente a dosagem de antioxidante através de método colorimétrico. Os
resultados demonstraram que o exercicio de forca foi capaz de exercer um efeito benéfico
profilatico nas memorias discriminativas de curta e de longa duracéo, e na memoria social de
longa duracdo. O exercicio aerébico demonstrou apenas um efeito benéfico profilatico na
memoria discriminativa de longa duracdo. Em relacdo a expressao de antioxidante, o exercicio
de forca mostrou aumentar os niveis de CAT, GST e GSH no hipocampo, mostrou também
reduzir a expressdo de MPO no cortex pré-frontal. O exercicio aerébico ndo demonstrou efeito
significativo na expressdo de antioxidantes do hipocampo e cortex pré-frontal. Concluimos
entdo que o exercicio de forca possui um potencial benéfico profilatico capaz de minimizar
déficits cognitivos e bioguimicos decorrentes de um evento neuroinflamatério agudo local,

enguanto que o exercicio aerébico ndo demonstrou este mesmo potencial.

Palavras-chave: neuroinflamagcdo; estresse oxidativo; exercicio de forga; exercicio aerobico,

memoria.



ABSTRACT

Depressive disorders, schizophrenia, Alzheimer's disease, Parkinson's disease among other
neurodegenerative diseases are devastating neurological disorders, which contribute
increasingly to morbidity and overall mortality. Although the pathogenic mechanisms of these
conditions are quite diverse and complex, neuroinflammation is an underlying characteristic
shared by all these diseases. The objective of this study was to evaluate the effect of aerobic
exercise and muscle strength on cognitive changes and expression of antioxidants in an animal
model of acute neuroinflammation in the CA1 region of the hippocampus. For this case, the
animals received the time in weeks / 3 times per week / 50 minutes per day. Stereotactic surgery
was performed with an intra-hippocampus of LPS (40mg / kg) or saline. Then, the behavioral
tests, object recognition, social recognition, Barnes maze, and inhibitory avoidance were
performed. Finally, the animals were euthanized and then the hippocampus, the prefrontal
cortex, and the antioxidant dosage was collected through a colorimetric method. The results
demonstrated that the exercise of strength was capable of exerting a beneficial prophylactic
effect on short and long duration discriminative memories and long-lasting social memory. The
aerobic exercise demonstrated only a beneficial effect on long term discriminative memory. In
relation to antioxidant expression, increasing force-increasing levels of CAT, GST and GSH
not hippocampus, also appear as an expression of MPO in the prefrontal cortex. Aerobic
exercise did not demonstrate a significant effect on hippocampal and pre-frontal cortex
antioxidant expression. We conclude that strength exercise has a beneficial prophylactic
potential capable of minimizing cognitive and biochemical deficits resulting from a local

neuroinflammatory event, whereas aerobic exercise did not demonstrate this same potential.

Keywords: neuroinflammation; oxidative stress; strength exercise; aerobic exercise; memory.
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1.0 INTRODUCAO

A neuroinflamacdo é uma resposta imunitaria complexa do sistema nervoso central (SNC),
com objetivo de eliminar um estimulo agressor e restos metabdlicos, sendo essencial a protecao
do SNC. Em sua forma crénica, esta associada a uma série de doencas neurodegenerativas,
como doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca de Huntington e outros distdrbios
neuroinflamatérios (MOLTENI e ROSSETTI, 2017).

As respostas imunes inata e adaptativa do SNC possuem caracteristicas peculiares que
as distinguem das respostas inflamatorias de outros orgaos (LEE et al., 2018). Em condicdes
fisioldgicas, a microglia, principal célula imunitaria do SNC, mantem seu fenotipo de repouso
M1, exibindo uma morfologia ramificada que esta associada a sintese de fatores neurotréficos
como o IGF-1 e BDNF, que sdo essenciais a sobrevivéncia celular (CHAGAS et al., 2019).

No entanto, a microglia altera sua morfologia frente a um estimulo estressante como:
infeccdo, trauma mecénico, endotoxinas e isquemia, assumindo um fendtipo reativo M2,
expressando moléculas de superficie, como CD14 e complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), desencadeando respostas complexas e aumentando a expresséo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), e varios mediadores inflamatoérios (TNF-a, IL-1p, IL-
6) (LITTLEFIELD et al., 2015).

Inicialmente a neuroinflamacdo tem como objetivo auxiliar na prevencdo de dano
celular, ou até mesmo, recuperar o tecido danificado. Entretanto, estimulos prejudiciais
persistentes externos (ambiente) e/ou internos (agregados proteicos) sdo reconhecidos pela
microglia, sustentando um sistema de retroalimentacdo positivo, elevando a expressao de
fatores inflamatorios (LEE et al., 2018).

As implicagdes da ndo resolugdo do processo neuroinflamatorio induzem um estresse
celular, e concomitantemente a isso, leva a prejuizos na plasticidade sinaptica e
consequentemente a morte neuronal, o qual pode prejudicar areas especificas do SNC,
envolvidas na coordenacdo motora e cognitiva. Assim, faz se necessarias pesquisas de métodos
capazes atenuar processos neuroinflamatdrios, diminuir o estresse oxidativo e melhorar déficits
cognitivos (MAIKIEWICZ et al., 2019).

O exercicio fisico tem sido proposto como estratégia antioxidante e anti-inflamatéria natural
na busca de uma atenuagdo do processo neuroinflamatério diminuindo os niveis de citocinas e
quimiocinas e aumentando a atividade do eixo IGF-1 e BDNF. No entanto, a literatura mostra
resultados conflitantes sobre as propriedades anti-inflamatdrias e antioxidante do treinamento
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fisico, tendo em conta as numerosas mudancas que neuroinflamacgéo pode causar (SONG et al.,
2018).

Dessa maneira, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito neuroprotetor do exercicio
aerdbico sobre o déficits cognitivos e expressdo de antioxidantes em um modelo de

neuroinflamacao aguda.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Neuroinflamacgéo

A inflamacdo é essencial e protetora, pois livra 0 organismo tanto da causa inicial da
lesdo celular, quanto das suas consequéncias (GUPTA et al., 2018). E uma reacdo complexa
em tecidos que consiste principalmente na resposta de um sistema especializado em combater
o estimulo agressor (LOBO-SILVA et al., 2016; WANG; JIN; LI, 2018).

As reacBes vasculares e celulares de um processo inflamatorio acontecem por fatores
sollveis que séo sinalizadores sintetizados por diferentes células ou derivados de proteinas do
plasma e sdo ativados em respostas aos estimulos inflamatérios (NEWTON; DIXIT, 2012).
Dentre esses estimulos, fatores como hipoxia, presenca de micro-organismos, traumas
mecanicos e agentes quimicos impulsionam a sintese de mediadores inflamatdrios, que, por
conseguinte, iniciam e amplificam a resposta inflamatoria e determinam seu padrdo de
severidade, manifestacdes clinicas e patologicas (ROBBINS; COTRAN, 2010; NEWTON;
DIXIT, 2012).

A inflamag&o pode ser caracterizada como aguda ou cronica, e isso é determinado de
acordo com a natureza da incitacdo e da efetividade da reacdo inicial em eliminar o estimulo ou
os tecidos danificados (GUPTA et al., 2018). Como caracteristica distintiva, a inflamacao aguda
é rapida no inicio e de curta duracdo, ou seja, persiste por horas ou poucos dias, ocorre a
formacdo de exsudacdo de fluido de proteinas do plasma (edema) e a migracao de leucdcitos
para o sitio inflamatério (MATYSZAK, 1998).

Quando bem-sucedida, a inflamacdo aguda atraves de células fagociticas elimina o
agente agressor, e a reacdo de mediadores inflamatdrios diminui, porém, quando falha, a
inflamacdo pode progredir para uma fase cronica, com aumento de infiltrado de células
mononucleares, levando a uma modificagcdo tecidual na tentativa de reparar os danos
(cicatrizacdo) (MEDZHITOV, 2008; ROBBINS; COTRAN, 2010).

Uma sequéncia semelhante de eventos ocorre no Sistema Nervoso Central (SNC) na
presenca de um estimulo agressor (LI et al., 2018; NEWCOMBE et al., 2018), contudo, 0
encéfalo possui caracteristicas peculiares que distinguem a sua resposta inflamatéria da de

outros 0rgaos, e essa resposta é denominada neuroinflamacdo (WANG; JIN; LI, 2018).
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O encéfalo é considerado imunoprivilegiado, pois possui um sistema imunolégico
adaptativo restrito que atua como um sistema de vigilancia local que o protege contra patdgenos
e contribui para a homeostase e reparo dos tecidos (MATY ZAK, 1998; ALEXANDER, 2018).

Concomitantemente ao sistema imunoldgico, a Barreira Hematoenceféalica (BHE)
também esta envolvida na defesa contra insultos ao SNC (LIMA et al., 2007; MORGAN, 2017).
A BHE é formada por células endoteliais que ficam alinhadas com os capilares, junto a glia
perivascular e os neurdnios, formando uma parede defensiva e altamente seletiva com intuito
de manter o estado de equilibrio das diversas funcdes e composic¢Bes quimicas, protegendo o
cérebro de circulacdo de toxinas (LIMA et al., 2007; MORGAN, 2017). Portanto, a sintese de
proteina do sistema complemento para defesa imunoldgica se restringird ao SNC (MORGAN,;
GASQUE, 1997; MORGAN, 2017; MAIKIEWICZ et al., 2019).

Dessa maneira, ambos os sistemas (sistema imunolégico e BHE) estdo interligados e
suas funcBes sdo necessarias para o desenvolvimento normal do cérebro e homeostase
(MORGAN; GASQUE, 1997; MORGAN, 2017; ALEXANDER, 2018).

Na presenca de um agente agressor, o sistema imunoldgico é ativado, levando a
formacéo de uma neuroinflamacdo, que é mediada via células gliais, em especial a micrdglia,
que sdo as células imunes do SNC (WANG,; JIN; LI, 2018). Além da micrdglia parenquimatosa,
0s astrocitos e outros tipos de células, incluindo os macréfagos do plexo perivascular, meningeo
e coroide, também desempenham um papel na regulacdo da homeostasia do encéfalo
(BENARROCH, 2013; DEY; GIBLIN, 2018).

A microglia, células mononucleares fagociticas, sdo as primeiras células a iniciarem
uma resposta imune a qualquer insulto ao cérebro e ajudam a recuperar o tecido danificado
(BENARROCH, 2013; UNGER et al., 2018). Junto a microglia, os astrécitos também séo
agentes ativos na neuroinflamacao e, dependendo da natureza dos estimulos, sua atividade pode
ser benéefica (promocdo de reparo tecidual) ou prejudicial (exacerbacdo de reacOes
inflamatorias, que levam ao dano tecidual). Esse estado pré-inflamatério dos astrocitos €
nomeado de astrocitose reativa, uma reacdo complexa, multifasica e especifica (JHA et al.,
2018). Contudo, a célula de defesa imunoldgica mais importante do SNC é a microglia (GEE
et al., 2018). A micrdglia é derivada das células precursoras mieloides do saco vitelino
embrionario (GEE et al., 2018; CHAGAS et al., 2019; SZEPESI et al., 2018; BORGGREWE
et al., 2018). Como caracteristica, a micrdglia € a menor célula da neurdglia (BENARROCH,
2013; WANG et al., 2018) e representa cerca de 5% a 12% do total de células do SNC no

cérebro saudavel (LEE et al., 2018). Possuem um corpo alongado com prolongamentos curtos
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e extremamente ramificados, cuja principal funcdo é atuar como sistema de
vigilancia/macrofagico (KREUTZBERG, 1996; SZEPESI et al., 2018; UNGER et al., 2018).

Apesar de sua ampla distribuicdo, a microglia apresenta um grupo heterogéneo de
células, distribuidas em subpopulacGes baseadas em regides cerebrais especificas e cada
subpopulagdo da micrdglia desenvolve caracteristica Unica que pode ser diferenciada por suas
funcdes (SZEPESI et al., 2018). Elas sdo altamente concentradas na substancia cinzenta do
SNC - hipocampo, ganglios da base, substancia negra e cortex olfativo (BENARROCH, 2013;
WANG et al., 2018).

Em situacdo fisioldgica basal, a micrdglia esta em constante mudanca de seu fenétipo e
suas ramifica¢fes passam por ciclos continuos de extenséo e retirada, a fim de monitorar seu
ambiente (GEE et al., 2018; STOCK; KASUS-JACOBI; PEREIRA, 2018; NEWCOMBE et
al., 2018). O movimento das ramificacdes da micrdglia é sistematicamente direcionado as
sinapses, com a finalidade de monitorar e regular a atividade neural (THEI et al., 2018;
SZEPESI et al., 2018).

Em resposta a estimulos patolégicos, ou seja, ao detectar um sinal de perigo que
comprometa o equilibrio homeostatico do SNC (LEE et al., 2018), atraves de receptores
especificos, a microglia rapidamente modifica sua morfologia encurtando seus prolongamentos,
aumentando sua soma, assumindo um fendtipo reativo (figura 1) ampliando o namero de
vesiculas intracelulares em preparacdo para o englobamento de particulas estranhas (THEI et
al., 2018; ARATAKE et al., 2018; BORGGREWE et al., 2018). Essas células sdo capazes de
apresentar diferentes caracteristicas morfologicas, e essas caracteristicas foram denominadas
como “ativacdo classica”, “ativagdo alternativa” e “desativacao adquirida” (THEI et al., 2018),
podendo apresentar um fendtipo fagocitico ou até mesmo um apresentador de antigeno, o qual
depende principalmente do tipo de estimulo fornecido em seu ambiente (PERUZZOTTI-
JAMETTI; PLUCHINO, 2018; SZEPESI et al., 2018). Assim, a ativacdo microglial é altamente
heterogénea e plastica, e pode, portanto, ser prejudicial ou benéfica durante a doenca
(BORGGREWE et al., 2018; THEI et al., 2018).

A ativacdo classica é considerada pro-inflamatdria e esta associada a sintese e secre¢édo
de citocinas, como TNF-a e IL-1B, e a produgdo de 6xido nitrico sintase-2 (NOS-2), ciclo-
oxigenase-2 (COX2), ligante quimiocina-2 (CCL2) e especies reativas de oxigénio (EROs) (LI
et al., 2004; BLOCK; ZECCA; HONG, 2007; THEI et al., 2018). Em contrapartida, a ativacdo
alternativa é definida pela secregéo de citocinas anti-inflamatorias 1L-4 e IL-13 e arginase 2, a
fim de promover a reparacéo tecidual (PONOMAREYV et al., 2007; COLTON, 2009; THEI et

al., 2018). A desativacdo adquirida é vista principalmente na presenca de células apoptéticas e
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é caracterizada pela liberagdo de IL-10, fator de crescimento transformante- (TGF-B), IL-6 e
CSF1 (SAWADA et al.,1999; COLTON, 2009; THEI et al., 2018).

MICROCUA MICROCUA
NEURONIO ASTROCITO ATIVA REATIVA MONOCITO BACTERIA

Figura 1. Ativacdo da micrdglia. Em resumo, a reacdo de um cérebro na presenca de um agente agressor.

A BHE esta intacta, reforcada por juncdes oclusivas, células endoteliais, periocitos e astrécitos (representado em
rosa). A figura A representa 0 SNC em situacao fisioldgica basal, em que a micrdglia desempenha um papel de
vigilancia que supervisiona o ambiente exibindo uma morfologia com o corpo alongado e muitos prolongamentos
curtos e extremamente ramificados (representado em laranja). A figura B representa 0 SNC na presenga de um
agente agressor (representado em verde claro), a micréglia é estimulada, modificando seu fen6tipo, apresentando
uma morfologia reativa (representado em laranja). Em sequéncia, a microglia se prepara para a fagocitose, a fim
de eliminar o estimulo inflamatdrio. Células imunoldgicas periféricas, como mondcitos (representado em verde
escuro), também sdo capazes de atravessar a BHE para auxiliar no processo de fagocitose e remocéo de detritos
no cérebro. Apés o evento inflamatério, se o processo for bem-sucedido a micrdglia é capaz de retornar ao seu
fenotipo de vigilancia. Fonte: NEWCOMBE, et al., (2018).

Na presenca de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) incluindo
proteinas mal dobradas (WANG et al., 2018), a microglia é capaz de regular positivamente a
expressao de muitos receptores de superficie celular, incluindo os receptores de tipo Toll (TLR),
receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), receptores fagociticos (CR3, CR4) e
receptores scavenger (CD36, CD91) (SZEPESI et al., 2018), e subsequentemente iniciar uma
série de respostas imunes, induzindo a sintese de citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias
como IL1- g e TNF, proliferacdo de astrocitos e geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (NEAL AND RICHARDSON, 2018; CHEN et al., 2018; WANG et al., 2018).

A liberacdo de mediadores inflamatorios e o aumento da formacdo de EROs causam
danos aos componentes essenciais da mitocondria em neurdnios (STOCK; KASUS-JACOBI;
PEREIRA, 2018). Dessa forma, isso prejudica o equilibrio estavel entre demandas de energia
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e o suprimento, induzindo, assim, um estado crénico de hipdxia em axdnios. Também prejudica
o transporte de glutamato nos astrdcitos, o que, por sua vez, aumenta ainda mais a extensao da
excitotoxicidade direta de neurdnios e oligodendrécitos. Consequentemente, a desmielinizacéo
e a neurodegeneracdo estdo claramente associadas a um fenétipo pré-inflamatério dominante
dos fag6citos mononucleares (PERUZZOTTI-JAMETTI; PLUCHINO, 2018).

Nessa condicdo, IL1- # e TNF, cuja atividade basal é necessaria para a manutencéo da
plasticidade sindptica adequada, comegcam a exercer efeitos nocivos na transmissdo sinaptica
(R1ZZO et al., 2018). Curiosamente, os mecanismos subjacentes a mudanca de uma funcédo
imunoldgica saudavel para uma funcao imunoldgica excitotoxica sao mal compreendidos. No
entanto, durante doencas neuroinflamatorias e neurodegenerativas crénicas, como a doenca de
Alzheimer (DA) e esclerose multipla (EM), mudancas na plasticidade sindptica devido aos
efeitos dessas citocinas também podem ser um mecanismo adaptativo que ocorre para
compensar a perda sinaptica e / ou neuronal (RIZZO et al., 2018).

O final da fase aguda no SNC é caracterizado por trés processos: (1) remocéo de células
mortas / detritos teciduais, (2) criacdo de um ambiente anti-inflamatdrio e (3) sintese de fatores
de preservacdo (MALONE et al., 2018). Os processos de reparo e reconstrucdo, que envolvem
brotamento neuronal, angiogénese, neurogénese e alteracdo da matriz celular, sdo conduzidos
em conjunto por muitos tipos de células, variando de células imunes a neurbnios e
astrgcitos. Juntas, essas células produzem fatores de crescimento e proteases, permitindo a
remodelacdo do sitio isquémico (MALONE et al., 2018).

Em uma fase cronica da neuroinflamacéo, ocorre o aumento de infiltrado de fagécitos
mononucleares que mantém uma retroalimentagdo positiva da sintese e secrecdo de citocinas,
levando a uma destruicdo tecidual na tentativa de reparacdo de danos (SARKAR et al., 2017,
MOLTENI; ROSSETTI, 2017; BAUFELD et al., 2018).

Assim, a ativacdo glial, dano neuronal e degeneracdo, aumento do estresse oxidativo,
reducdo do suporte neurotrdfico, alteragdo do metabolismo dos neurotransmissores e ruptura da
BHE estdo descritos na literatura como mecanismos associados a patologias e transtornos
neuropsiquiatricos (MAIKIEWICZ et al., 2019). Por esse motivo, a neuroinflamagdo é uma

area crescente nos estudos das doencas neurodegenerativas.

2.2 Memobria
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A capacidade de aprender algo novo e entdo armazenar as informacdes na memoria é
parte do desenvolvimento normal do individuo (PALOMBO et al., 2019). A memdria € um
processo cognitivo que abrange aspectos importantes no processamento de informacoes,
armazenadas no cérebro pela variacdo da sensibilidade basica de transmissdo sinaptica, entre
neurénios, como resultado de atividade neural prévia. Caracterizada por fases como: a
codificagdo, a consolidagédo e a recuperagdo (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005, SANEI;
SABERI-DEMNEH, 2019).

A codificacdo é a aquisicdo de uma informacdo especifica, com a formacdo de um
engrama, o qual representa o aprendizado (JOSSELYN et al, 2015). Durante a consolidagéo
ocorre a fase do armazenamento, através de processos bioquimicos complexos necessarios para
que a informacao seja armazenada (KITAMURA et al., 2017). Por fim, o periodo de evocacao
de memdria € 0 processo de acessar 0 engrama, porém, com o passar do tempo, até as memaorias
mais consolidadas podem desaparecer por um processo denominado esquecimento (DAVIS;
ZHONG, 2017).

Algumas memarias duram apenas poucos segundos, enquanto outras duram por horas e
dia, meses ou anos. A memoria de curta duracdo inclui memarias que duram por segundos ou,
no maximo, minutos, logo, a memoria de longa duracdo, uma vez consolidada, pode ser
recordada por anos ou mesmo uma vida inteira (PALOMBO et al., 2019).

Acredita-se que o mecanismo envolvido na consolidacdo da memoria estd associado a
um processo eletrofisiologico denominado de potenciacdo de longa duracdo (LTP). Esse
processo foi primeiramente observado por (BLISS E LOMO, 1973). A LTP consiste de uma
resposta persistente de um neurdnio, devido a estimulacao repetida de um conjunto de axonios,
que fazem sinapse com o neurénio (VOLIANSKIS et al., 2015). Esse processo pode durar
segundos, horas semanas e até meses, assim sendo, a LTP tem sido estudada com a crenca de
gue os mecanismos envolvidos em sua formacdo sdo os mesmos que fundamentam a base
sinaptica da memoria (VOLIANSKIS et al., 2015), contudo, mesmo havendo semelhancas entre
os mecanismos moleculares da formacéo da memoria com a LTP, sabe-se também que existem
algumas diferencas (IZQUIERDO, 2011).

Inicialmente no processo de potenciacédo de longa duracéo na regido CAL do hipocampo
ocorre a ativacdo dos receptores AMPA, devido ao aumento do neurotransmissor glutamato na
membrana pos-sindptica permitindo a entrada dos ions Na® na célula, produzindo uma
despolarizacédo celular (VOLIANSKIS et al., 2015). Consequentemente ocorre a saida de ions
Mg?*, que agem bloqueando os receptores do tipo NMDA glutamatérgico, assim, facilitando a

resposta desse receptor ao glutamato, ao qual, permite a entrada de ions Ca?" na célula
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(VOLIANSKIS et al., 2015; LISMAN, 2017). Esse aumento dos fons Ca?" intracelular estimula
direta ou indiretamente, diferentes enzimas chamadas de proteinas cinases, como as proteinas
cinases calcio dependentes (PKC), a proteina cinase calcio/calmodulina dependentes
(CaMKII), as dependentes do GMPc (PKG), as dependentes do AMPc (PKA) e as proteinas
ativaveis extracelularmente (ERKS), que, por conseguinte, ativam mecanismos intracelulares
que culminam com a sintese de novas proteinas (IZQUIERDO et al., 2008; LISMAN, 2017).

Ha muitas classificacdes para as memdrias, levando em consideracéo seu contetdo, sua
funcdo ou seu tempo de duracdo. Uma classificacdo habitual é de acordo com o tempo entre a
aquisicdo e o0 momento em que sdo evocadas, sendo classificadas como: memaria imediata ou
de curta duracdo (segundos, minutos) e memoria de longa duracdo recente (horas ou poucos
dias), remota (semanas, meses, anos). A classificacdo determinada pelo seu contedo pode ser
denominada como: declarativa ("saber que™) e de procedimentos (“'saber como™); ou semantica
(linguagem, ou outros c6digos) e episddica (memoria de eventos ou episodios) (IZQUIERDO,
1989).

Todo o processo de formagdo de memoria envolve diferentes graus de ativacdo em
regides cerebrais distintas e em diferentes momentos, e nesse processo dindmico ocorre a
modulacdo por varios sistemas de neurotransmissores por circuitos cerebrais dispares que se
tornam ativos em diferentes momentos durante as varias fases da memorizacdo (PROVENSI et
al., 2018). E importante enfatizar que as memorias sio moduladas pelo nivel de alerta e pelas
emocdes (MURTY; LABAR; ADCOCK, 2016).

As regibes cerebrais que selecionam as informacdes que serdo eventualmente
armazenadas incluem o hipocampo e o sistema mesolimbico (MURTY; LABAR; ADCOCK,
2016). O hipocampo € a por¢do mais medial do cértex do lobo temporal, onde ele primeiro se
dobra medialmente, sob o hemisfério cerebral, e depois em direcdo a superficie superior e
medial do ventriculo lateral, sendo responsavel por intervir no reconhecimento de um
determinado estimulo e seus aspectos, portanto, reconhecendo se sdo novos estimulos ou néo e
se merecem ser memorizados (PARK; CHO; KIM, 2017).
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Figura 2. Regibes hipocampais. Fonte: Imagem retirada do site Ciéncia e cognicdo. Disponivel em:
http://cienciasecognicao.org/neuroemdebate/?p=4353. Acesso em: 19 fev. 2019. A sub-regido dorsal do
hipocampo (CA1) medeia o processamento temporal da informac&o, a regido (CA3) participa do processamento
espago-temporal da memoria e o giro denteado dorsal medeia a separacdo do padrdo espacial (HUNSAKER,;
KESNER, 2008).

O hipocampo recebe projecGes de diversas vias sensdrias atraves de vias secundérias
das areas de recompensa e punicdo do sistema limbico. Estimulos sensoriais ou pensamentos
que causem prazer, felicidade ou sensacdo de recompensa excitam o0s centros limbicos de
recompensa, enquanto que os estimulos que causem dor ou aversao excitam 0s centros de
punicdo. Desta forma, tais experiéncias e pensamentos serdo posteriormente lembradas como
sendo agradaveis ou desagradaveis (SPANIOL; SCHAIN; BOWEN, 2013).

2.3 Neurogénese do hipocampo

Ao longo da vida adulta ocorre a formacao de novos neurdnios através de um processo
denominado neurogénese (MONJE; TODA; PALMER, 2003). A neurogénese é a formacéo de
novos neurbnios a partir de células-tronco neurais multipotentes que ocorre durante o
desenvolvimento embrionario, e agora € amplamente aceito que também ocorre no hipocampo
de mamiferos adultos (GAGE, 2000). A neurogénese € restrita ao giro denteado (GD) e a zona
subventricular (ZVS) do hipocampo e a zona subventricular que reveste os ventriculos laterais
(KEMPERMANN et al., 2004; MONJE; TODA,; PALMER, 2003).

No hipocampo, as células estaminais neurais indiferenciadas multipotentes formadas na
zona subventricular ddo origem a células progenitoras neurais que proliferam e migram para a
camada de celulas granulares, onde diferenciam-se em neur6nios, astroglia ou oligodendrécitos.

Os neurdnios das células granulares projetam-se entdo na regido CA3 do hipocampo, onde se
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tornam neurdnios totalmente funcionais integrados nos circuitos cerebrais (GAGE, 2000;
RYAN; NOLAN, 2016).

Este processo é rigidamente regulado e pode ser influenciado por diferentes fatores, por
exemplo, altera¢cdes hormonais e exercicio fisico, ou até mesmo por estimulos funcionalmente
especificos, por exemplo, aprendizagem e experiéncia de complexidade, e estimulos
patoldgicos, como isquemia, trauma ou neuroinflamagdo (KEMPERMANN et al., 2004).

Tornou-se evidente que existe relevancia clinica associada a neurogénese e cognicdo do
hipocampo adulto. O declinio cognitivo pode ocorrer com a idade, bem como em uma série de
condicBes neuropsiquiatricas e neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (DA), doenca
de Parkinson (DP), doenga de Huntington (HD) e depressdo (RYAN; NOLAN, 2016)

A neuroinflamacdo crénica é uma caracteristica patoldgica comum no envelhecimento,
bem como nessas condi¢bes neurodegenerativas, e tem mostrado afetar negativamente a
neurogénese e 0s processos cognitivos do hipocampo ao longo da vida adulta. A extensa
ativacdo microglial e a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias sugerem que 0S pProcessos
inflamatorios podem influenciar a atividade das células progenitoras neurais (MONJE; TODA,
PALMER, 2003). Por outro lado, moduladores positivos da neurogénese hipocampal adulta e
da funcdo cognitiva associada incluem enriquecimento ambiental, aprendizagem e exercicio
fisico (RYAN; NOLAN, 2016).

Uma das primeiras evidéncias do impacto da inflamacéo na neurogénese do hipocampo
adulto ocorreu em 2003, em estudo realizado por Monje, Toda e Palmer (2003). Os
pesquisadores demonstraram, em animais que foram submetidos a injecdo de LPS
intraperitonealmente por sete dias, que houve uma diminuicéo de células recém-formadas e um
aumento no numero de microglia apresentando seu fenotipo reativo. Mostraram também que a
reducdo da neurogénese no hipocampo poderia ser abolida através do tratamento com um anti-

inflamatorio nao esteroidal.

2.4 Lipopolissacarideo

Uma das ferramentas farmacoldgicas mais utilizadas para o estudo da neuroinflamacéo é o
lipopolissacarideo (LPS) (ILOUN et al., 2018; CHO et al., 2018), uma molécula altamente
toxica sintetizada no citoplasma de bactérias gram-negativas e transportada para sua membrana
externa, tornando-se seu principal componente de defesa, ou seja, sdo padrdes moleculares
ligados a patégenos PAMPs (GEE et al., 2018; ZHANG et al., 2018; HICKS; JIA, 2018),
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também conhecida como endotoxina (SHEPEL et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018;
WIDDRINGTON et al., 2018).

Sua liberacdo ocorre quando uma bactéria é fagocitada e degradada por células de defesa
ou até mesmo quando ela se multiplica (HICKS; JIA, 2018). Desse modo é o principal fator
responsavel pelas manifestacfes toxicas ocorridas no hospedeiro, tal como por uma inflamacgéo
sistémica, sendo um dos mais potentes ativadores da microglia (MELO-SALAS; PEREZ-
DOMINGUEZ; ZEPEDA, 2018; SONG et al., 2018).

O LPS se liga a receptores de reconhecimento padrédo PRRs, sendo que 0s principais
estéo localizados na membrana celular e sdo denominados receptores Toll-like 4 (TLR4), dessa
forma, desencadeando vias de sinalizacdo intracelular especificas (RODRIGUES et al., 2018;
AUSEN et al., 2018; MELO-SALAS; PEREZ-DOMINGUEZ; ZEPEDA, 2018).

O reconhecimento do LPS pelo receptor TLR4 é mediado por moléculas correceptoras,
como a proteina CD14 ancorada a membrana celular, ou até mesmo sobre forma sollvel na
circulagdo e a LBP, proteina ligante de LPS (do inglés, Lipopolysaccharide Binding Protein)
ou associado a proteina mieloide diferenciada 2 (MD-2). Essas proteinas sdo responsaveis por
auxiliar a transferéncia do LPS para o receptor TLR4 formando um complexo que reconhece a
endotoxina (imagem 2) (LAUSEN et al., 2018).

Apos o reconhecimento do LPS, ocorre dimerizacdo do receptor TLR4 e inicia-se
uma cascata de sinalizagdo intracelular (LAUSEN et al., 2018), levando a expressdo de STAT
(signal transducer and activator of transcription), IRF3 (interferon (IFN)-regulatory factor 3),
MAPK (mitogen-activated protein kinase) e AP-1 (activator protein 1) (PALSSON-
MCDERMOTT; ONEILL, 2004; AU-YEUNG; MANDHANA; HORVATH, 2013; LIU et al.,
2017).

Uma das vias mais importantes que € ativada na presenca de LPS é a via do fator de
transcricdo NFkB (do inglés, Nuclear Factor Kappa B) que, ao se translocar ao nucleo,
promove a transcricdo de inumeros genes que participam de processos fisiologicos e
fisiopatologicos (ZHANG et al., 2018; LIU et al., 2017). O fator de transcricdo NFkB pertence
a familia dos fatores de transcricdo NFKB/REL, formada por cinco genes (NFkB1, NFkB2,
RELA, c-REL e RELB) que d&o origem a sete proteinas: p100, p105, p50, p52, RELA (também
conhecida por p65), RELB e ¢c-REL (PALSSON-MCDERMOTT; ONEILL, 2004).
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Figura 3. Ligacdo do LPS ao receptor TLR4 mediado por moléculas correceptoras, desencadeando vias de
sinalizacdo distintas.
Fonte: (CRUZ-MACHADO, 2010)

Uma vez no nacleo, a NF-kB promove o recrutamento de intensificadores de kappa B
contendo sequéncias especificas, sendo um ponto importante na regulagdo da resposta
inflamatéria de acordo com a subunidade ativada (OKUN; GRIFFIOEN; MATTSON, 2011).
A ativacdo de TLR4 sinaliza de forma diferente os astrocitos, microglia e neurdnios (Figura 3).

Nos astrocitos, o TLR4 ativa as moleculas MyD88, JNK e ERK. Nestas células, a
sinalizacdo mediada por MyD88 leva a transcricdo de TNF-a ¢ IL-27 induzida por NFkB,
enquanto outros mediadores de sinalizagdo, como cinases N-terminais c-Jun (JNK), ativa a via
STAT-1 levando a transcricdo de IP-10 e a proteina supressora de sinalizadoras de citocinas-1
(SOCS-1) (OKUN; GRIFFIOEN; MATTSON, 2011). As cinases reguladas pelo sinal
extracelular (ERK) também séo ativadas pelo LPS nessas células (PALSSON-MCDERMOTT;
ONEILL, 2004; AU-YEUNG; MANDHANA; HORVATH, 2013).

Na microglia, a sinalizacdo do receptor TLR4 induzida por LPS acontece através de
duas vias, a via independente e a via dependente de MyD88. A via dependente da molécula
MyD88 leva a rapida ativacdo de NFkB, subsequentemente a sintese de citocinas inflamatorias
(TNF—a, IL-6 e IL1-b) (WANG et al., 2019). A via independente de MyD88 induz ativagao de
interferon (IRF-3). Essa ativacdo induz a sintese de IFN-B. O IFN-f secretado leva a ativacao
da cascata de sinalizacdo que resulta em fosforilacdo e heterodimerizacdo de STAT-1 na
micréglia (OKUN; GRIFFIOEN; MATTSON, 2011).

Os neurdnios ndo mostram ativagdo das vias NFkB, TRIF ou JNK (OKUN;
GRIFFIOEN; MATTSON, 2011).
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Figura 4. Ativacdo dos receptores TLR4 através da ligacdo de LPS, desencadeando diferentes vias de
sinalizagdo nos astrocitos, microglia e neuronio. Fonte: Okun; Gliffioen; Mattson, (2011) (com modificac6es)

Uma vez o LPS ligado a microglia, esta modifica seu fenétipo e promove a transcri¢do
de genes de citocinas como TNF, IL-6, IL-1 (ZHANG et al., 2018), 6xido nitrico (NO) (LIU et
al., 2018), proteinases e espécie reativa de oxigénio (GEE et al., 2018). A secrecdo de citocinas
desencadeada pelo LPS leva & modulacdo da excitabilidade neuronal, e processos de
neurodegeneracao e/ou neuroprotecdo (OKUN; GRIFFIOEN; MATTSON, 2011).

Dessa forma, o LPS ¢ frequentemente usado como modelo para induzir a imunidade
sisttmica a eventos celulares e moleculares que levam a inflamacdo aguda ou cronica,
dependendo da dose e frequéncia de estimulos (GEE et al., 2018; CHO et al., 2018; SONG et
al., 2018).

2.5 Estresse oxidativo

O inicio do estresse oxidativo provém da existéncia de um desequilibrio entre os
compostos oxidantes e antioxidantes, originario da geracdo excessiva de radicais livres, ou pela
diminuicdo da capacidade antioxidante devido a baixas concentracdes e atividade enzimatica
antioxidante prejudicada (BAUMANN et al., 2016; FETER et al., 2019). Trata-se de um
provavel mecanismo subjacente comum para varias doengas, como doengas cardiovasculares,
doencas neurodegenerativas e cancer (ALTENHOFER et al., 2015; LI et al., 2019).

O termo radical livre refere-se a &omos que possuem um ndmero impar de elétrons em
sua Orbita mais externa e sua formagéo constitui, por exceléncia, um processo fisiologico,

cumprindo funcgdes bioldgicas relevantes (GOMES et al., 2017).
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Sua formacdo, em intensidades adequadas, possibilita a sintese de ATP (energia), por
meio da cadeia transportadora de elétrons, ativacao de genes e participacdo de mecanismos de
defesa durante processos infecciosos (ALTENHOFER et al., 2015). Contudo, a formag&o
excessiva pode conduzir a danos oxidativos e esta associada a alteragdes de DNA, fator-chave
na aceleracdo dos processos relacionados a idade e no desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (PANDAY et al., 2014; FETER et al., 2019).

A formacdo de radicais livres ocorre, normalmente, nas membranas celulares,
citoplasma e nas mitocondrias, contudo, a mitocondria, por meio da cadeia transportadora de
elétrons, é a principal fonte geradora de radicais livres em resposta a diferentes estimulos,
incluindo respiracéo celular, fatores de crescimento e citocinas inflamatérias (GOMES et al.,
2017).

Em condicBes fisiologicas, os organismos aerobicos por meio de reacfes redox na
mitocondria metabolizam cerca de 85% a 90% do oxigénio (O2). O O sofre reducéo
tetravalente, com a conjugacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de 4gua. A enzima
que catalisa essa reacdo € a citocromo oxidase (GOMES et al., 2017). Uma das fun¢Ges do
citocromo oxidase € controlar a formacéo de radicais livres, impedindo sua geracao excessiva
na mitocondria. Entretanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias séo
direcionados para outra via metabodlica e reduzidos de forma univalente, dando origem aos
radicais livres (GOMES et al., 2017). A partir da reducéo univalente do O» sdo formados 0s
radicais superédxido (O2"), hidroxila (OH") e, ainda, peréxido de hidrogénio (H202) (LARSEN;
MATCHKOQV, 2016).

Além da capacidade do O2" em participar de rea¢Ges de geracdo de OH’, pode ainda, por
meio da reacdo com o radical livre 6xido nitrico (NO"), gerar a espécie reativa de nitrogénio,
peroxinitrito (ONOQ), que também é um radical livre potencialmente reativo (LARSEN;
MATCHKOQV, 2016).

Outra importante fonte geradora de radicais livres € o complexo enzimatico NADPH
oxidases (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidases), que constitui um grupo de
enzimas transmembrana de células especificas que catalisam a transferéncia de elétrons através
da membrana celular. Formada por 6 subunidades: duas proteinas transmembranas (a p22phox
e gp91phox/NOX2), trés proteinas citosolicas (p47phox, p67phox, p40phox) e uma GTPase
(Racl ou Rac2) (FERREIRA; LAITANO, 2016). A agregacdo do complexo NADPH oxidase
possibilita o inicio da transferéncia elétrica, a partir de um substrato, para o oxigénio molecular,
gerando superoxido e, em seguida, outras espécies reativas de oxigénio (FERREIRA,;
LAITANO, 2016; RAVELLI et al., 2017).
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Outras enzimas sdo capazes de sintetizar EROs, entre elas estdo a xantina oxidase,
lipoxigenases, éxido nitrico sintase desacoplado (NOS) e a monoamino oxidase. A maioria
destas enzimas so produz EROs ap06s terem sido danificadas por EROs, como, por exemplo, 0
caso da sintese do Oxido nitrico endotelial desacoplado (eNOS) e xantina oxidase
(ALTENHOFER et al., 2015).

Para proteger-se dessas espécies reativas, a célula dispde de diferentes mecanismos de
defesa. Um desses mecanismos lida com as substancias potencialmente toxicas para o
organismo através de enzimas especializadas, como: glutationa reduzida (GSH), superoxido-
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E (BAUMANN
etal., 2016). Outra linha de defesa tem a funcéo de reparar um possivel dano ocorrido na célula,
sendo constituida por substancias como: acido ascérbico, glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela
GSH-Px, entre outras. Com excecdo da vitamina E (a-tocoferol), que € um antioxidante
estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes esta no meio intracelular
(RADAK et al., 2013).

As enzimas SOD, CAT e GSH-Px agem por meio de mecanismos de prevencao,
impedindo ou até mesmo controlando a formacao de radicais livres, que levam a reaces em
cadeia, subsequentemente, amplificando processos que geram danos oxidativos (RADAK et
al., 2013).

Por meio de uma reacdo de desmutacdo, a superoxido desmutase (SOD) catalisa a
formacéo de peroxido de hidrogénio a partir do radical superoxido. Logo, ocorre a integracdo
das enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px) para impedir o acimulo de
perdxido de hidrogénio. Nessa mesma via, 0 aumento dessa espécie reativa possibilita por meio
de reacdes de Fenton e Haber-Weiss (figura 5) a geragao do radical hidroxila, contra o qual ndo
existe defesa enziméatica. A GSH-Px reduz o perdéxido de hidrogénio em agua por meio da
conversao de glutationa reduzida em oxidada, promovendo a acdo oxidante em funcéo da
ligacdo de dissulfeto existente em sua estrutura, sendo de extrema importancia essa agéo da
glutationa redutase, o que possibilita a manutencdo da integralidade do ciclo redox da
glutationa, consequentemente do equilibrio adequado do sistema de defesa enzimatico (figura
5) (BARBOSA et al., 2010).
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Figura 5. Representacdo da reacdo Fenton e Haber-Weiss. Fonte: Barbosa et al., (2010); Rover janior et al.,
(2000).

Quando a formacao de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade de acao
do sistema antioxidante, ocorre a oxidacdo de biomoléculas, o que leva a formacdo de
metabdlitos especificos, os marcadores do estresse oxidativo, que podem ser identificados e
quantificados (FETER et al., 2019). Tais marcadores sdo derivados, sobretudo, da oxidacao de
lipideos, proteinas e &cido desoxirribonucléico (DNA), sendo os primeiros os de maior
expressdo. Outra forma de avaliar o estresse oxidativo é através de métodos indiretos, baseados
na capacidade antioxidante (FETER et al., 2019.

2.6 Exercicio fisico

Diversos estudos sdo realizados com intuito de desenvolver estratégias terapéuticas e
preventivas que possam modular o processo neuroinflamatorio e promover o aumento da
neurogénese cerebral, a fim de diminuir suas consequéncias, tais como o estresse oxidativo e 0
aumento da sintese de citocinas inflamatdrias, e de modo subsequente o declinio cognitivo
(SOUZA et al., 2017; SONG et al., 2018; HE et al., 2017).

Nessa perspectiva, a pratica de exercicio fisico tem se mostrado promissora na busca de
se alcancar esses objetivos, porém, a compreensao dos efeitos do exercicio fisico na modulagéo
dos mecanismos neuroinflamatdrios ainda precisa ser elucidada. Dessa forma, o exercicio fisico
é um bom alvo de pesquisa nesta direcao por ser um recurso de facil aplicabilidade e com baixo
custo para a populagdo (REAL et al., 2017).

O conceito de exercicio fisico estd relacionado a atividades fisicas planejadas,

estruturadas, repetitivas e propositais, em que o objetivo € melhorar ou manter a aptidao fisica,
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sucedendo a inumeros beneficios no tratamento e prevencdo de diversas patologias
(CASSILHAS et al., 2012).

Estudos mostram que o exercicio diminui risco de doencas cardiovasculares
(FRANZKE et al., 2014), obesidade (CORLIER et al.,, 2018), diabetes do tipo 2
(MAIKIEWICZ et al., 2019), regula processos inflamatérios (OLIVEIRA et al., 2018;
MAIKIEWICZ et al., 2019), diminui a formacdo de estresse oxidativo (FRANZKE et al., 2014)
e reduz o risco de declinio cognitivo (SOUZA et al., 2017; PINAR et al., 2018; SONG et al.,
2018).

Atualmente acredita-se que os efeitos positivos do exercicio fisico sobre o declinio
cognitivo (figura 6) devem-se ao fato de um aumento de fatores neurotréficos associados a
neurogénese hipocampal (PINAR et al., 2018), plasticidade neural (REAL et al., 2017),
neurotrofinas e proliferacdo celular (CORLIER et al., 2018), alem da diminuicéo da expressao
de citocinas inflamatorias e da reatividade da microglia, e da adaptacdo dos mecanismos
antioxidantes e reducdo das variaveis relacionadas ao estresse oxidativo e (MORLAND et al.,
2017) seguido de um melhor aporte de nutrientes (MEREGE et al., 2014; MORLAND et al.,
2017; MAIKIEWICZ et al., 2019), melhorando a fun¢do mitocondrial (REAL et al., 2017).
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Figura 6. Efeitos do exercicio em varios processos fisiologicos e fisiopatolégicos que afetam o cérebro. Fonte: a
autora.

Nos altimos anos, tem havido um interesse crescente em como o exercicio fisico afeta

as células da micrdglia, pois durante a pratica do exercicio fisico ocorre 0 aumento do fluxo
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sanguineo cerebral em cerca de 40% a 70% para atender a demanda metabdlica e gerar
energia. Atualmente acredita-se que o exercicio fisico reduz a expressdo de marcadores
associados ao fenotipo reativo da micréglia (Yl et al., 2012), diminuindo a expressao de IL-1p,
TNF-a, CD11b e receptores Toll-like (BARRIENTOS et al., 2011), associados ao aumento dos
niveis IL-6 que é expresso no tecido muscular e & adaptacdo dos mecanismos antioxidantes
(FETER et al., 2019).

Ao longo da prética de atividade fisica, ocorre 0 aumento da sintese de IL-6 no tecido
muscular e sua concentracdo no sangue pode aumentar em até 100 vezes em relacdo ao valor
basal (KNUDSEN et al., 2017; GOMEZ-RUBIO; TRAPERO, 2018; WEDELL-
NEERGAARD et al., 2018). O beneficio do aumento da expressdo de IL-6 estd na sua
capacidade de suprimir a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-1p,
sucedendo a aumento da resposta anti-inflamatdria, com o aumento de sintese de IL-10. A IL-
10 é uma interleucina anti-inflamatoria que também influencia a supressdo de mediadores pro-
inflamatorios, bem como regula negativamente moléculas de adesdo intracelular (ICAM-1),
reduzindo assim a atividade inflamatoria de células imunes no SNC (SILVA et al., 2013).

A realizacdo de exercicio também pode levar a uma diminuicdo na expressdo de
receptores TLR de células cerebrais. O exercicio fisico de intensidade leve a moderada é capaz
de regular negativamente a expresséo de receptores TLR2 e TLR4 e do complexo proteico NF-
kB. Dessa forma, a autofosforilacdo da proteina My88 integrada a proteina quinase IRAK
diminui, consequentemente, a translocacdo do NF-kB para o nucleo da célula. Assim sendo,
ocorre a diminuicdo da sintese de citocinas pré-inflamatdrias e um aumento da sintese de
citocinas anti-inflamatérias, como 1L-10, que inativam 0 TNF-a ¢ diminuem o processo
inflamatério (CAVALCANTE et al., 2017).

Como demonstrado por Ma, He e Qiang (2013), em sua pesquisa, 0s autores avaliaram
0 exercicio de corrida em esteira por 30 min / dia a 12 m / min durante 5 dias consecutivos em
um modelo de Oclusdo-Reperfusdo da Artéria Cerebral Média. Eles observaram uma redugéo
da superexpressao do receptor Toll-like 4 (TLR4) e do receptor Toll-like 2 (TLR2) no tecido
cerebral ap6s isquemia cerebral. O mesmo estudo também mostrou que o exercicio regula
negativamente os alvos desses receptores, como o0 gene de resposta priméria de diferenciacéo
mieloide 88 (MyD88) e NF«B.

Corroborando com o resultado de Ma, He e Qiang (2013), Koo et al. (2017)
investigaram o efeito do exercicio moderado praticado de forma profilatica durante oito
semanas sob a neuroinflamag¢do induzida por a-sinucleina em camundongos, € 0s autores

mostraram que o exercicio foi capaz de regular negativamente a expressao de receptores toll-
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like, diminuindo a expressdo de interleucina-1p e o no corpo estriado (nucleo
caudado e putamen), demostrando assim efeitos neuroprotetores do exercicio moderado.

Outro efeito anti-inflamatoério do exercicio fisico esta associado a reducdo da gordura
visceral em resposta ao exercicio e a sintese de IL-10 (WEDELL-NEERGAARD et al., 2018),
uma vez que o excesso de gordura visceral é considerado uma fonte de inflamac&o sistémica
cronica de baixo grau que pode estar associado a doencas neurodegenerativas (PEDERSEN,
2011).

O impacto do exercicio sobre a memdria e aprendizagem esta associado ao aumento da
expressdo de fatores de crescimento como BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) no
hipocampo (PARK; CHO; KIM, 2017). Ao longo da execucdo do exercicio, as células
endoteliais secretam fatores soliveis como BDNF e VEGF (O Fator de Crescimento Endotelial
Vascular) e IGF-1 (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1) (LITTLEFIELD et al.,
2015; REAL et al., 2017), que séo fatores que promovem a neurogénese e podem reduzir 0s
niveis de proteinas pro-apoptdticas e, assim, parecem participar indiretamente da neuroprotecéo
(REAL et al., 2017).

O BDNF ¢ um fator neurotrofico produzido no cérebro que regula varios aspectos da
neuroplasticidade cerebral, incluindo a neurogénese, a sinaptogénese e a sobrevivéncia celular
(PARK; CHO; KIM, 2017; MAEJIMA et al., 2018). Dessa forma, estudos como de Marlatt et
al. (2012) evidenciam que o exercicio fisico melhora a neurogénese hipocampal e o0 aprendizado
espacial em camundongos idosos através do aumento da expressdo de BDNF no hipocampo.

Reforcando os achados de Marlatt et al. (2012), Hayek (2019) observou que o lactato
sintetizado durante a atividade fisica induz a expressdo de BDNF através da ativagdo da
desacetilase Sirtuinl (SIRT1) e aumenta os niveis do coativador transcricional PGCla,
conhecido por mediar a expressdo de BDNF. Os autores relataram que os efeitos do lactato
estdo associados a melhor aprendizado espacial e retencdo de memaria em animais.

Em resumo, indmeros artigos mostram que o exercicio fisico pode afetar os niveis e
expressio de BDNF (HAKANSSON et al., 2016; HEISZ et al., 2017; TAHERI et al., 2018;
MAEJIMA et al., 2018). No entanto, ainda é preciso definir quais tipos de exercicio fisico
causam o aumento da expressdo de BDNF, em quais regides do cérebro, e se ha diferencas em
relacdo a protecdo e ao reparo.

Outro fator importante e que tem sido estudado ¢ a influéncia do exercicio sobre fatores
oxidantes, pois pressupfe-se que 0 exercicio seja uma estratégia ndo farmacoldgica para
controlar o nivel de EROs (FETER et al., 2019).
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Atualmente acredita-se que a acdo do exercicio sobre as EROs é devida, principalmente,
as adaptacOes induzidas pelo treinamento, ou seja, aumentar a quantidade enddgena de
antioxidantes devido a inducdo do estresse oxidativo gerado pelo treinamento, gradativamente,
adaptaria e aumentaria a resisténcia a outras lesdes (SOUZA et al., 2018; LARSEN;
MATCHKOV, 2016; LI et al., 2019).

Radak et al. (2013) mostram que diferentes fatores de biogénese mitocondrial, tais como
lo. peroxissoma ativados pelo aumento da expressdo do receptor-y coativador (PGC-1a),
proteina cinase ativada por mitogénio, e SIRT1, sdo modulados por alteracdes redox associadas
ao exercicio. A ativacdo do receptor PGC-1a pode resultar em diminuig¢do do estresse oxidativo,
seja pela regulagdo positiva de enzimas antioxidantes e/ou pelo aumento do ndmero de
mitocdndrias que permite niveis mais baixos de atividade respiratdria para 0 mesmo grau de
geracdo de ATP.

No decorrer da pratica de exercicio fisico ocorre 0 aumento da expressao dos hormonios
adrenalina e noradrenalina circulantes, também denominados de catecolaminas. Atualmente ja
é sabido que esses horménios, associados ao estresse, desempenhem um papel fundamental na
regulacao da neuroinflamacéo e fungdes cognitivas (FEINSTEIN; KALININ; BRAUN, 2016).

Estudos evidenciam que as catecolaminas séo capazes de suprimir a transcri¢ao de genes
inflamatoérios (FROHMAN et al., 1988), suprimir a sintese de o0xido nitrico, interleucina- 1p e
TNF- o e aumentar a sintese de BDNF (JURIC; LONCAR; CARMAN-KRZAN, 2008;
FEINSTEIN; KALININ; BRAUN, 2016; SZALEWSKA et al., 2017). Como demonstrado por
Qian et al. (2011), no qual a estimulagdo do receptor f2-adrenérgico (2AR) na micréglia inibiu
seu fendtipo reativo na presenca de lipopolissacarideo (LPS).

Embora a resposta adrenérgica esteja relacionada apenas ao tempo de exercicio, existem
poucos estudos especificos sobre sua acdo. Sabendo que o exercicio de alta intensidade
promove um maior estimulo para sintese de catecolaminas quando comparado ao exercicio
moderado e baixo, é tentador especular se 0 exercicio intenso poderia trazer mais efeitos
benéficos em algumas condicdes clinicas.

Por fim, o exercicio fisico parece promover tanto a neurogénese, quanto a funcao
cognitiva, modulando a sintese de citocinas pro-inflamatorias propiciando a adaptacdo do
sistema antioxidante (HE et al., 2017). De fato, tem-se como hipotese que os efeitos benéficos
do exercicio na memoria dependente do hipocampo se devem ao seu efeito pr6-neurogénico,
porém, ainda ndo esté claro como sdo modulados tais efeitos benéficos (HUESTON; CRYAN;
NOLAN, 2017).
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2.7 Prescricdo de exercicio fisico

A literatura tem demonstrado que o impacto do exercicio na modulacdo da
neuroinflamacdo, estresse oxidativo e no déficit cognitivo é varidvel com base no tipo de
exercicio (aerdbio / forca), intensidade (leve / moderada / intensa / exaustiva), frequéncia
(sessdes por dia / semana / més) de exercicio, descanso entre 0s treinos e também na
caracteristica do sujeito (idade, sexo), capacidade de resisténcia e condicdo de salde.
(ROBISON et al, 2018). Assim, mantendo-se a constancia para intensidade,
duracdo/frequéncia e descanso entre 0s treinos, consegue-se produzir uma resposta especifica e
ideal no metabolismo celular (MEDICINE, 1998; V.M et al., 2018; FETER et al., 2019).

O treinamento de resisténcia (exercicio de forca) é um tipo de exercicio fisico que leva
ao aumento da massa e forca muscular, quando o individuo é submetido a exercicios repetitivos
com pesos, aparelhos de musculagio ou bandas elésticas de resisténcia. E um dos exercicios
mais recomendados e aplicado como intervengdo priméaria para sarcopenia, melhora da fungéo
fisica, prevencao de limitacdes funcionais e fraqueza muscular em idosos. Além disso, ha
evidéncias crescentes de que o exercicio de forca pode ser um fator positivo para as funcdes
cognitivas (CASSILHAS et al., 2012).

Em contrapartida, os exercicios aerobicos sdo aqueles realizados de maneira continua e
por um tempo maior, e que utilizam o oxigénio no processo de formacao de energia, sob a forma
de adenosina trifosfato-ATP, para geracdo de trabalho muscular (BERNSTEIN; MCNALLY,
2016).

As adaptacdes fisiologicas induzidas pelo exercicio dependem principalmente da
intensidade do treino, que esta relacionada ao grau de esforco méximo durante o treinamento
(V.M et al., 2018). Tanto os exercicios aerébicos como os exercicios de forca podem ser
adaptados para alta, média e baixa intensidade (MEDICINE, 1998; HAILE et al., 2019).

A classificagdo da intensidade do exercicio fisico se baseia em testes especificos e
individuais. Dentre os testes de classificagdo, o teste de VO2méax tem sido muito utilizado por
sua importancia na prescricdo de exercicios aerébicos (HAILE et al., 2019). O VO2max
equivale ao consumo méaximo de oxigénio pelo organismo por uma unidade de tempo. A partir
do resultado pode-se programar uma intensidade de treinamento adequada com intuito de
cumprir objetivos especificos (MEDICINE, 1998; HAILE et al., 2019).

Evidéncias indicam que uma capacidade de VO2max mais alta estd associada a
diminuicdo do risco na incidéncia de varias doencas relacionadas ao estilo de vida, como
doencas cardiovasculares (BLAIR, 1996), diabetes tipo Il e doenca de Alzheimer (MYERS et
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al., 2002), em contrapartida, um nivel extremamente baixo de consumo de oxigénio pode ter
sérios resultados, como o aumento da incidéncia de doencas que levam a morte
prematura (TIMMONS et al., 2010; RADAK et al., 2013).

Outro teste utilizado para medir a poténcia do exercicio é o teste de carga maxima, o
qual determina a carga que sera utilizada por um individuo durante o treinamento para o ganho
de forca muscular. Para realizar o teste o profissional, faz-se uma suposi¢do razoavel de um
peso inicial, porém abaixo da capacidade maxima de levantamento de peso pelo individuo.
Acrescenta-se mais peso progressivamente ao dispositivo do exercicio nas tentativas
subsequentes até o individuo alcancar a capacidade méaxima de levantamento (V.M. et al.,
2018).

Em um ensaio clinico randomizado, Stern et al. (2019) estudaram a eficacia
do exercicio moderado sobre a fungéo cognitiva. Para isso, 0s autores avaliaram 132 individuos
cognitivamente normais com idades entre 20 e 67 que praticaram atividade fisica durante 6
meses 4 vezes por semana. As medidas de avaliacdo incluiram capacidade aerdbia, funcéo
cognitiva em varios dominios (funcdo executiva, memoria episodica, velocidade de
processamento, linguagem e atencdo), funcdo cotidiana, indice de massa corporal (IMC) e
espessura cortical. O éxito do exercicio moderado na fungdo cognitiva foi mais pronunciado
com o0 aumento da idade, sugerindo que pode mitigar os declinios relacionados a idade. O
aumento da espessura cortical sugere que o exercicio aerobico contribua para a salde do
cérebro em individuos a partir dos 20 anos (STERN et al., 2019).

Em contraste, o exercicio fisico de alta intensidade, extenuante e sem recuperacao
adequada, denominado como overtraining, tem sido associado a doengas cronicas, pois propicia
0 aumentando constante da expressdo de hormdnios contrarreguladores como o cortisol
associado a imunossupressdo, e, junto a isso, ocorre o0 aumento do estresse oxidativo
mitocondrial, que aumenta a expressao do fator nuclear de transcricdo NF-kB, intensificando o
estado de inflamacdo aguda. Sob essa condicéo de estresse excessivo, a imunidade adaptativa
pode ser estimulada em células apresentadoras de antigenos, e consequentemente induzindo a
um aumento da sintese de marcadores pré-inflamatérios, levando a formacdo de uma
inflamacdo crénica (CAVALCANTE et al., 2017).

Md et al. (2015) investigaram a associacdo de mortalidade entre praticantes de jogging
em intensidades leve, moderada e alta de treinamento e demonstraram que praticantes de
intensidade leve a moderada tiveram uma mortalidade menor quando comparado ao grupo
sedentario, enquanto ndo houve diferenca estatistica significativa entre a corredores de alta

intensidade e o grupo sedentario.
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Com relacdo a frequéncia e duracéo de treinamento fisico, esta relacionada ao nimero
de dias e tempo de treinamento em uma semana. A recomendacdo da frequéncia semanal de
exercicio fisico pela diretriz da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é no minimo duas vezes
por semana, ou, de outro modo, uma duracgéo de tempo de 150 minutos de intensidade moderada
/ 75 minutos de alta intensidade por semana.

Isto posto, neste estudo investigamos o efeito neuroprotetor do exercicio de intensidade
moderada mantendo uma constancia para duragdo/frequéncia e descanso entre os treinos com
base na literatura, em um modelo de neuroinflamac&o induzida por LPS. Para tanto, analisamos
a memdria discriminativa, aversiva, espacial e social, e a expressdo de enzimas antioxidantes
no hipocampo e no cortex pré-frontal de ratos que foram submetidos a infusdo de LPS apds 8

semanas de treinamento fisico.

3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito neuroprotetor profilatico do exercicio fisico aerobico e de forca sobre
alteracdes cognitivas e parametros de estresse oxidativo em um modelo animal de

neuroinflamacao aguda localizado na regido CAL do hipocampo.

3.2 Objetivos Especificos
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3.2.1. Verificar o efeito ou do exercicio fisico aerébico ou do exercicio fisico de forga,
administrado durante 2 meses, sobre o desempenho mneménico de ratos apos a indugédo de
uma neuroinflamacéo aguda na regido CA1 hipocampal devido a infusdo de LPS
estereotaxicamente dirigida a esta regido, nos seguintes tipos de memoria:

3.2.1.1. Memodria social de longa duracéo, através da tarefa de reconhecimento social;

3.2.1.2. Memoria discriminativa de curta e de longa duracdo, através da tarefa de
reconhecimento de objetos;

3.2.1.3. Memoria espacial de longa duracao, através da tarefa do labirinto de Barnes;

3.2.1.4. Memoria aversiva de curta e de longa duracgdo, através da tarefa de esquiva
inibitoria.
3.2.2. Investigar o envolvimento dos exercicios fisicos aerébico e de forca na regulacdo dos
seguintes de fatores enddgenos protetores antioxidantes:

3.2.2.1. Quantificar os niveis de GSH, e da atividade das enzimas mieloperoxidase
(MPO), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST)

4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1  Animais Experimentais

Foram utilizados ratos machos Wistar, de aproximadamente 2 meses e pesando 250 -
350g. Todos os animais foram provenientes do Biotério da Universidade Federal de Santa
Maria. Os animais foram condicionados em uma temperatura controlada de 22 °C com ciclo
claro/escuro de 12 horas e mantidos em caixas apropriadas com capacidade para 5 animais,
forradas com maravalha essa sendo trocada a cada dois dias. Receberam agua e comida a
vontade. O maximo de preocupagdo foi deliberado com intuito de minimizar o sofrimento dos

animais e reduzir o nimero de animais a serem utilizados. Todos os experimentos estavam de



39

acordo com as normas do CEUA/UNIPAMPA e dos “Principles of laboratory animal care”
(NIH publication N° 85-23, revised 1996), sob o parecer 046/2017.

4.2  Administracéo de LPS (modelo de neuroinflamacgéo aguda)

Para induzir o processo de neuroinflamagdo, os animais foram submetidos a uma
cirurgia estereotaxica e subsequente a administracdo intra-hipocampal (regido CA1) bilateral
de veiculo (solucéo salina) ou LPS (oriundo de Escherichia coli 055:B5; Sigma) dissolvido em
PBS na concentragdo de 10 mg/ml e administrado intra-CA1 hipocampal, na dose de 40
ug/lado, através da infusdo de 4 pl/lado durante 10 min. As coordenadas utilizadas para a
cirurgia estereotaxica foram adaptadas do Atlas anatdmico de Paxinos e Watson, sendo elas as
seguintes: Antero Posterior (AP) = - 4,2 mm; Médio Lateral (MD) = + 3,0 mm; Dorso Ventral
(DV) = - 3,0 mm; Inclinagio Latero-lateral (INCL LL) = 0° a partir do Bregma. A infusdo de
LPS foi realizada usando uma seringa Hamilton (5 ul). Todo o procedimento foi realizado com
0s animais previamente anestesiados com 75 mg/kg de (cetamina) e 10 mg/kg de (xilazina) via
intra-peritonial. Apd6s a cirurgia, os ratos foram colocados em caixas-moradia sob leve

aquecimento, para evitar hipotermia.

4.3  Delineamento Experimental
Os grupos foram compostos por 10 animais cada, totalizando 90 animais.

1. Grupo naive.

2. Grupo submetido a infusdo intra-hipocampal de salina apenas.

3. Grupo submetido a infusdo intra-hipocampal de LPS.

4. Grupo que realizou apenas exercicio aerébico.

5. Grupo que realizou exercicio aerdbico e foi submetido a infusdo intra-hipocampal de
LPS.

6. Grupo que realizou exercicio aerobico e foi submetido a infusdo intra-hipocampal de

salina.
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7. Grupo que realizou apenas exercicio de for¢ca muscular.

8. Grupo que realizou exercicio forca muscular e foi submetido a infusdo intra-hipocampal
de LPS.

9. Grupo que realizou exercicio de forca muscular e foi submetido a infusdo intra-
hipocampal de salina.
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Pds-operatdrio |
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EXERCICIO

| 2 MESES | 3 SEMANAS | |

Fisico INFUSRO TESTES EUTANASIA HISTOLOGIA

*  Exercicio de forca LPS COMPORTAMENTAIS COLETA:
( 30 animais) ESTRESSE
* Exerciciode Corrida * Hipocampo OXIDATIVO

( 30 animais)
e Cortex Pré-frontal

* Coragdo

Figura 7. Linha do tempo, sequéncia experimental.

Os animais realizaram dois meses de treinamento, trés vezes por semana. Apds o
treinamento foi realizado a cirurgia para inducdo de uma neuroinflamacao inicialmente aguda
através do LPS que foi infundido na regido CAL1 do hipocampo. O pds-operatério se deu por 5
dias, e em seguida foi dado inicio aos testes comportamentais na seguinte sequéncia; campo
aberto, reconhecimento de objetos, reconhecimento social, labirinto de Barnes, esquiva
inibitdria, labirinto em cruz elevada e hote plate. Por fim, os animais foram eutanasiados, e
entdo foi realizado a coleta de hipocampo, cortex pré-frontal e coracdo e entdo foi realizado
analise de expressao de antioxidantes e histologia.

4.4 Exercicio Aerébico

Para realizacao do exercicio aerdbico, os animais foram habituados a esteira parada para
diminuir o estresse a novidade, no periodo de dois dias durante 10 minutos. Em seguida foi
realizado o protocolo bom corredor, que consiste em selecionar os melhores corredores (SILVA
et al., 2013).

O teste ocorreu da seguinte forma: durante trés dias os animais correram em uma
velocidade de 8m/min durante 10 min, e foi dado uma nota de 1 a 5 para cada animal durante

os 3 dias (SILVA et al., 2013). Ao final dos trés dias foi escolhido dos 90 animais os 30 melhores
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corredores dependentes de sua nota (VARGAS et al., 2017).

NOTA

1. Serecusa a correr

Abaixo da média dos corredores (Corre, porém, corre em dire¢do errada)

Corredor mediano

2
3
4. Acima da média (Corrida constantes com esporadicas paradas)
5

Bom corredor (Permanece na frente)

44,1 Teste de VO2max indireto

Para determinar a velocidade que cada animal correu, foi realizado o teste de VO.max
indireto, da seguinte forma: Os animais foram postos a esteira em uma velocidade baixa e a
cada 3 min foi acrescentado Sm/min até a exaustdo do animal. Como parametro para os treinos
foi utilizado 70% do teste, caracterizando como um exercicio moderado (VARGAS et al.,
2017).

O teste foi realizado 3 vezes, sendo a primeira vez no inicio do protocolo de treinamento,

4 semanas apds, ¢ no ultimo dia de treinamento (VARGAS et al., 2017).

4.4.2 Treinamento

Os animais treinaram 3 vezes por semana, sendo as segundas-feiras, quartas-feiras e
sextas-feiras, 50 minutos por dia, em uma velocidade estipulado pelo teste de VO2 méximo
indireto. Os animais foram treinados sempre no mesmo horéario, para induzir uma adaptagdo ao

exercicio (VARGAS et al., 2017).
4.5 EXERCICIO DE FORCA MUSCULAR
Inicialmente os animais foram habituados ao aparato de treinamento sendo uma escada de

medida 1,1m x 0,18m, espaco entre os degraus de 2 cm e uma inclinagdo de 80 graus com uma

casa de madeira como escape (figura 8), durante trés dias seguidos, da seguinte forma:
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Primeiramente foi colocado o animal na casa de escape e entéo foi esperado um minuto, em
seguida, foi colocado animal no meio da escada e estimulando o animal a subir até a caixa de
escape, quando o animal chegou na caixa de escape foi esperado um minuto, e por fim, foi
colocado o animal no comeco da escada e entdo estimulado o animal a subir. Foi repetido a
habituacao por trés dia seguidos (LIMA et al., 2018).

~=

Figura 8. Modelo do aparato utilizado para realizar o exercicio de forga Fonte:Disponivel em:
http://www.scienlabor.com.br/produtos/detalhes/1457/escada-para-ratos.html. Acesso em: 17 de fev. de 2019.

451 Teste de carga maxima

Na primeira semana foi realizado habituacdo a carga, os animais foram pesados e 50%
do valor do peso corporal foi utilizado para medida de carga. Como carga foi utilizado
chumbinho de pesca, ao qual, foi colocado em um recipiente com uma corda na tampa, sendo
a corda prendida na cauda dos animais. A habituacao foi realizada trés vezes na semana com
um intervalo de um dia, sendo realizado 8 repeticdes sempre com um intervalo entre cada
repeticdo de 1 minuto (ARAUJO et al., 2017).

Ap0s a semana de habituacdo a carga, se deu inicio ao treinamento, que foi realizado
em uma sequéncia de 3 dias por semana as tercas-feiras, quintas-feiras e sabados. Todas as
tercas-feiras foram realizadas os testes de carga maxima da seguinte forma: Os animais foram
pesados, e 75% do resultado foi utilizado como medida de carga para o inicio do teste. O animal

subia com a primeira carga até a caixa de escape, e em seguida foi acrescentado mais carga até
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0 animal ndo conseguir subir a escada. A carga final foi utilizada como parametro para 0s
treinamentos (LIMA et al., 2018).

4.5.2 Treinamento de forca muscular

A partir do teste da carga méxima os animais trenaram realizando 8 repetigdes por dia,
acontecendo da seguinte forma: 2 repeticdes a partir de 50% do teste de carga maxima, 2
repeticdes a partir de 75% do teste de carga maxima, 2 repeticdes a partir de 90% do teste de
carga maxima, 2 repeticdes a partir de 100% do teste de carga méaxima (LIMA et al., 2018;
ARAUJO et al., 2017).

4.5.3 Teste de forca de Preenséo

Apos o Ultimo dia de treinamento todos os animais realizaram o teste de forga muscular
por preensao (Figura 9). O medidor de forca de preensao foi posicionado horizontalmente em
direcdo ao aparelho. Os animais foram colocados na grade de metal e, em seguida, foram
puxados para tras no plano horizontal pela cauda do animal. As forcas aplicadas a grade através
das patas dos animais foram medidas em gramas e imediatamente antes de perder a aderéncia
foi registrada como a tensdo maxima. Foi realizado 3 testes e como resultado foi realizado a
média (TORII et al., 2011).

Figura 9. Equipamento Grip Strength, utilizado para o teste de forca de preensdo Fonte: Disponivel em:; <
https://insightltda.com.br/?product=eff-305-grip-strenght-meter-ratos-e-camundongos>. Acesso em: 17 de fev. de
2019.

46 RECONHECIMENTO DE OBJETOS



44

Para avaliar a memoria discriminativa, foi realizado o teste de reconhecimento de objetos,
conforme demonstrado na figura 10.

Do primeiro ao quarto dia do experimento nesta tarefa, considerado como periodo de
habituacdo, o animal foi colocado no canto superior esquerdo do aparato (0 mesmo tamanho e
caracteristicas posteriormente descritos na tarefa do campo aberto), e deixado por 5 minutos,
sem nenhum objeto na caixa, para que se habituasse ao ambiente.

Na sessdo treino, um dia apés o Gltimo dia de habituacdo, o animal foi novamente colocado
na caixa com dois objetos iguais A e B, exatamente no meio da caixa e deixado por 5 minutos
para que os animais explorassem o ambiente livremente. O tempo de exploracdo de cada objeto
foi cronometrado para posteriormente ser analisado. Apo6s 3 horas foi testado a memoria de
curta duracdo, o animal foi recolocado na caixa, com dois objetos, sendo o objeto A e o0 objeto
B foi substituido pelo objeto C, em um tempo de 5 minuto para livre exploracdo. A memoria
de longa duragdo foi testada 24h ap6s o teste anterior, o animal foi novamente colocado na
caixa, com dois objetos, sendo 0 objeto A, e um objeto totalmente diferente, denominado objeto
D, e o0 animal obteve 5 minutos de exploracdo (IZQUIERDO, 2006).

=l ¢ %) ° Tl ° 1S
) e ¢ )
L) 9| 9 )
Habituagdo Treino Teste de MCD Testede MLD
4 dias/20 min i 5 min

Figura 10. Representacdo do teste de memoria discriminativa. Fonte: a autora. Esquema da tarefa de RO. Os
animais foram submetidos a 4 dias de habituacdo ao aparato experimental (20 minutos por dia). No dia do treino
foi apresentado dois objetos para livre exploracdo por 5 min; 3 h ap6s foi realizado o teste de MCD e 24h apés o
teste de MLD.
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47  ESQUIVA INIBITORIA

Para investigar a consolidacdo da memdria aversiva, foi realizado o teste de esquiva
inibitoria (El). O aparato utilizado para o treino na tarefa de EI consiste de uma caixa de madeira
de 50,0 x 25,0 x 50,0 cm, com a parte frontal feita de acrilico, assoalho formado por barras de
bronze paralelas, contendo ao lado esquerdo da caixa uma plataforma de 5,0 cm de altura por
7,0 cm de largura. Ao descer desta e colocar as quatro patas na grade de barras de bronze
eletrificaveis, os animais receberam um estimulo elétrico de 0,5 mA por 2s, sendo
imediatamente recolocados em suas caixas de moradia. Apds 3h foi avaliado a memoria de
curta duracdo e 24h ap6s a memoria de longa duracdo, sendo avaliado a laténcia de descida do

animal da plataforma, conforme demonstrado na figura 11.

2 e by
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19/5/5/5/5/8/5/94 19/5/5/5/5/5/4/94 1/ 5/ 5/5/5/8/5/94
TESIHG Teste de MCD Teste de MLD
3h apds o treino/ 5 min 24h apds o treino/ 5 min

Figura 11. Representacao do teste de esquiva inibitéria. Fonte: a autora. Esquema da tarefa de Esquiva
Inibitdéria. Os animais foram treinados e 3h apos foi testado a MCD. 24h ap06s foi testado a MLD.
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4.8 TESTE DE BARNES

O labirinto Barnes € um teste validado, para a avaliacdo da memdria espacial em
roedores (Barnes 1979). Uma mesa de madeira circular de 120 cm de diametro, 3,5 cm de
espessura e elevada a 90 cm acima do chéo, contendo 20 furos, com 6 cm de diametro, foram
localizados equidistante em torno do perimetro e centrado 5 cm a partir dele, foi utilizado para
realizacdo do teste (figura 12). A mesa foi posicionada em uma sala climatizada com quatro
pistas visuoespaciais feitas de papel preto rigido (retangulo, circulo, cruz, tridangulo) foram
fixados nas paredes. Uma caixa de fuga de madeira (15 cm 9/10 cm 9/30 cm) foi colocado
debaixo de um buraco, selecionado aleatoriamente para cada rato, mas permaneceu no mesmo
buraco durante todo o treinamento e teste. Os outros 19 buracos levaram apenas para uma caixa
de fuga falsa. Uma luz foi posicionada no meio do labirinto e foi ascendida apenas no momento
de teste (SOUZA et al., 2012).

No primeiro dia do experimento, os animais foram levados a uma sala de teste e habituados
a sala por um periodo de 60 min. Em seguida, os animais foram treinados para acharem o buraco
de fuga; eles foram colocados na caixa de fuga por 1 min, em seguida, em uma camara opaca
cilindrica (caixa de inicio) no centro do labirinto. Com a luz acesa, e a caixa de partida removida
os ratos foram autorizados a explorar livremente e encontrar a caixa de fuga, em um periodo
méaximo de 180 s. Cada animal recebeu trés ensaios por dia, ao longo de quatro dias
consecutivos. Em cada tentativa, registramos o tempo para alcancar a caixa de fuga e 0 nUmero
de buracos errados. Um buraco visitado foi considerado quando o animal cutucou em um
buraco. As mesas, assim como 0s buracos e a caixa de escape, foram limpas usando alcool 70%
a cada ensaio (SOUZA et al., 2012).

Barnes Maze
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Figura 12. Representacdo do Labirinto de Barnes. Fonte: LIEBERWIRTH, Claudia et al. Hippocampal adult
neurogenesis: Its regulation and potential role in spatial learning and memory. Brain Research, [s.l.], v. 1644,
p.127-140, ago. 2016. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.brainres.2016.05.015.

49 RECONHECIMENTO SOCIAL

A tarefa de avaliacdo de memdria social € uma adaptacéo do teste de interacdo social
proposto por (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011). A tarefa foi realizada em 3
dias. Primeiro, os animais foram colocados em um campo de habituacdo (0 mesmo tamanho e
caracteristicas anteriormente descritos na tarefa do campo aberto) com duas pequenas gaiolas
durante 20 min para exploracdo livre. No dia seguinte, o treinamento foi realizado com a
inclusdo de um rato juvenil em uma das gaiolas por 1 h de exploracdo livre, sendo que neste
mesmo treinamento uma gaiola ficou vazia. Apés 24 h, o teste foi realizado quando o mesmo
rato do treinamento (isto é, rato que se tornou familiar) e um novo rato foram colocados para
exploragdo por 5 min. O tempo gasto explorando o rato novo e familiar foi registrado. A
exploracdo do animal foi definida como cheirar ou tocar as pequenas gaiolas com o nariz e / ou

patas dianteiras (LIMA et al., 2018), como demonstrado na figura 13.

et e 4;"" l: J:’)
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Figura 13. Representacdo do teste de reconhecimento social Fonte: a autora. Esquema da tarefa de
Reconhecimento social. Os animais foram primeiramente habituados ao aparato. 24h ap6s foi realizado o
treinamento. 24h ap6s o treinamento foi realizado o teste.

410 CAMPO ABERTO

Para verificar se os efeitos da infusdo de LPS néo prejudicou as atividades exploratdrias

e locomotora, os animais foram colocados por 5 minutos na arena de campo aberto. O aparato
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é uma caixa de (50 cm x50 cm x50 cm) construida em pléstico policloreto de vinil,
compensado e acrilico transparente como demonstrado na figura 14. Os experimentos foram
conduzidos em uma sala de som atenuado sob luz de baixa intensidade. Cada rato foi colocado
no centro do campo aberto e os nimeros de quadrados cruzados (cruzamentos) e levantamentos
foram registrados (AMOAMH et al., 2015).

Figura 14. Representagdo do equipamento de campo aberto. Fonte:Disponivel em: <
http://scienlabor.com.br/geral/retornaThumb?src=upload/produtos/produtos/20150316-130335 33464419 open-
fied-rato.jpg&w=250&h=250>. Acesso em: 17 de fev. de 2019.

411 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA

Para avaliar o estado de ansiedade e assegurar que a infusdo do LPS ou do veiculo ndo
prejudicasse o0s testes de memdria. Os ratos foram colocados em um labirinto
em cruz elevado (LCE), como demonstrado na figura 15. O numero de entradas e o tempo gasto

nos bragos abertos foram registrados durante uma sessao de 5 minutos (PELLOW et al., 1985).

Figura 15. Aparato utilizado para tarefa do labirinto em cruz elevado. Fonte: Disponivel em:
<http://scienlabor.com.br/geral/retornaThumb?src=upload/produtos/produtos/20150302-
140348 1742051373 _labirinto-para-ratos.jpg&w=250&h=250>. Acesso em 17 de fev. de 2019.
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412 HOT PLATE

Para avaliar a resposta nociceptiva e a sensibilidade das patas dos animais e garantir que
a infusdo do LPS ou veiculo ndo interferisse na tarefa esquiva inibitoria, foi utilizado o teste de
Placa Quente figura 16. O rato foi colocado em um aparelho com uma folha de metal aquecida
(55 +£ 0,5 ° C) e 0 tempo até o animal reagir ao estimulo térmico levantando ou lambendo as
patas foi determinado (TITA et al., 2001).

Figura 16. Representacdo do equipamento hot plate. Fonte: Disponivel
em:<https://www.bonther.com.br/produtos/353/hot-plate-placa-quente-110-220v-ambiente-a-70-graus>. Acesso
em: 15 de fev. de 2019.

413 PREPARO DO HOMOGENATO

Amostras teciduais de hipocampo e cortex pré-frontal foram pesadas e homogenizadas
com tampao fosfato 200 mM. Este homogenato foi utilizado para as analises de quantificacéo
de niveis de GSH, e de atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST).

4.13.1 Mensuracao da concentracao proteina
A concentragdo de proteina foi mensurada em espectrofotémetro a 590nm utilizando o

reagente de Bradford (Biorard®) e albumina bovina (0,012 — 0,100 mg/ml) foi utilizada como

curva padréo.
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4.13.2 Quantificacdo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

O homogenato obtido conforme citado anteriormente (item 3.8.1) foi centrifugado a
10000 rpm durante 20 minutos, o precipitado obtido foi ressuspendido com 500 pL de tampéo
fosfato de potassio 80 mM com 0,5% de hexadeciltrimetilaménio (HTAB). Logo apos a
homogeinizacdo, as amostras foram novamente centrifugadas a 12000 rpm, 20 minutos a
temperatura de 4°C em microcentrifuga de alta velocidade refrigerada. Em uma placa de 96
pogos foram adicionados em triplicata aliquotas de 60 puL do sobrenadante de cada amostra, ou
agua destilada para o branco, e entdo 200 pL de uma solugdo reacional (100 pL de tampao
fosfato 80 mM, 85 pL de tampao fosfato 22 mM e 15 plL de H20> 0,017%) foi acrescida. A
reacdo deu inicio com a adigdo de 20 pL de tetrametilbenzidina (TMB), um substrato
enzimatico que resulta num produto colorido em cada poco. A placa contendo as amostras foi
incubada por 3 min a 37°C, e a reagdo foi interrompida pela adigao de 30 uL de acetato de sodio
1,46 M (pH=3,0) em cada poco. A atividade enzimatica foi determinada em espectofotbmetro
a 620 nm. Os resultados foram expressos como unidade de densidade éptica (D.O)/mg de

proteina.

4.13.3 Quantificacdo de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (GSH)

No homogenato obtido foram adicionados 50 uLL de homogenato foram adicionados a
40 pL de acido tricloroacético (ATC) 12,5% e os tubos foram agitados em um agitador de tubos.
Logo apds, centrifugados por 15 min a 3.000 rpm em microcentrifuga de alta velocidade
refrigerada a 4°C. Posteriormente foi adicionada uma aliquota de 20 pL do sobrenadante, ou
agua destilada (branco) em uma placa de 96 pogos. Seguido de 270 puL de tampao TRIS 0,4 M
(pH 8,9) nas amostras. A reacdo foi iniciada com a adigao de 10ulL de DTNB (5,5’-ditiobis 2-
acido nitrobenzdico) 1 mM, 15 minutos antes da leitura espectrofotométrica em comprimento
de onda de 415 nm. Os procedimentos foram realizados a 4°C e os valores individuais
interpolados em uma curva padrdo de GSH (1,23-9,9 ug/mL), com os valores expressos empg
de GSH/g de tecido (SEDLAK et al., 1968).

4.13.4 Quantificacao dos niveis de superdxido dismutase (SOD)
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O homogenato obtido foram utilizados para verificar a participacdo da SOD, e baseia-
se na capacidade da SOD em inibir a auto oxidacdo do pirogallol. Em um tubo c6nico foram
adicionados 442,5 ul Tampao Tris - EDTA e 20 uL de amostra. Apos agitagao em agitador de
tubos, foi acrescentado 25 pL de pirogallol ImM e incubado, depois foram centrifugados e 300
uL do sobrenadante pipetado em microplaca para leitura em espectrofotometro a 205 nm. Os
resultados foram comparados com o controle (Tampdo Tris-EDTA com pirogallol sem
incubacdo + média sem amostra sem incubacéo), sendo este valor igual a 100%. A quantidade
de proteina que inibe a reacdo em 50% (IC50) equivale a 1 unidade (U) de SOD. Os resultados
foram expressos em U de SOD/mg de proteina (MARKLUND et al., 1974).

4.13.5 Quantificacdo da atividade da catalase (CAT)

O homogenato foi utilizado para verificar a participacdo da enzima catalase (CAT). Foi
acrescentado em uma microplaca de 96 pogos 10 uL. da amostra (homogenato) e acrescido de
290 pL do meio reacional (Tampao Tris/ EDTA 5mM, pH 8,0 + peroxido de hidrogénio 30%
+ 4gua ulta pura) (AEBI, 1984). ApoOs acrescentados, foi realizado trés leituras em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 240 nm, e os resultados foram expressos em

pmol de H20. consumido/min/g de tecido.

4.13.6 Quantificacdo da atividade da glutationa S-transferase (GST)

O sobrenadante foi utilizado para verificar a participacdo da enzima glutationa S-
transferase. Apds a centrifugacdo do homogenato, foi separado o pellet do sobrenadante. Foi
acrescentado em uma microplaca de 96 pocos 50 puL de sobrenadante e 250 pL de meio
reacional (tampéo fosfato 0,21M, CDMB 3 mM e GSH 3 mM). Apos esta etapa, foram realizadas
trés leituras em espectrofotdometro no comprimento de onda de 340 mn, e os resultados foram

expressos em pmol/min./mg de proteina.

4.14 ANALISE HISTOLOGICA

No final dos experimentos os animais foram eutanasiados utilizando uma guilhotina. O
hipocampo e o coracdo foram retirados, limpos, secos e pesados. Para 0 coragdo o peso relativo
foi calculado como: Peso do d6rgdo / peso corporal do rato no dia da eutanasia. Depois, 0

hipocampo foi fixado em formaldeido 10 %, desidratado e embebido em parafina usando um
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processador de tecidos automatizado. Entéo, as se¢des (5 mm) foram coradas com hematoxilina

e eosina (H & E) e examinados ao microscépio.

4.15 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

As laténcias e as porcentagens de tempo dos experimentos comportamentais foram
comparadas entre os diferentes grupos através dos testes paramétrico de Student (dois grupos)
ou ANOVA (mais de dois grupos) com teste post-hoc de Newman-Keuls para comparac¢des
multiplas, ou de Dunnett para comparagdes com um controle. Valores de p menores do que 0,05
foram considerados estatisticamente significativos.

5.0 RESULTADOS

5.1  Peso corporal

Os dados do peso corporal foram expressos em gramas. Todos 0s animais ganharam
peso ao longo do experimento, mas ndo houve diferenga significativa em relagdo ao ganho de
peso dos diferentes grupos. (p > 0,05).

5.2  Peso do coragéo

Neste estudo foi realizado a relacéo peso total do animal/peso do coracdo que € um bom
parametro para avaliar atividade cardiaca, sendo que no presente estudo observamos que o
exercicio aerdbico apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo sedentario. O
grupo que praticou exercicio aerébico e recebeu infusdo intra-hipocampal de LPS (A/LPS)
demonstrou diferenca significativa comparado aos grupos LPS (p <0,01), salina (p <0,001) e
controle (p <0,01). Essa diferenca estatistica também foi vista no grupo que praticou exercicio
aerobico e recebeu infusdo intra-hipocampal de salina (A/S) comparado com o grupo salina
(p<0,05).
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Figura 17.Peso corporal dos animais. Dois meses de exercicio aerobico previamente a infusdo bilateral intra-
CAI1 dorsal de LPS (40 ug/lado) aumentou o peso do coragdo dos animais em relacdo aos animais que nao
praticaram exercicio fisico e os animais que praticaram exercicio de forga. Os animais foram submetidos a
dois meses de treinamento no protocolo de exercicio aerdbico (A) ou de for¢a (F). Em seguida, receberam a infuséo
bilateral intra-CA1 dorsal de salina (S) ou LPS (40 pg/lado). Os grupos controle, aerdbico (A) e forca (F) nao
foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAL. Os grupos A e F foram submetidos apenas ao protocolo
de exercicio aerébico ou de forca, respectivamente. Apés 5 dias de recuperacéo pos-operatoria, 0s animais foram
submetidos a varias tarefas comportamentais, e por fim, os animais foram eutanasiados e entdo foi realizado a
coleta do coracdo e subsequentemente o érgdo foi pesado. O peso corporal (PC) (g) no fim do periodo experimental
e raz8o peso do coracdo (mg)/PC (g), em ratos treinados ou ndo treinados. Os dados foram expressos + erro padréo
da média **(p <0,01) vs. A (LPS), **salina (p <0,001) vs. A (LPS) ***controle (p <0,01) vs. A (LPS) e # (p<0,05)
vs. (A/S) em teste One — way ANOVA + pos teste de Tukey; (n =7 — 10 por grupo).

53 Teste de VO2max

O teste de consumo maximo de oxigénio foi realizado no primeiro dia de treinamento,
apos quatro semana de treinamento e por fim, no Gltimo dia de treinamento. Todos os animais
aumentaram o consumo maximo de oxigénio, indicando que o protocolo de corrida forcada

aumentou a capacidade aerdbica.
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Figura 18. Teste de consumo maximo de oxigénio. Dois meses de exercicio aerébico previamente a infusdo
bilateral intra-CA1 dorsal de LPS (40 pg/lado) aumentou o consumo maximo de oxigénio dos animais. Os
animais foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio aerébico. Em seguida, receberam
a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de salina (S) ou LPS (40 pg/lado). O grupo aerébico ndo foi submetido ao
procedimento de infuséo intra-CA1.
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54  Teste de carga maxima

Os animais submetidos ao protocolo de exercicio de resisténcia realizaram o teste de
carga maxima durante oito semanas de treinamento, demonstrando um ganho de forca muscular

progressivo.
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Figura 19. Teste de carga maxima Dois meses de exercicio de forca previamente a infuséo bilateral intra-CA1l
dorsal de LPS (40 pg/lado) ou salina melhorou a for¢ca muscular dos animais. Os animais foram submetidos
ao treinamento no protocolo de exercicio de forca. Em seguida, receberam a infuséo bilateral intra-CAL dorsal de
salina (S) ou LPS (40 pg/lado) e o grupo forca ndo foi submetido ao procedimento de infusdo intra-CA1.

5.5  Teste de forca por preensdo

No ultimo dia de treinamento todos os grupos realizaram o teste de forca de preensao.
Observamos que o grupo treinamento de forca apresentou maior forca de preensdo quando

comparado ao grupo aerdébico e ao grupo sedentario.
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Figura 20. Teste de forca por preensao. Dois meses de exercicio aerébico ou de forca previamente a infusao
bilateral intra-CALl dorsal de LPS (40 pg/lado) melhorou a forca de preensdo dos animais. Os ratos foram
submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio aerdbico ou no protocolo de exercicio de forga.
Em seguida, receberam a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de salina (SAL) ou LPS (40 pg/lado). Os grupos
NAIVE e controles aerdbico e forca ndo foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAL. Os grupos
Naive, LPS e Salina ndo foram submetidos ao protocolo de exercicio de forga ou aerobico (grupo sedentério). Os
valores de forca de preenséo foram obtidos no dltimo dia de treinamento. Teste Anova de uma via seguido do teste
de tukey. ™"P < 0,001 quando comparado ao grupo aerdbico, ##P <0,001 quando comparado ao grupo sedentario.

5.6  Campo aberto

Os animais previamente submetidos ao protocolo de exercicio aerobico ou de forca,
antes de serem submetidos ao modelo de neuroinflamacdo aguda, tiveram sua capacidade
locomotora e exploratoria analisada na tarefa do campo aberto, durante a fase de habituagédo
que precedeu a tarefa de reconhecimento de objetos. Os resultados do desempenho nesta tarefa

para todos os grupos sdo mostrados no Figura 21.
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Figura 21. Dois meses de exercicio aerébico ou de for¢ca previamente a infusdo bilateral intra-
CA1 dorsal de LPS (40 pg/lado) ndo afeta a atividade locomotora e exploratdria dos ratos na
tarefa de campo aberto. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de
exercicio aerébico ou no protocolo de exercicio de for¢ca. Em seguida, receberam a infusé@o bilateral
intra-CA1 dorsal de salina (SAL) ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e controles (CT) ndo foram
submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAl. Apés 5 dias de recuperacéo pds-operatoria, esses
ratos foram submetidos a vérias tarefas comportamentais, dentre elas a tarefa do campo aberto, como
parte do processo de habituacdo que precedeu a tarefa de reconhecimento de objetos. Foram
realizados 4 sessfes, uma por dia, durante 4 dias consecutivos. (A) Nimero de cruzamentos entre
quadrados internos da caixa de campo aberto. (B) Numero de vezes que o rato se elevou sobre as
patas traseiras. (C) Numero de fezes defecadas pelo rato durante o periodo da sessdo de campo
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aberto. Os dados estao expressos como médias (+ EM) das variaveis anteriores. Ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos, apés ANOVA de duas vias com medidas repetidas.

N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos ao longo dos dias nos parametros
analisados na tarefa do campo aberto. Assim, nem o exercicio aerdbico, nem o exercicio de
resisténcia, nem a neuroinflamacéo induzida pelo LPS na regido CAl hipocampal foram
capazes de alterar a atividade locomotora e exploratoria dos ratos na tarefa de campo aberto em

relacdo aos grupos controles.

5.7  Labirinto em cruz elevado

Os animais previamente submetidos ao protocolo de exercicio aer6bico ou de
resisténcia, antes de serem submetidos ao modelo de neuroinflamagéo aguda, tiveram seu nivel
de ansiedade analisado na tarefa do labirinto em cruz elevado. Os resultados do desempenho

nesta tarefa para todos os grupos séo mostrados na Figura 22.
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Figura 22. Dois meses de exercicio aerébico ou de forca previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal
de LPS (40 pg/lado) ndo afeta o nivel de ansiedade dos ratos na tarefa do labirinto em cruz elevado. Os ratos
foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio aer6bico (EA) ou no protocolo de
exercicio de forga (EF). Em seguida, receberam a infuséo bilateral intra-CA1 dorsal de salina (SAL) ou LPS (40
pg/lado). Os grupos NAIVE e controles (CT) ndo foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CALl. Apés
5 dias de recuperacao pds-operatdria, esses ratos foram submetidos a varias tarefas comportamentais, dentre elas
a tarefa do labirinto em cruz elevado. (A) NUmero de entradas nos bracos abertos. (B) NUmero de entradas nos
bragos fechados. (C) Tempo gasto dentro dos bracos abertos. (D) Tempo gasto dentro dos bragos fechados. Os
dados estao expressos como médias (+ EM) das variaveis anteriores. Nao houve diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos, seja apés ANOVA de uma via com comparacges multiplas e pos-teste Student-Newman-Keuls,
seja ap6s comparagdes com o grupo NAIVE e pos-teste de Dunnett.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos nos parametros analisados na tarefa
do labirinto em cruz elevado. Assim, nem o exercicio aerdbico, nem o exercicio de forca, nem
a neuroinflamacéo induzida pelo LPS na regido CA1 hipocampal foram capazes de alterar o

nivel de ansiedade dos ratos nesta tarefa em relagdo aos grupos controles.
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5.8  Hot plate

Os animais previamente submetidos ao protocolo de exercicio aerdbico ou de forca,
antes de serem submetidos ao modelo de neuroinflamacdo aguda, tiveram seu nivel de
ansiedade analisado na tarefa do labirinto em cruz elevado. Os resultados do desempenho nesta
tarefa para todos os grupos sdo mostrados no Figura 23.
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Figura 23.Dois meses de exercicio aerobico ou de forca previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de
LPS (40 pg/lado) ndo afeta a nocicepcao dos ratos na tarefa do hot plate. Os ratos foram submetidos a dois
meses de treinamento no protocolo de exercicio aerdbico (EA) bom corredor ou no protocolo de exercicio de forca
(EF). Em seguida, receberam a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de salina (SAL) ou LPS (40 ug/lado). Os grupos
NAIVE e controles (CT) ndo foram submetidos ao procedimento de infuséo intra-CAL. Apos 5 dias de recuperagdo
pés-operatdria, esses ratos foram submetidos a varias tarefas comportamentais, dentre elas a tarefa do hot plate.
Os dados estdo expressos como médias (x EM) do tempo de reacdo ao estimulo térmico (retirada e lambida das
patas). Ndo houve diferenga estatistica significativa entre os grupos, seja apds ANOVA de uma via com
comparagdes multiplas e pds-teste Student-Newman-Keuls, seja apds comparacdes com o grupo NAIVE e pds-
teste de Dunnett.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos quanto ao tempo de reacdo dos ratos
ao estimulo térmico, retirando e lambendo suas patas. Assim, nem o exercicio aerébico, nem o
exercicio de forca, nem a neuroinflamacéo induzida pelo LPS na regido CA1 hipocampal foram

capazes de alterar a nocicepcao dos ratos nesta tarefa em relacdo aos grupos controles.

59  Reconhecimento social (RS)
Os animais previamente submetidos ao protocolo de exercicio aerébico ou de forga,

antes de serem submetidos ao modelo de neuroinflamagdo aguda, tiveram sua capacidade de



60

retencao de curta e de longa duracdo de memoria social analisada na tarefa de reconhecimento
social. Os resultados do desempenho nesta tarefa para todos 0s grupos sao mostrados na Figura
24.
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Figura 24. Dois meses de exercicio de forga, mas ndo o aerobico, previamente a infusdo bilateral intra-CA1l
dorsal de LPS (40 pg/lado) melhora o desempenho dos ratos na retencdo de memoria de longa duragéo
(MLD) recente relativa a tarefa de reconhecimento social. Os ratos foram submetidos a dois meses de
treinamento no protocolo de exercicio aerébico ou de forca. Em seguida, receberam a infuséo bilateral intra-CA1
dorsal de salina (SAL) ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e controles (CT) ndo foram submetidos ao
procedimento de infusdo intra-CAl. Apos 5 dias de recuperacdo pés-operatéria, esses ratos foram submetidos a
varias tarefas comportamentais, dentre elas a tarefa de reconhecimento social. Teste realizado 24 horas apds a
sessdo de treino. Os dados estdo expressos como médias (+ EM) da porcentagem de exploracdo de cada um dos
dois ratos juvenis em relacdo ao tempo total de exploracdo desses ratos. * p < 0,05 vs. porcentual tedrico de 50%
em teste t de Student. (n =7 — 10 por grupo).

Como esperado, a neuroinflamagdo aguda provocada localmente na regido CAl
hipocampal prejudicou a capacidade dos ratos em formar e reter memoria de curta e de longa
duracdo relativa a tarefa de reconhecimento social. Apenas a intervencdo profilatica com
exercicio de forca acarretou em um efeito protetor verificavel na retencdo da memoria
discriminativa de longa duracdo recente. Assim, nesta tarefa cognitiva, o exercicio de forca
mostrou-se com potencial profilatico neuroprotetor frente a um quadro neuroinflamatorio

agudo.

5.10 Reconhecimento de objetos (RO)
Os animais previamente submetidos ao protocolo de exercicio aerdbico ou de forga,
antes de serem submetidos ao modelo de neuroinflamacédo aguda, tiveram sua capacidade de

retencdo de curta e de longa duracdo de memoria discriminativa analisada na tarefa de
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reconhecimento de objetos. Os resultados do desempenho nesta tarefa para todos os grupos séo

mostrados na Figura 25.
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Figura 25.Dois meses de exercicio aerdbico ou de for¢a previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de
LPS (40 pg/lado) melhora o desempenho dos ratos na retencdo de memoria de curta (MCD) ou de longa
duracédo (MLD) recente relativa a tarefa de reconhecimento de objetos. Os ratos foram submetidos a dois
meses de treinamento no protocolo de exercicio aerébico ou de forga. Em seguida, receberam a infusdo bilateral
intra-CA1 dorsal de salina (SAL) ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e controles (CT) ndo foram submetidos
ao procedimento de infusdo intra-CAL. Ap6s 5 dias de recuperagdo pds-operatoria, esses ratos foram submetidos
a vérias tarefas comportamentais, dentre elas a tarefa de reconhecimento de objetos. (A) Teste realizado 3 horas
apos a sessao de treino com os objetos A e B. (B) Segundo teste, realizado 24 horas ap6s a sessao de treino. Os
dados estdo expressos como médias (+ EM) da porcentagem de exploracdo de cada um dos dois objetos
apresentados em relacdo ao tempo total de exploragdo desses objetos. * p < 0,05 vs. porcentual tedrico de 50% em
teste t de Student. (n =7 — 10 por grupo).
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Como esperado, a neuroinflamagdo aguda provocada localmente na regido CAl
hipocampal prejudicou a capacidade dos ratos em formar e reter memoria de curta e de longa
duracéo relativa a tarefa de reconhecimento de objetos. A intervencéo profilatica com exercicio
de aerdbico acarretou em um efeito protetor contra o estabelecimento desse déficit na retencéo
da memoria discriminativa de longa duracéo recente, apesar de ndo ter evitado este déficit para
esta memoria quando de curta duragdo. Por outro lado, a intervengéo profilatica com exercicio
de forca acarretou em um efeito protetor verificavel tanto na retencdo da memobria
discriminativa de curta duracdo quanto na de longa duracdo recente. Assim, nesta tarefa
cognitiva, a exemplo do que ocorreu na tarefa de reconhecimento social, o exercicio de forca
mostrou-se com um maior potencial profilatico neuroprotetor frente a um quadro
neuroinflamatorio agudo local do que o exercicio aerdbico, considerando os protocolos de

ambos os exercicios utilizados neste trabalho.

5.11 Labirinto de Barnes

Os animais previamente submetidos ao protocolo de exercicio aerobico ou de forca e
entdo ao modelo de neuroinflamacdo aguda, tiveram em seguida sua capacidade de aprendizado
e memdria espaciais analisados na tarefa do labirinto de Barnes. Os resultados do treino nesta

tarefa para todos os grupos sd@o mostrados na Figura 26.
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Figura 26. Dois meses de exercicio aerobico ou de forga previamente & infusdo bilateral intra-CAl dorsal
de LPS (40 pg/lado) ndo afeta o desempenho dos ratos no aprendizado relativo a tarefa do labirinto de
Barnes. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio aer6bico bom corredor
ou no protocolo de exercicio de forca. Em seguida, receberam a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de salina (SAL)
ou LPS (40 pg/lado). Apbs 5 dias de recuperacdo pds-operatoria, esses ratos foram submetidos a varias tarefas
comportamentais, dentre elas a tarefa do labirinto espacial de Barnes. Foram realizados 3 treinamentos por dia,
durante 3 dias consecutivos, totalizando 9 treinamentos (T1 até T9). (A) Laténcia média de escape dos ratos desde
0 momento da largada no centro do labirinto até 0 momento de encontro da caixa de fuga, durante cada ensaio da
fase de treino. (B) Numero de erros de busca pelo local de escape. Os dados estdo expressos como médias (+ EM)
das variaveis anteriores. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos, ap6s ANOVA de duas vias
com medidas repetidas.
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N&o houve diferenca significativa entre os grupos durante a fase de treino na tarefa do
labirinto de Barnes. Assim, nem o exercicio aerébico, nem o exercicio de forca, nem a
neuroinflamacdo induzida pelo LPS na regido CA1 hipocampal foram capazes de alterar o
desempenho dos ratos no aprendizado desta tarefa em relacdo aos grupos controles.

Apos a fase de treino, os ratos foram submetidos a uma sessdo de teste realizada 24
horas apds o Gltimo dia de treino. Os resultados do teste nesta tarefa para todos 0s grupos sdo
mostrados na Figura 27.
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Figura 27. Dois meses de exercicio aerobico ou de forga previamente & infusdo bilateral intra-CAl dorsal
de LPS (40 ug/lado) ndo afeta o desempenho dos ratos na retencdo de memdria de longa duragéo recente
relativa a tarefa do labirinto de Barnes. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo
de exercicio aer6bico (EA) bom corredor, ou no protocolo de exercicio de forca (EF). Em seguida, receberam a
infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de salina (SAL) ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE, controle aer6bico (EA
CT) e controle de forca (EF CT) nao foram submetidos ao procedimento de infuséo intra-CAl. Apés 5 dias de
recuperacdo pds-operatoria, esses ratos foram submetidos & vérias tarefas comportamentais, dentre elas a tarefa do
labirinto espacial de Barnes. (A) Laténcia média de escape desde 0 momento da largada no centro do labirinto até
0 momento de encontro da caixa de fuga, e (B) nimero de erros cometidos pelos ratos na busca pelo buraco que



65

conduzia a caixa de fuga, durante a sessdo de teste realizada 24 horas ap6s a Ultima sesséo de treino. Os dados
estdo expressos como médias (+ EM) das variaveis anteriores. Ndo houve diferenga estatistica significativa entre
0s grupos, seja apds ANOVA de uma via com comparacdes maltiplas e pds-teste Student-Newman-Keuls, seja
apds comparagdes com o grupo NAIVE e pds-teste de Dunnett.

Também ndo houve diferenca significativa entre os grupos na sessao de teste na tarefa
do labirinto de Barnes. Assim, novamente, nem o exercicio aerobico, nem o exercicio de forca,
nem a neuroinflamacéo induzida pelo LPS na regido CA1 hipocampal foram capazes de alterar
0 desempenho dos ratos na reten¢do de memoria de longa duracdo recente para esta tarefa em
relacdo aos grupos controles.

Uma possivel explicacdo para a auséncia de efeito da intervencdo profilatica tanto do
exercicio aerdbico quanto do de forca, bem como da neuroinflamacdo aguda provocada
localmente na regido CAL hipocampal, tanto no aprendizado quanto na retencdo de memoria
de longa duracéo recente, reside no protocolo de treino empregado, embasado no protocolo de
(SOUZA et al., 2012). Comparando o nimero de treinamentos por dia, bem como o nimero de
dias de treino do protocolo aqui utilizado na tarefa do labirinto de Barnes, com o protocolo de
treino empregado em experimentos prévios de nosso laboratorio na tarefa do labirinto aquético
de Morris (DA SILVA et al.,, 2008), também direcionada a memoria espacial, podemos
constatar que a intensidade de treinamento do protocolo do labirinto de Barnes é
consideravelmente menor do que a do referido protocolo de treinamento no labirinto de Morris.
Assim, possivelmente devido a um treinamento insuficiente, ndo foi possivel acumular um traco
mnemanico espacial forte o suficiente para que o déficit de desempenho mnemaonico esperado
para o grupo com neuroinflamacdo aguda pudesse ser detectavel. E, por conseguinte, sem este
déficit, ndo houve como observar algum possivel efeito benéfico das intervengdes profilaticas
do exercicio aerobico ou de forga.

Ainda, tendo como premissa essa explicacdo do treinamento insuficiente no protocolo
aqui empregado, abre-se a possibilidade de que alguma melhoria de desempenho mnemaonico
tanto no aprendizado quanto na reten¢do da memoria de longa duracgéo recente fosse detectavel
justamente por ndo haver o viés de efeito teto de desempenho maximo que haveria num
protocolo de treinamento mais intenso. Neste caso, podemos constatar que nem a intervencao
profilatica com exercicio aerébico ou com exercicio de forca foram capazes de produzirem
algum efeito de melhoria de desempenho mnemonico nesta tarefa do labirinto de Barnes, em

relacdo aos respectivos grupos controle.
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5.12 Esquiva inibitoria

Os animais previamente submetidos ao protocolo de exercicio aerébico ou de forca,
antes de serem submetidos ao modelo de neuroinflamacdo aguda, tiveram sua capacidade de
retencdo de curta e de longa duracdo de memoria aversiva analisada na tarefa de esquiva
inibitéria. Os resultados do desempenho nesta tarefa para todos os grupos sdao mostrados na
Figura 28.
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Figura 28. Dois meses de exercicio aerdbico ou de forca previamente a infusao bilateral intra-CA1 dorsal
de LPS (40 pg/lado) ndo afeta o desempenho dos ratos na forma¢do de memdria de curta ou de longa
duracdo recente relativa a tarefa de esquiva inibitéria. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento
no protocolo de exercicio aer6bico (EA) ou de forga (EF). Em seguida, receberam a infuséo bilateral intra-CAl
dorsal de salina (SAL) ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE, controle EA (EA Ct) e controle EF (EF Ct) ndo
foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAL. Os grupos EA Ct e EF Ct foram submetidos apenas ao
protocolo de exercicio aerobico ou de forga, respectivamente. Apos 5 dias de recuperagdo pos-operatoria, esses
ratos foram submetidos a vérias tarefas comportamentais, dentre elas a tarefa de esquiva inibitéria. Os dados estao
expressos como medianas (x intervalo interquartil) da laténcia de escape na sessdo de teste subtraida da laténcia
de escape na sessdo de treino. * p < 0,05 vs. NAIVE em teste de Dunn ap6s Kruskal-Wallis. # p < 0,05, ## p <
0,01 vs. Sal Ct em teste de Dunn apds Kruskal-Wallis. (n = 7 — 10 por grupo).

Como esperado, a neuroinflamagdo aguda provocada localmente na regido CAl
hipocampal prejudicou a capacidade dos ratos em formar e reter memaria de curta e de longa

duracédo relativa a tarefa de esquiva inibitéria. Contudo, as intervencBes profilaticas com
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exercicio aerobico ou de forca ndo se mostraram capazes de minimizar este déficit de

desempenho mneménico.

5.13 Efeito doexercicio de for¢a sobre a expressao de MPO em hipocampo de ratos ap6s

infusdo intra-hipocampal de LPS

Como demonstrado na figura 21, o exercicio de forca ndo foi capaz reestabelecer os
niveis de MPO no hipocampo em animais submetidos a infusdo intra-hipocampal de LPS

quando comparado ao grupo controle (p > 0,05).
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Figura 29. Influéncia do exercicio de forca na expressao de MPO no hipocampo. Dois meses de exercicio de
forga previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de LPS (40 pg/lado) néo afeta a expressao de MPO
no hipocampo. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio de forga. Em
seguida, receberam a infuséo bilateral intra-CAl dorsal de salina ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e
controle exercicio de forca ndo foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAl. Apo6s 5 dias de
recuperacdo pos-operatdria, os animais foram submetidos a vérias tarefas comportamentais, em seguida, 0s
animais foram eutanasiados e entéo foi realizado a coleta do hipocampo. Resultados expressos como a média +
E.P.M. (n = 7-10 por grupo) e a analise estatistica seguiu-se por ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni.

5.14 Avaliagado do efeito do exercicio de forca sobre expressdo de GSH em hipocampo

de ratos apos infuséo intra-hipocampal de LPS.

No intuito de saber se a manutencdo da expressdo de GSH esta relacionado a pratica de

exercicio de forga apos uma neuroinflamagéo, os niveis de GSH foram avaliados em amostras
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de hipocampo de ratos. A figura 22 mostra que a expressdo de GSH em animais que foram
submetidos ao exercicio de forca foi aumentado no grupo que recebeu infusdo intra-hipocampal
de LPS quando comparado ao grupo que praticou exercicio de forca e foi submetido a infusédo

intra-hipocampal de salina e grupo que apenas praticou exercicio de forca (p <0,05).
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Figura 30. Avalia¢do da influéncia do exercicio de forca na expressdo de GSH. Dois meses de exercicio de
forga previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de LPS (40 pg/lado) aumentou a expresséo de GSH
no hipocampo de ratos. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio de
forca. Em seguida, receberam a infuséo bilateral intra-CA1 dorsal de salina ou LPS (40 pg/lado). Os grupos
NAIVE e controle exercicio de forca ndo foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAL. Apdés 5 dias
de recuperagdo pds-operatdria, esses ratos foram submetidos a vérias tarefas comportamentais, em seguida, 0s
animais foram eutanasiados e entéo foi realizado a coleta do hipocampo. Resultados expressos como a média +

E.P.M. (n = 7-10 por grupo). *P<0,05 quando comparado com o grupo Naive (ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Bonferroni).

5.15 Efeito do exercicio de forca sobre a expressdo da enzima SOD em hipocampo de

ratos apos infusdo intra-hipocampal de LPS

Como demonstrado na figura 23, o exercicio de for¢a ndo foi capaz de reestabelecer os
niveis da enzima SOD de ratos submetidos a intra-hipocampal de LPS quando comparado ao

grupo controle.
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Figura 31. Influéncia do exercicio de forga na expressdo da enzima SOD. Dois meses de exercicio de forca
previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de LPS (40 pg/lado) ndo afeta a expressdo de SOD no
hipocampo de ratos. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio de forca.
Em seguida, receberam a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de salina ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e
controle exercicio de forga ndo foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAl. Apos 5 dias de
recuperacdo pos-operatéria, esses ratos foram submetidos a varias tarefas comportamentais, em seguida, os
animais foram eutanasiados e entdo foi realizado a coleta do hipocampo. Resultados expressos como a média +
E.P.M. (n = 7-10 por grupo) e a analise estatistica seguiu-se por ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni.

5.16 Efeito do exercicio de forca sobre a expressao da enzima CAT em hipocampo em

ratos apos infuséo intra-hipocampal de LPS

Como demonstrado na figura 24, o exercicio de forga demonstrou exercer influéncia na
expressdo da enzima CAT no hipocampo. Os animais que praticaram exercicio de forca e foram
submetidos a infusdo intra-hipocampal de LPS demonstraram maior expressao da enzima CAT
no hipocampo quando comparado ao grupo que praticou exercicio e recebeu infusdo intra-
hipocampal de salina, 0 grupo que apenas praticou exercicio e 0 grupo sedentario que recebeu
LPS ou salina (p<0,001).
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Figura 32. Influéncia do exercicio de forca na expressdo da enzima CAT. Dois meses de exercicio de forca
previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de LPS (40 pg/lado) aumentou a expressdo de CAT no
hipocampo de ratos. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio de forga.
Em seguida, receberam a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de salina ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e
controle exercicio de forga ndo foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAl. Apos 5 dias de
recuperacdo pos-operatdria, esses ratos foram submetidos a varias tarefas comportamentais, em seguida, 0s
animais foram eutanasiados e entdo foi realizado a coleta do hipocampo. Resultados expressos como a média *
E.P.M. (n = 7-10 por grupo) ***P<0,001 quando comparado com o grupo Naive (exercicio de for¢a); ** P<0,01
quando comparado com o grupo Naive (sem exercicio) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

5.17 Efeito do exercicio de forca sobre a expressdo da enzima GST em hipocampo em

ratos apos infusdo intra-hipocampal de LPS

A figura 33, evidéncia que o exercicio de forca exerceu influéncia na expressao da
enzima GST. Observamos que o grupo que realizou exercicio de forca e foi submetido a infusdo
intra-hipocampal de LPS apresentou maior expressdo da enzima GST quando comparado ao
grupo que praticou treinamento de forca e recebeu infusdo intra-hipocampal de salina e o grupo

que apenas praticou exercicio de forca (P<0,05).
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Figura 33. Influéncia do exercicio de forca na expressdo da enzima GST. Dois meses de exercicio de forca
previamente & infusdo bilateral intra-CA1l dorsal de LPS (40 pg/lado) aumentou a expressdo de GST no
hipocampo de ratos. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio de forga.
Em seguida, receberam a infus&o bilateral intra-CA1 dorsal de salina ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e
controle exercicio de forca ndo foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CALl. Apés 5 dias de
recuperacdo pos-operatdria, esses ratos foram submetidos & vérias tarefas comportamentais, em seguida, 0s
animais foram eutanasiados e entéo foi realizado a coleta do hipocampo. Resultados expressos como a média +
E.P.M. (n = 7-10 por grupo). *P<0,05 quando comparado com o grupo Naive (ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Bonferroni).

5.18 Efeito do exercicio de forca sobre a expressdo de MPO E GSH e das enzimas CAT,

SOD e GST em cértex pré-frontal de ratos ap6s infusédo de LPS

Como demonstrando na figura 23, apenas os niveis de MPO foram diminuidos em animais que

praticaram exercicio de resisténcia quando comparado ao grupo controle (p <0,05).
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Figura 34. Expressdo da GSH e das enzimas SOD, CAT, GST e MPO em cortex pré-frontal de ratos. Dois
meses de exercicio de forga previamente a infuséo bilateral intra-CA1 dorsal de LPS (40 pg/lado) aumentou
a expressdo de MPO no cértex pré-frontal, contudo, ndo afeta a expressdo de GSH, CAT, SOD e GST no
cortex pré-frontal de ratos. Os ratos foram submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio de
forca. Em seguida, receberam a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de salina ou LPS (40 pg/lado). Os grupos
NAIVE e controle exercicio de forca ndo foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CA1. Apds 5 dias
de recuperagdo pds-operatdria, esses ratos foram submetidos a vérias tarefas comportamentais, em seguida, 0s
animais foram eutanasiados e entdo foi realizado a coleta do hipocampo. Painel (A-E) demonstrando a agdo das
enzimas antioxidantes dos animais submetidos ao exercicio de forga. Resultados expressos como a média + E.P.M.
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(n=7-10 por grupo). Figura B *P<0,05 quando comparado com o grupo que praticou exercicio de forca (ANOVA
de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

5.19 Efeito do exercicio aerdbico sobre a expressdao de MPO E GSH e das enzimas CAT,
SOD e GST de ratos apos infusdo de LPS no hipocampo

O exercicio aerdébico ndo exerceu influéncia positiva sobre a expressao de antioxidantes.
Curiosamente os niveis de GSH e a atividade de MPO ndo demonstraram diferenca estatistica
quando comparado com o grupo naive. A atividade das enzimas SOD, CAT e GST também nao

sofreram mudanca estatistica quando comparadas com o grupo Naive.
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Figura 35. Expressdo da GSH e das enzimas SOD, CAT, GST e MPO em ratos que praticaram exercicio
aerdbico. Dois meses de exercicio aerdbico previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de LPS (40
pg/lado) ndo afeta a expressdo de MPO, GSH, CAT, SOD e GST no hipocampo de ratos. Os ratos foram
submetidos a dois meses de treinamento no protocolo de exercicio de forca. Em seguida, receberam a infusdo
bilateral intra-CA1 dorsal de salina ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e controle exercicio de forca ndo
foram submetidos ao procedimento de infusdo intra-CAL. Apds 5 dias de recuperacdo pds-operatdria, esses ratos
foram submetidos a varias tarefas comportamentais, em seguida, os animais foram eutanasiados e entdo foi
realizado a coleta do hipocampo. Painel A-E: Efeito do exercicio aerébico em ratos submetidos a infusdo intra
CAL. Resultados expressos como a média = E.P.M. (n = 7-10 por grupo) e a analise estatistica seguiu-se por
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni.
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5.20 Efeito do exercicio aerdbico sobre a expressdo de MPO E GSH e das enzimas CAT,

SOD e GST em cértex pré-frontal de ratos apos infusédo de LPS

O exercicio aer6bico ndo exerceu influéncia neuroprotetora sobre a expressdo de antioxidantes
no cortex pré-frontal. Os niveis de GSH e a atividade de MPO ndo demonstraram diferenca
estatistica quando comparado com o grupo naive. A atividade das enzimas SOD, CAT e GST

também nédo sofreram mudanca estatistica quando comparadas com o grupo Naive.
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Figura 36. Expressao da GSH e das enzimas SOD, CAT, GST e MPO em cértex pré-frontal de ratos. Dois
meses de exercicio aerdbico previamente a infusdo bilateral intra-CA1 dorsal de LPS (40 pg/lado) néo afeta
a expressao de MPO, GSH, CAT, SOD e GST no cértex pré-frontal de ratos. Os ratos foram submetidos a
dois meses de treinamento no protocolo de exercicio de forca. Em seguida, receberam a infusdo bilateral intra-
CAL1 dorsal de salina ou LPS (40 pg/lado). Os grupos NAIVE e controle exercicio de forga ndo foram submetidos
ao procedimento de infusdo intra-CAL. Ap6s 5 dias de recuperagdo pds-operatdria, esses ratos foram submetidos
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a varias tarefas comportamentais, em seguida, os animais foram eutanasiados e entdo foi realizado a coleta do
hipocampo. Painel A-E: Efeito do exercicio aerobico em ratos submetidos a infusdo intra CAl. Resultados
expressos como a média + E.P.M. (n = 7-10 por grupo) e a analise estatistica seguiu-se por ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Bonferroni.
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6.0 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar o efeito neuroprotetor de dois modelos de
exercicio fisico sobre a memdria de curta duracdo (MCD) e longa duracdo (MLD) e marcadores
de estresse oxidativo no hipocampo e cortex pré-frontal. Para tanto, submetemos os animais a
dois meses de treinamento fisico, seguido da infusdo intra-hipocampal da endotoxina LPS na
regido CAl, e, na sequéncia, a testes comportamentais, como reconhecimento de objetos,
esquiva inibitdria, reconhecimento social e labirinto de Barnes. Posteriormente, realizou-se a
coleta do hipocampo e do cértex pré-frontal para as analises de antioxidantes.

No teste de reconhecimento de objetos, descobrimos que o exercicio de for¢a foi capaz
de reverter o déficit amnésico causado pelo LPS com relacdo a ambas as MCD e MLD,
enguanto o exercicio aerdbico foi capaz de reverter apenas o déficit amnésico da MLD. Com
relacdo a memoria social, apenas o exercicio de forca conseguiu reverter o deficit amnésico na
MLD. Por fim, nas tarefas de memoria espacial (labirinto de Barnes) e de memoria aversiva
(esquiva inibitdria) ndo houveram diferencas significativas entre os grupos treinados e 0s
grupos controle ndo treinados.

Literaturas recentes relatam que o exercicio de forca muscular pode ser uma intervencéo
promissora para algumas doencas cronicas. O exercicio de forca ja demonstrou efeitos positivos
sobre a densidade mineral 6ssea (NGUYEN, 2017), poténcia, massa muscular, forca muscular,
habilidades funcionais, processo inflamatério (ZIEGLER et al., 2019) e controle glicémico
(HANGPING et al., 2019). Além disso, varios estudos realizados em humanos sugeriram que
o treinamento de forca muscular melhora varios aspectos da cognicdo (MARSTON et al.,
2019).

Cassilhas et al. (2007) mostraram que o treinamento de forca por 24 semanas apresentou
efeito positivo sobre memoria de longo prazo explicita, memoria de trabalho e funcdo executiva
em idosos com um aumento significativo nos niveis sistémicos de fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1). Um aumento similar de IGF-1 sistémico em idosos submetidos
a treinamento de forca também foi relatado em outro estudo (BORST et al., 2001). Além disso,
o nivel de IGF-1 periférico parece correlacionar-se positivamente com o desempenho cognitivo,
especialmente na populacdo idosa (ALEMAN et al., 1999; CASSILHAS et al., 2012).

Neste estudo averiguamos um efeito positivo do exercicio de forca no déficit da MCD
e MLD da memodria discriminativa. O teste de reconhecimento de objetos € uma avaliacédo
comportamental amplamente utilizada para o estudo da memoria de curto e longo prazo para
acessar a memoria declarativa em roedores (DIX; AGGLETON, 1999; RAMSARAN;
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WESTBROOK; STANTON, 2016). Ele se baseia na tendéncia inata dos roedores em explorar
novos estimulos em um ambiente familiar, sendo uma tendéncia o animal gastar mais tempo
explorando um novo estimulo do que o familiar (DIX; AGGLETON, 1999).

Apoiando nosso estudo, Araujo et al. (2017), investigaram o efeito de exercicio de forca
no desempenho de ratos tratados com glutamato monossodico em testes de memoria e
coordenacdo motora. Para realizacdo desse estudo, os animais receberam glutamato
monossodico na dose de 4g/kg, do primeiro dia de vida até o décimo. Apos 60 dias do
nascimento, 0s animais iniciaram um protocolo de exercicio de forca por 7 semanas e,
posteriormente, foi realizado o teste de reconhecimento de objetos. Os autores observaram que
0 exercicio de forca teve efeito no déficit de memoria de longa duracéo.

Enquanto o impacto positivo do exercicio de forca (ou de resisténcia alhures na
literatura) nas funcdes cognitivas esteja sendo progressivamente evidenciado em humanos, seus
mecanismos neurofisioldgicos ainda ndo estdo claros, embora o IGF-1 pareca ser um dos
mediadores. A investigacdo minuciosa desses efeitos benéficos pode ndo apenas trazer uma
nova Visao sobre a comunicacdo entre o sistema nervoso central e o musculo exercitado, mas
também pode fornecer informacgdes valiosas para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para doencas neurologicas (CASSILHAS et al., 2012).

Em contrapartida, o exercicio aerobico apresentou apenas efeito benéfico no déficit de
MLD, colaborando com o estudo de Pietrelli et al. (2018) com objetivo de estudar as possiveis
alteracdes induzidas pelo exercicio aerobico moderado na expressdo de BDNF e serotonina,
bem como na memoria declarativa de ratos em um processo de envelhecimento. Os autores
desenvolveram um programa de treinamento de intensidade moderada (VO2méax: 60/70%),
segundo o qual os animais treinaram dos 2 meses aos 18 meses de idade, trés vezes por semana.
Demonstrou-se que o exercicio afeta positivamente os niveis de BDNF e serotonina, moléculas
estas que desempenham um papel positivo na aquisi¢do, consolidacdo e recuperagdo da
memoria, bem como nos processos de aprendizagem. Os autores mostraram também uma
diferenca significativa na memoria declarativa de longa duracdo de ratos que praticaram
exercicio quando comparado aos animais sedentarios.

Em uma revisdo bibliografica, Hughes et al. (1999) analisaram um conjunto de dados e
demonstraram que o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) pode estar envolvido na
estabilizacdo de memdria de longa duracdo, através da potenciacdo de longa duracdo (LTP),
estando coerente com 0s nossos resultados, em que o exercicio aerdbico reverteu o efeito

amnésico ocasionado pelo LPS na MLD.
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Estudos mostram que o exercicio de forca ndo altera a expressao de BDNF, mas aumenta
o nivel de IGF-1 no sangue, ao passo que 0 exercicio aerobico parece ter pouca ou nenhuma
influéncia no nivel sérico de IGF-1, mas sim na expressdo de BDNF (GRIFFIN et al., 2009;
ARIKAWA etal., 2010; GOEKINT et al., 2010; CORREIA et al., 2010; ARAUJO et al., 2017).

Cassilhas et al. (2012) investigaram a expressao de fatores neurotréficos comparando o
exercicio de forca e o exercicio aerobico. Ratos Wistar machos adultos foram submetidos a 8
semanas de treinamento aerdbico em esteira ou treinamento de forca em escada vertical. Apés
0 periodo de treinamento, os autores observaram que ambos 0s grupos mostraram melhor
aprendizado e retencdo de memdria. No entanto, os grupos apresentaram vias de sinalizacao
distintas. Embora o grupo que realizou exercicio aerobico tenha apresentado niveis aumentados
de IGF-1, BDNF, TrkB e B-CaMKII (cinase Il dependente de célcio / calmodulina)
no hipocampo, o grupo de exercicio de forga apresentou um aumento da expressao de IGF-1
periférico e hipocampal com ativagdo concomitante de receptor para IGF-1 (IGF-1R) e AKT
no hipocampo. Essas vias distintas culminaram com um aumento da expresséo da sinapsina 1 e
da sinaptofisina. Esses achados demonstraram que tanto o exercicio aerobico quanto o de forca
podem empregar mecanismos moleculares divergentes, mas alcancam resultados semelhantes
no aprendizado e memoria.

O segundo teste realizado neste estudo foi o de reconhecimento social. Investigamos se
o0 exercicio fisico praticado de forma profilatica seria benéfico no déficit amnésico de memoria
social.

O reconhecimento social € um modelo particular de memdria operacional baseada na
capacidade de discriminacdo olfativa de ratos (AGUIAR et al., 2009). No dominio social, os
roedores tém a capacidade de reconhecer individuos da mesma espécie e distingui-los de outros
individuos (OKUYAMA, 2018). Essas habilidades podem ser examinadas em roedores usando
0 procedimento e espaco similar ao do reconhecimento de objetos (DANTZER et al., 1987,
OKUYAMA, 2018).

A memoria de reconhecimento social é evidenciada pelas constatagcdes de que um rato
ou camundongo normal exibe uma diminui¢do continua em seu tempo investigando 0 mesmo
parceiro de teste e aumenta seu tempo de investigacao se um novo parceiro for introduzido.
Esse paradigma é util para o estudo dos mecanismos neurais e neuroendocrinos basicos
do comportamento social (AGUIAR et al., 2009). Assim, verificamos uma reversao do déficit
mneménico de memoria social causado pela neuroinflamagdo nos ratos que praticaram

exercicio de forga muscular.
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Apoiando nossos resultados, Quines et al. (2019) investigaram efeitos neuroprotetores
de trés modelos de intervencdo ndo farmacoldgica; enriquecimento ambiental, exercicio de
forca muscular e enriquecimento social em um modelo animal de doenca de Alzheimer. Os
autores demonstraram que oito semanas de treinamento de for¢ca muscular foi capaz de reverter
o déficit de memaria social e discriminativa apds a infusdo intra-hipocampal de peptideo beta
amiloide - AB em ratos Wistar.

Uma das questbes relacionadas a memoria episodica é como os diferentes tipos de
informacdo séo integrados. Por exemplo, sugestes sociais sensoriais, como dicas, olfativas,
auditivas e provavelmente visuais, sdo usadas para representar informagdes sociais e codificar
a memoria social em um individuo ou até mesmo em roedores e como esse circuito neural é
formado (OKUYAMA, 2018).

Ao longo do processo de formagdo da memoria, a memoria social (quem) deve ser
integrada a memoria espacial (onde) e a memdria temporal (quando) para uma parte completa da
memoéria episédica (MOSER; KROPFF; MOSER, 2008; MACDONALD et al,
2011). Entretanto, até 0 momento, permanecem em grande parte desconhecidos quais circuitos
neurais sdo responsaveis pelo processo de integracdo e por gquais mecanismos subjacentes
(OKUYAMA, 2018).

Estudos evidenciam que as informagdes espaciais e temporais sdo principalmente
processadas pelo hipocampo dorsal de roedores (correspondendo ao hipocampo posterior dos
primatas) (MACDONALD et al., 2011), mas ainda ndo é bem claro o circuito dado a uma
informacdo social (VON HEIMENDAHL; RAO; BRECHT, 2012).

O exercicio aerdbico ndo demonstrou influéncia na memdaria social. Contrariamente aos
nossos achados, Aguiar et al. (2009) avaliaram o potencial do exercicio aerobico moderado para
melhora dos déficits de memoria social e motores induzidos pela reserpina mimetizando a
doenca de Parkinson. Foram utilizados para pesquisa ratos Wistar adultos, que receberam
injecBes subcutaneamente com reserpina (1,0 ou 5,0mg / kg) ou veiculo 48h, ap6s o término do
programa fisico, e 24h depois foram realizados os testes comportamentais. O protocolo de
treinamento consistiu em exercicio em esteira (20-25 min / dia) por 5 dias / semana durante 4
semanas. Os autores observaram que o exercicio fisico melhorou os déficits motores induzidos
por uma dose elevada de reserpina (5,0mg / kg), conforme avaliado nos testes de rotarod e
campo aberto. Além disto, ratos ndo treinados tratados com baixa dose de reserpina (1,0 mg /
kg) apresentaram deficits de memdria social de curto prazo (sem distirbio motor ou olfativo)
que foram seletivamente melhorados pelo treinamento fisico. Os autores concluiram que o

exercicio aerobico pode ser um fator preventivo para os déficits de memdria social e motores.
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Robison et al. (2018) também chegaram a resultados positivos sobre a influéncia do
exercicio aerébico na memoria social. Os autores relataram que diferentes doses de exercicio
melhoraram a memdria social de camundongos C57 / BI6.

Poucas pesquisas denotam a influéncia do exercicio fisico sobre a memdria social,
principalmente a influéncia do exercicio de forca, que foi demonstrada em nosso estudo ter um
impacto positivo na prevengdo do déficit de memoria social ocasionada pelo LPS. Por esse
motivo, faz-se necessarios pesquisas com objetivo de se investigar por quais vias
fisiopatoldgicas o exercicio de forga teria influéncia na memaria social.

Outro teste realizado foi a avaliacdo da memoria espacial. A aprendizagem espacial e a
memoria espacial sdo componentes comportamentais relevantes que evoluiram em quase todas
as espécies para garantir a sobrevivéncia. O hipocampo representa uma estrutura cerebral chave
para a aprendizagem espacial e memoria espacial (PIBER et al., 2018). Em nosso estudo, o
exercicio de forca e o exercicio aerdbico ndo influenciaram nas sequelas de memoria espacial
ocasionadas pela infuséo intra-hipocampal de LPS.

Littlefield et al. (2015) avaliaram se camundongos idosos apresentariam redugdes
acentuadas na neurogénese hipocampal e déficit de memoria espacial apos uma ativacdo imune
aguda com lipopolissacarideo (LPS) e se 0 exercicio aerobico teria efeito protetor contra 0s
efeitos do LPS. Camundongos foram treinados durante nove semanas e, posteriormente, foi
administrada uma dose de (LPS; 250 pg / kg) intraperitoneal ou inje¢ao de solugdo salina. Os
autores concluiram que o LPS reduziu o numero de novos neurbnios em camundongos
idosos. Estas reducdes induzidas por LPS na neurogénese nos camundongos idosos foram
prevenidas pela corrida em roda. Além disso, o exercicio aumentou a proporgdo de microglia
comarcada com fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e preveniu déficit de memoria
espacial.

Nogueira et al. (2019) pesquisaram o efeito do exercicio aerobico em idosos, avaliando
suas funcBes executivas e amnésicas espaciais. Para esse estudo, dois grupos foram formados
de acordo com a idade (60-69 e 70-79 anos de idade), incluindo esportistas (n = 23) e homens
sedentarios (n = 24). A memoria espacial e a atengdo foram medidas, bem como a inteligéncia
geral. Os resultados mostraram que os idosos atletas superaram os participantes sedentarios em
muitos dos testes empregados, exibindo uma melhor orientacao espacial. Estes dados suportam
o efeito protetor do exercicio aerdbico nas fungdes cognitivas.

Nao foram encontradas na literatura pesquisas com resultados amnésicos em que 0
exercicio aerobico e de forca muscular ndo obtivesse efeitos positivos com relacdo a memoria

espacial. Acreditamos que a intensidade de treinamento do protocolo empregado neste estudo
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(labirinto de Barnes) foi insuficiente para criar-se um traco mneménico espacial forte o
suficiente para que o déficit de desempenho mnemaénico esperado para o grupo controle pudesse
ser detectavel, ou seja, sem este déficit, ndo houve como observar algum possivel efeito
neuroprotetor dado pelo exercicio de forca ou aerobico.

Outro teste realizado foi a avaliagdo da memdria aversiva. Em modelos animais, a
aprendizagem do medo é geralmente estudada pela associacdo instrumental a um estimulo de
dor (um ou mais choques em patas). Esse tipo de aprendizado representa as muitas situacoes
vividas pelos humanos, nas quais os estimulos inicialmente neutros tornam-se ameagadores por
meio da juncdo de estimulos e geram medo, uma emog¢do humana que guia muito do nosso
comportamento e é crucial para a sobrevivéncia (IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016).
Em nosso estudo, verificamos que ambas as intervencdes estudadas ndo obtiveram efeitos
beneficos no deficit amnésico causado pelo LPS na memoria aversiva.

Contrapondo, assim, com os achados de Cardoso et al. (2017), que investigaram as vias
de sinalizacdo celular na formagéo hipocampal de ratos de meia idade (18 meses de idade) e
memoria aversiva em animais submetidos a exercicio aerobico em esteira durante 10 dias. Para
isso, avaliaram a ativacdo de proteinas de sinalizacdo intracelular ligadas ao crescimento,
proliferacdo e sobrevivéncia celular, como Akt, mTOR, p70S6K, ERK, CREB e p38 no
hipocampo e o teste de memoria aversiva através do aparato de esquiva inibitoria. Verificou-se
que o exercicio fisico reduz a ativagdo de ERK e p38 no hipocampo de ratos idosos, quando em
comparagdo com o grupo controle. A ativacdo e expressdo do hipocampo de Akt, mTOR,
p70S6K e CREB néo foi estatisticamente diferente entre os grupos. Observou-se também que
ratos idosos do grupo de exercicio apresentaram melhor desempenho cognitivo na tarefa de
esquiva inibitéria (memdria aversiva) do que ratos idosos do grupo controle. Os autores
concluiram que o exercicio fisico reduz as vias de sinalizacao intracelular ligadas a inflamacéo
e morte celular (ou seja, ERK e p38) e melhora a memaria aversiva em ratos de meia idade.

Com relacdo ao exercicio de forga, nosso estudo ndo mostrou uma atividade
neuroprotetora na memoria aversiva. Almeida et al. (2017) demonstraram um efeito oposto ao
nosso estudo. Os autores avaliaram um programa de exercicio de for¢a em escada vertical sobre
0 numero de convulsdes, memdaria aversiva e expressao / ativacdo de proteinas de sinalizacdo
em ratos com epilepsia. O numero de convulsées foi quantificado por videomonitorizagao e a
memoria aversiva foi avaliada pelo teste de esquiva inibitoria. Por fim, foram determinados os
niveis de IGF-1 e BDNF e ERK, CREB, ativacdo de mTOR no hipocampo de ratos com
epilepsia. Observaram uma diminui¢do no nimero de convulsées em comparacdo com ratos

epilépticos ndo exercitados. Os déficits de memoria aversiva foram atenuados pelo exercicio
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de forga. Em conclusdo, os atores relataram que o exercicio de forca reduziu a ocorréncia de
convulsdes e mitigou os déficits de memdria aversiva em ratos com epilepsia. Relatam ainda
que esses efeitos benéficos induzidos pelo exercicio de forca podem estar relacionados a
alteragdes nos niveis de IGF-1 e BDNF e sua ativacao de proteinas de sinalizacéo.

Esse achado também foi refor¢ado pelo estudo de Cassilhas et al. (2012), mostrando que
o0 exercicio de forca foi capaz de melhorar o desempenho da memaria aversiva em ratos idosos
com um aumento concomitante do nivel de IGF-1, concluindo que o exercicio de forca pode
ser indicado para déficits de memdrias aversivas.

Conforme o protocolo do nosso estudo, o exercicio foi praticado de forma profilatica,
foi realizada a infusdo de LPS na regido CAL hipocampal, e logo uma sequéncia de testes foram
realizados: campo aberto, reconhecimento de objetos, reconhecimento social, labirinto de
Barnes e sO entdo o teste da esquiva inibitoria. Consideramos um tempo distante entre o termino
da pratica de atividade fisica até o teste de memoria social (3 semanas de intervalo). Assim,
julgamos ndo conseguir avaliar os beneficios do exercicio na memoria aversiva. Dessa forma,
sugerimos um estudo que avalie a pratica do exercicio profilatico na memoria aversiva
imediatamente apoés a infusdo de LPS intra-hipocampal.

Outro fator avaliado em nosso estudo foram os niveis de antioxidantes enzimaticas e
ndo enzimaticas expressos no hipocampo e cértex pré-frontal. Observamos que o exercicio de
forca foi capaz de aumentar a expressao dos antioxidantes enzimaticos, catalase (CAT) e
glutationa S-transferase (GST), bem como do antioxidante ndo enzimatico glutationa reduzida
(GSH) da regido hipocampal quando em comparacdo com o grupo controle. Com relacdo ao
exercicio aerobico, ndo encontramos efeitos positivos sobre expressdo de antioxidantes de
animais que foram submetidos a infusdo de LPS gerando uma neuroinflamacédo aguda.

Contrapondo nossos resultados, uma vez que o exercicio aerébico ndo mostrou efeitos
positivos na expressao de antioxidantes, Navarro et al. (2004) demonstraram que camundongos
machos e fémeas de 28 a 78 semanas de idade que praticaram exercicio moderado em esteira
(10, 15 e 20 cm / s/5 min) obtiveram um aumento da expressao da enzima (SOD) no cérebro
em comparacdo com o grupo controle, demonstrando um efeito adaptativo antioxidante. Esse
resultado pode ser visto também no estudo de Marosi et al. (2012), em que o exercicio aerobico
moderado foi capaz de aumentar os niveis de enzimas (SOD) e (GPx) no cérebro de ratas
Wistar.

O aumento da expressao das enzimas CAT e SOD e do antioxidante ndo enzimatico
GSH também foi visto nos estudos de Somani e Husain (1996), Devi e Kiran (2004), Souza et

al. (2013) e Tahere et al. (2018), em que o exercicio aerdbico praticado de forma moderada foi
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capaz de promover a adaptacao desses antioxidantes e diminuir o estresse oxidativo do cérebro
de camundongo e ratos.

Contudo, nosso estudo demonstrou que o exercicio de forca foi capaz de aumentar a
expressao de antioxidantes. Corroborando com o estudo de Alikhani e Sheikholeslami-vatani
(2019), com objetivo de investigar o efeito do exercicio de forca sobre niveis séricos de TNF-
o, malondialdeido, capacidade antioxidante total e fator nuclear - kB em mulheres jovens e
idosas, realizaram um estudo com 44 mulheres que foram divididas em quatro grupos:
treinamento de idosas, controle de idosas, treinamento de jovens e controle de jovens. Os
grupos experimentais realizaram 12 semanas de TR com intensidade de 75% de uma repeti¢do
méaxima. Os resultados demonstraram que tanto o grupo de treinamento jovem, como 0 grupo
de treinamento com idosas, tiveram um aumento da capacidade antioxidante total e a expressdo
de NF-kB, engquanto o malondialdeido nos grupos de exercicios jovens e idosos diminuiu.
Nenhuma mudanga significativa no fator de necrose tumoral o ocorreu nos grupos de
treinamento apo6s a intervencdo de 12 semanas, mas 0s grupos de treinamento mais velhos e
mais jovens tiveram uma diferenca significativa com o grupo de controle jovem no pos-teste.
Os autores concluem que o treinamento de forca a longo prazo pode estimular a via de
sinalizacdo do NF - kB, o que leva a expressdo de alguns agentes antioxidantes e, portanto,
fortalecimento da capacidade antioxidante total, que por sua vez resulta em baixo acimulo de
EROs e pode, por fim, controlar a inflamacéo.

Esses achados também foram encontrados no estudo de Oakawara et al (2003), Ozbeyli
etal. (2017), Souza et al. (2018), Wiecek et al. (2018) e Min-ki et al. (2018), em que 0 exercicio
de forca teve efeitos benéficos na adaptacdo da expressdo de antioxidantes SOD, CAT e GSH.

Como relatado anteriormente, nosso estudo ndo mostrou atividade protetora
antioxidante dada pelo exercicio aerobico, que € bem descrito pela literatura como uma acao
ndo farmacoldgica no combate as espécies reativas de oxigénio. Acreditamos que 0 mesmo
problema encontrado na memoria aversiva, encontramos na avaliacdo dos resultados de
antioxidante, o espaco dado entre o término da prética de exercicio fisico e a coleta de
hipocampo e cértex pré-frontal, tenha contribuido para ndo encontrarmos resultados positivos.
E certo que o exercicio de forca demonstrou efeitos benéficos na adaptacéo de antioxidantes e
que as coletas dos 6rgdos aconteceram no mesmo dia. 1sso nos leva a pensar que o exercicio de
forca tenha um poder maior de aumento/adaptacdo da expressdao de antioxidantes quando
comparado ao exercicio aerébico, porém mais estudos sdo necessarios para reforcar tais

resultados.
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Avaliamos também a expressdo do marcador inflamatério mieloperoxidase (MPO).
Sabe-se que o acumulo de MPO tecidual esta associado ao grau de inflamacao (isto &, infiltracdo
de neutrdfilos) (TYML et al., 2017). Neste estudo averiguamos que 0s animais que praticaram
exercicio de forca apresentaram uma diminuicdo da expressdo de MPO no cértex pré-frontal
quando em comparacdo ao grupo controle, demonstrando um efeito anti-inflamatério do
exercicio de forca.

A mieloperoxidase € uma proteina presente em granulos azofilicos, macréfagos e
neutrofilos que sdo liberados no liquido extracelular durante o processo inflamatorio (TYML
et al., 2017; MAHMOOD et al., 2019). A reacdo catalisada pela MPO é a decomposi¢do dos
peroxidos, liberando oxigénio, que representa uma resposta durante condi¢des inflamatdrias e
desempenha um papel na defesa imunoldgica contra patégenos. A MPO pode mostrar efeitos
indesejados, aumentando indiretamente a formacéo de espécies reativas de nitrogénio (ERNS),
espécies reativas de oxigénio e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), levando a inflamagio e
ao estresse oxidativo (PRAVALIKA et al., 2018).

Alaca et al. (2018) investigaram os provaveis efeitos protetores do exercicio fisico na
diabetes induzida por nicotinamida (110 mg / kg) e estreptozotocina (65 mg / kg). Para isso,
realizaram-se 6 semanas de treinamento, 3 vezes por semana, com ratos Sprague - Dawley
machos adultos (300-350 g). Os autores observaram que 0s niveis séricos de MPO foram
significativamente menores nos grupos que praticaram exercicio quando comparados ao grupo
sedentario.

Poucos estudos relatam a influéncia do exercicio fisico na expressao de MPO. Acredita-
se que esse efeito se deva a funcéo anti-inflamatoria do exercicio (ALACA et al., 2018). Assim,
mais estudos que investigam a relacdo MPO/exercicio sdo necessarios.

Por fim, pesquisas adicionais sdo essenciais para esclarecer 0s mecanismos exatos
subjacentes a modulacao do exercicio sobre a memoria, estresse oxidativo e MPO, bem como

que modalidade/intensidade/tempo de treinamento possui mais efeitos na neuroinflamacao.
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7.0 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos nesse estudo podemos concluir que:

« O exercicio de forca muscular praticado de forma profilatica mostrou ter um efeito positivo
em reverter o déficit cognitivo ocasionado pela infusdo de LPS na dose de (40mg/lado) na
regido CA1 do hipocampo de ratos:

- Na memodria social de longa duracgdo, avaliada através do teste de reconhecimento
social;

- Na memoria discriminativa de curta e longa duracdo, avaliada atraves tarefa de
reconhecimento de objetos.
« O exercicio aerdbico praticado de forma profilatica mostrou ter influéncia positiva no deficit
cognitivo ocasionado pela infuséo de LPS na dose de (40mg/lado) na regido CA1 do hipocampo
de ratos:

- Na memoria discriminativa de longa duracdo, avaliado através da tarefa de
reconhecimento de objetos.

« O exercicio de forca muscular mostrou ter influéncia positiva nos fatores endégenos protetores
no estresse oxidativo ocasionado pela infuséo de LPS na dose de (40mg/lado) na regido CAl
do hipocampo de ratos:

- Através do aumento de antioxidantes enzimaticos catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST) e do antioxidante ndo enzimatico glutationa reduzida (GSH) na regido
hipocampal,

- Através da diminuicdo da expressao de MPO no cortex pré-frontal.

Dessa forma, concluimos que o exercicio fisico praticado de forma profilatica representa
uma ferramenta Util na prevencao de deficiéncias comportamentais e de estresse oxidativo em
roedores associados a neuroinflamacéao induzida por LPS. Contudo, observamos que o exercicio
de forca muscular possui maior efeito positivo profilatico quando comparado ao exercicio
aerobico. Com base nesses resultados, a pratica do exercicio fisico como musculagdo, nadar,

remar, andar de bicicleta devem ser recomendados.
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